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PREFACE

Le laboratoire de Physioclogie Végétsale de 1'Université de Neuchdtel
a su, au fil des ans, se forger une réputation intermationale dans
1*étude des relations entre les structures et les fonctions des membrahes
du chloroplaste. C’est donc tout naturellement que mon travail de licence
porta déja sur ce théme et qu'il constitua le "tremplin” de ce travail
de doctorat, .

lLe professeur P.-A., Siegenthaler, en m'accueillant dans son laho-
ratoire, m'a demandé d’examiner er de préciser le rdle que pouvaient
jouer les lipides thylacoidaux en interaction avec les herbicides
photosynchétiques. Je lui sdis gré de la confiance qu'il m’a accordée en
m*autorisant &4 laisser libre cours & mon imegination et en me donnant
"carte blanche" dans l'organisation de ma recherche et de mon assistanat.

Les cing années qu'a duré ce travail me permettent d'évaluer a quel
peint la relation entre le doctorant et son directeur de thése dépasse
le cadre strictement professionnel. En effet, gridce & d'innombrables
heures partagées, j'ai appris non seulement & rédiger un texte scientifi.
que et 4 y prendre plaisir, mais encore & renforcer mon caractére & coté
d’un patren amical mais minutieux et exigeant. Ainsi, autant pour
l'atctention qu'il aura portée & mon travail que pour la bienveillance
qu'il me témoigne, ma gratitude et mon amitié lui sont aequises.

Je désire exprimer ici mes remerciements au professeur P Mazliak ec
au Dr. J,M. Ducruet, de Paris, pour avolr accepté de faire partie du jury
de thése,

Fait également parrie de ce jury, le Dr. E. Beuret, de Changins,
qu'il trouve ici ma grativude. C'est lul qui & jeté en moi la "graine
malherbologique™ maintenant germante,

Je dols me grande reconnaissance au Dr. A. Rawyler, de Neuchatel, qui
me fait i'amitié d'appartenir & ce jury de thése. Tout au long de ce
travail il a été le conseiller perspicace et rusé, présent dans les
moments de jole intense que procure une nouvelle expérience réussie, mais
aussi 14 dans 1’infortune de l'expérience qui échoue. Il m‘a, en outre,
montré qu'un chef de travaux "ne devait pas sculement tenir la main du
doctorant mais également savoir la lui lacher", pour reprendre ses mots,

Je remercie le Br. L. Vigh ainsi que sa femme, le Dr. I. Horwath, de
Szeged, pour m'avoir initié 4 la technique de 1'hydrogénation catalytique
et de m’avoir accueilli dans leur laboratoire en Hongrie.

Je désire exprimer ma gratitude 'au professeur P. Williams, de
Londres, pour s’étre penché sur les résultats de la premidre partie et
pour avoir exécuté plusieurs microphotographies de mes liposomes. Je
désire également remercier le professeur J.-M. Gobat, de Neuchdcel, pour
s'étre penché su les résultats de la deuxidme partie.
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Mes chaeleurcux remerclements vont encore & 1l'une de nos étudiantes,
Mademoiselle ¢. wvan Erkom Schurink et & crols de nos apprentis,
Mesdemoiselles M. Kaffner et N. Guignard ainsi gque Monsleur D. Monney
sans lesquels il m'edt été impossible de mener 4 bien cette recherche.
En effet, malgré mes nombreuses absences prolengées, ils ont conduit des
manipulations parfois délicates et souvent de longue haleine.- Tous,
Myriam pour la premiére, Corine pour la seconde, Dominique pour 1la
troisiéme et une fraction de la quatriéme ct Nathalie pour la majorité
de la derniére Partie, ont été & tour de réle, les principaux acteurs des
‘expériences décrites dans ce travail.

Je ne sgurals oublier une amie et deux amis, Madame J. Smutny, qui
accomplit avec grande précision plusieurs figures présentées dans ce
manuscrit, ainsi que Hessieurs G. Hagelstein et J,.-P., Jeanneret qui
furent "ma conscience informatique". Pour leur patience et pour leur
amitié, mes remerciements reconnaissants leur sont destinds.

Je tiens & formuler ici me gratitude a4 toutes les personnes perma-
nentes ou de passage dans le laborateire, pour aveir su créer et
entretenlr une atmosphére joviale et famillale tout au long de mes
efforts. Dans cet état d'esprit, je tiens & remercier tout particuliére-
ment Madame M. Mcylan qui fut la complice de chaque instant.

Je ne saurais encore oublier mes psarents, précieux confidents, qui
par amour m'encouragérent et me soutinrent tout au long de cette
entreprise. Ils ont su développer en moi la passion de 1l'inconnu et

- 1'ardeur au travail. A toi Jecan-Jacques je dédie la Premiére Partie,
systématique, synthétique, celle gqui m’s d’sbord fait douter, puis qui
m'a aidé a& mieux comprendre certains phénoménes. A toi Rose-Marie, je
dédie 1a Deuxiéme Partie, la plus proche de la Nature, celle qui parait
le plus accessible, mais qui en falt 1'est le moins...

Enfin, ma femme Béatrrice et mes filles Lise-Cendrine et Ann-
Géraldine, qui coutes trols ont vécu (Je devrais dire survécu) heure
aprés heure les tribulations de leur époux et papa, entiérement absorbé.
dans ses activités scientifiques. Herci de m’avoir soutenu par la
spontanéité de vos éclats de rire et par la simplicité de vos besolns.
A tol Béatrice, je dédie la Troisiéme Partie, analytique, rigoureuse et
indispensable. A vous Lise et Ann, je dédie la Quatriéme Partie, la plus
folle, la plus jeune et la plus insouciante.

Pour terminer, je voudrais remercler chaleureusement la Statlon
fédérale de recherches agronomiques de Changins et plus particuliérement
sa direccion qui a contribué, dans une trés large mesure, & ménager un
"blotope" favorable & la rédaction de cette thése, En effet, i1 étaic
.primordial de jeter un pont entre la recherche fondamentale et la
recherche eppliquée, puisque les herbicides sont autant des ouctils de
leboratoire que des produits phytosanitaires. La connaissance du
comportement moléculaire de ces pesticides sur leur slte d'action
spécifique ainsi que les impacts économigues et écologiques considéra-
bles que représentenc leur utilisation, sont autant de facettes qui
permettent d'appréhender le "concept herbicide" dans sa globalité,

A& tous, encore une fols merci !
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AVANT-PROPOS

Parler de la fonction des lipides est en sol ambigu puilsqu’ils ne
portent en eux-mémes aucune fonction catalytique. Cependant, il a été
suggéré que les lipides peuvent contrdler la perméabilité membranaire et
le transport des ions, aglr sur le transport, la fiuidicé, 1'incorpora-
tion et 1"asseblage des protéines et en particulier moduler 1'activité
enzymatique d'une protéine donnée ou d'un systéme multienzymatique
complexe {(pour une revue, voir Siegenthaler & Rawyler, 1986).

Dans cette étude, hous avons tenté de mectcre en évidence une
interaction herbicides photosynthétiques - lipides thylacoidaux et & en
expliquer les mécanismes. Pour atteindre ces objectifs, de prime abord
simples, nous avons élaboré la stratégle sulvante:

1"/ Décerminer une interaction mesurable entre des membranes lipidiques
arcificielles (liposomes) et des herbicides photesynthétiques
(atrazine et DGMU). .

2°/ Déterminer, avant de travalller avec des membranes biologiques, les
meilleures conditions de culture des morelles noires (Sclanum nigrum
L.) et cerner les différences phéno-morphologiques entre plusieurs
biotypes sensibles et résistants & l'atrazine.

3/ Analyser la composition des thylacoides (lipides, plgments, procé-
ines, etc...} de deux biotypes de 5. nigrum choiels, un sensible et
1’ autre résistant 4 1'atrazine et examiner la distribution transvers-
ale des lipides dans les thylacoides respectifs.

4°/ Finalement, étudier comment varie le pouvoir inhibiteur des herbi-
cldes sur le transport d'électrons de la chaine photosynthétique et
comment est moduiée leur liaison sur le thylacoide soumis & divers

- stress qui visent & fltérer la partie lipidique membranaire.

Ce travall suit un plan quelque peu hybride entre celui présenté
usuellement 'pour une thése et celul rencontré dans une "revue”, D'une
part, chaque partie peut étre considérée indépendemment, d'autre part,
nous avons tiré- gquelques paralldles entre elles, qui obligeront le
lecteur & "voyager" dans le manuscrit. Nous n'avons constitué qu'une
.seule biblicgraphie, placée en fin d'ouvrage, qui devrait permettre une
recherche des références plus aisée, Pour terminer, le lecreur rencon-
trera tout au long de sa lecture, bon nombre de conclusions incer-

nédiaires qul tentent de jalonner le texte.



ABREVIATIONS

AR . alcool benzylique

ADP adénosine-diphosphate

Asc ascorbate

ATP adénosine-triphosphate

atrazine 2-chloro-4-(éthylamine) -6-{isopropylamine)}-s-triazine
BSA ‘albumine sérique de Boeuf

carot caroténoides

Chl chlorophylles

Cyt cytochromes

DBI double bond index

DBM1B dibromothymoquinane

DCHU 3-(3,4-dichlorophényl)-1,1-diméthylurée -

DCPIP 2,5-dichlorphénol-indophénol

DGDG digalactosyldiacylglycérol

DMQ 2,5-diméthyl-p-benzoquinone

E, énergie dfactivation

EDTA acide éthyléne-diamine-tétracétique

EtOH éthanol

FGCP ' carbonyl cyanide 4-trifluorométhoxyphénylhydrazone
Fd ferrédoxine

FeCn ferricyanure

GC chromatographie en phase gazeuse

1, demi-inhibition

I.4.£. indice de découpure des feuilles

Kd constante de dissociaticn

K, coefficient de partition

LHCP light harvesting complex protein

LRa lipase de Rhizopus arrhizus .
MGDG . monogalactosyldiacylglycérol

MOPS morpholinopropane-sulfonate’

- MV méthylviologéne



NADP*®

PC
Pa(Q8),
PG

PLA, :
PS I, PS II

R/3/F
R/n/CH
R/n/F

$/3/F
S/n/CH
S/n/F
SQDG
SUv

" Tricine

TX-100

6

nombre de sites de liaison .
nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate

phosphatidyleholine

p-phényléne-diamine ,

palladium di(sodium-alizarine monasulphonate)
phosphatidylglycérel

phospholipase de type A,

photosystéme I et II

plastoquinone

premier accepteur stable du FS II

résistant (4 1l'atrazine) .

biotype résistant & fruits jaunes et d’origine frangaise
biotype résistant & fruits necires et d'origine suissé
biotype résistant & fruits noires et d‘origine frangaise

sensible (4 1'atrazine)

biotype sensible & fruits jaunes et d'origine frangaise
biotype sensible & frults noires et d'origine suisse
biotype sensible & fruits noires et d'origine francaise
sulfoquinavesyldiacylglycérol

small unilamellar vesicles

demi-temps de montée de la fluorescence
n-tris-{(hydroxyméthyl) -méthylglycine
Triton X-100

premier accepteur du P5 I



PREMIERE PARTIE:

‘QUELQUES INTERACTIONS DE
L’ATRAZINE ET DU DCMU AVEC DES
MEMBRANES SYNTHETIQUES DE
COMPOSITION LIPIDIQUE DIVERSE

(LIPOSOME OU SUV)



La question est bien assez embrouillée comme
cela, sans que je 1’obscurcisse encore par de
nouveaux éclairements. '

Victor Hugo
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1 INTRODUCTION

Lorsque l'on mélange & de l’eau des phospholipides en concentration
suffisante, les chalines acylées se regroupent spontandment, le plus lein
possible de 1'’eau, tandis que les tétes polaires se placent au contact
des malécules dfeau. Il se forme ainsi une double couche ol les chaines
d’aclides gras hydrophobes sont dirigées vers 1'intérieur de la membrane
et les tétes hydrophiles vers l'extérieur. Il existe deux formes standard
de vésicules: les liposomes "en pelure d'elgnon”, ou vésicules pluri-
lamellaires, constitués de plusieurs bicouches lipidiques, séparées par
des couches de liquide, et, les liposomes unilamellaires, constituéds
d'une seule bicouche de lipides, entourant un petit volume de liquide
(Fig. 1). Parmi 1les liposomes & wune seule blcouche liplidique, on
distingue généralement les petites (SUV = "small unilamellar vesicles™)
et les grosses (LUV = "large unilamellar vesicles") vésicules, pour une
revue sur les différents types de vésicules, leur préparation et leur
nomenelature, volr Bangham (1982). .

Liposamae

Fig. 1: Représentatien schématique d’un petit liposome unilamellaire ou
SUV (= Small Unilamellar Vesicle).
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C'est en 1965 que Eangham et ses cellaberateurs caractérisent pour la
premiére fois les liposomes (Bangham et al.1965). Depuis, 1'étude des
membranes artificielles n'a cessé de croitre. Deux raisons sont a
l1'origine de cet intérét: La premiére est en relation avec la complexité
des membranes blologiques. En effet, les liposomes permettent définl les
propriétés et le réle des composants membranaires considérés individuel-
lement, de serte qu'en compliquant progressivement les systémes de
membtranas, le réle que certalnes molécules pourraient jouer in viveo peut
étre appréhendé. La deuxiéme est en relation avec la propridté qu’ont les
liposomes de pouveir englober, au sein de leur membrane ou dans ]1'espace
aqueux Interne, des molécules de nature diverse (celorants, pesticides,
drogues, etc...). On pourra d'une part étudier les effets de ces divers
composés sur les propriétés physico-chimiques des membranes et d'autre
part utiliser les vésicules comme transporteurs de drogues dans des
organismes vivants.

La ralson de la grande diversité des molécules de lipides dans les
membranes n'est pas encore comprise. Cependant, elle est considérée pour
satisfalre trois demandes membranaires: a) former une bicouche qul assure
une barriére perméable & 1’'eau et & certaines molécules et imperméable
a4 d'autres {Deamer & Bramhall, 19B6); b) former des structures hexagon-
eles (H,) qui permettent l'associatien de certalnes structures par des
phéneménes de fusion (Wilschut & Hoekstra, 1986); ¢) laisser une certaine
liberté sux chaines acylées lorsqu'elles sont arrangées en biceuches
{Cullis et 21.1986). Ainsi, 11 & été proposé que chaque espéce lipidique
est spécifique et par vole de conséquence nécessalre, veire indispensable
au bon fonctiennement de la membrane (lLee et 21.1986). Cependant, il est
épalement possible de formuler un coucept opposé & partir des mémes
donnédes; c'est-i-dire que la pgrande diversité de lipides un'a pas
d’ importance et que n'importe quel mélange de lipldes est aussl valable
qu‘un autre quant au bon fonctionnement de la membrane. Il en résulte que
la cellule est libre de construire sa membrane en utilisant n'imperte
quelles chaines d'acides gras et tétes polaires, pgénéralement, celles que
la cellule trouverait le plus aisément et en plus grande quantité (Lee
et 21.1986). Cette derniére hypothése semble néanmoins improbable,
puisque la compositien et la distribucion lipidique des différentes
membranes blologiques sont trés stables. Quoi qu'il en soit, la plupart
des animaux poikilothermes, des végétaux et des bactéries sent 4 méme
d'adapter la cempesition lipldique de leurs membranes en fenctien des
conditions extérieures (volr les 3™ et 4*™ Partles). Cette dernidre
observation suggére que 1'adaptation, qul vise 4 meduler d'abord la
fluidité membranaire et par 1a méme sa permésbilité, joue un réle
prépondérant dans le fonctionnement de certaines enzymes Rkembranaires
(Chapman, 1983). Dans cette 1* Partie, nous neus sommes intédressés a
1'effer que peut avolir certains herbicides (atrazine et DCMU} sur la
partie liplidique de la membrane. Il nous intéressait en premier liew de
déterminer si ces molécules influencent les prepriétés thermocropiques
des lipides organisés en structures bicouches (SUV) et, parallélement,
s1 la fluidité et la perméabilité membranaires s'en trouvent altérées.
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2 BUT DE LA PREMIERE PARTIE

‘Les effers des herblcides P5-II aur les plantes ont été érudiés
Intensément et plusieurs aspects de leur mode d'actlon ont pu é&tre
clarifiés (pour une revue, volr Pfister & Urbach, 19B3). Des composés
tels que les urées substituées et les triazines symétriques sont des
inhibiteurs pulssants du flux d'électrons photosynthétique et leur cible
principale a été identifée sur le cdté réducteur du PS-I1, plus précis-
ément sur le. polypeptide 32 kD. Ce dernier étant Intrinséque & 1la
membrane, il est en interaction avec d'autres polypeptides du PS-IJ et
probablement aussi avec certains lipides. Une liaison efficace des
herbicides sur le pelypeptide 32 kD implique que celui-ci adopte une
conformation particuliére (Renger at al.1984, Vermaas et al.1%984) et que
les 1lipldes membranaires participent & 1la stabllisation de cette
conformation. Or, comme la plupart des herblcides sont des molécules
lipophiles, 1ls doivent alsément pénétrer la partie- lipidique de la
membrane et probablement altérer ses propriétés physiques. Il nous parait
donc Intéressant de chercher si 1'inductlon de telles altérations
physlques de la partle llpldique membranalre peut, & son tour, changer
"la conformation du polypeptide 32 kD et modifier ainsi les propriétés de
‘liaison et d'inhibition des herbicldes sur leur site de lialson. Ce-
pendant, dans une premlére étape 1l nous parait indispensable de
déterminer sl les herbicides sont susceptiblea d'altérer 1‘organisation
moléculaire ainsi que les propriétés phyalques de certains lipides ou de
certains nélanges de lipides, en utilisant des systémes simples de
membranes artificielles. Il existe un bon nombre-de technlques permettant
d’'étudier la structure et la dynamique des lipides membranaires: la NMR
= "nuclear magnetic resonance", 1'ESR = "electron spin resonance”, la DSC
= "differentlial scanning calorimetry®, la diffraction des rayons X,
1l'aniseotropie optique (turbidimétrie, sondes fluorescentes, pelarisation)
{Lenaz & Curatola, 1975, Stubbs, 1983). Pourtant, l'ambiguité majeure
lorsque 1'on étudle la fluldité membranaire réside dans le fait que les
différentes techniques et les différentes sondes ne détectent pas néces-
sairemant les mémes changements physiques (Oldfield & Chapman, 1972,
Demel & Kruljff de, 1976). Pour des raisons de facllité d'appareillage,
nous étudlerons les effets des herbicides sur le comportement thermo-
trepique de différents types de SUV par la méthode de l’anisotropie
aptique (fluorimétrie et turbidimétrie} et nous tenterons de les
expliquer par comparaison avec les effets bien connus de certaines
molécules (atérola, alcools, etc..), Nous déterminerons également 1'effec
des herbicides sur la perméabilité des SUV & 1'ascorbate et nous
terminerons en déterminant les coefficients de partition des deux
herbicides dans différents systimes membranaires.

3 MATERIEL ET METHODES
3.1 rie du

Les phosphatidylcholines dimyristique (DMPC), dipalmitique (DPPC) et
dlstéarique (DSPC) ainsi que le cholestérol sont de la plus grande puretéd
commerciale disponible sur le marché et proviennent de chez FLUKA. A
partir de membranes thylacoidales fraichement préparées, un extrait
lipidique total, est obtenu [voir § 3.4.1, 3* Partie (Bligh & Dyer,
1959) ], qul est utilisé pour purifier la chlerophylle a (Chl a) et



il

- obtenir un extrait de lipides thylacoidaux dépigmentéds. Les mono- st
digalactosyldiacylglycérols (MGDG et DGDG) sont purifiés, soit & partir
de membranes thylacoidales d*Epinard, soit & partir de farine de blé, en
utilisant des technliques bilen établies (Kates, 1972). Les deux galacto-
lipides et les lipides thylacoidaux sont presque complatement hydrogénés
avec le catalyseur d’Adams {(Appelqvist, 1972). Les lipides individuels
de chaque classe sont purs & environ 99%, jugé par chromatographie sur
ceuche mince (voir § 3.4.2 3™ Partie).

3.2 Prépagat s ome
3.2.1 Liposomes pour les mesures fluorimétriques

Pour les mesures fluorimétriques, les vésicules asont préparées selon
ia méthode de 1'injeetlion éthancligue, modifiée par Kremer et al.
(1977b). Des solutions steck de DMPG, ODPPC, DSPG, MGOG et DGDG (5 mM dans
1'érthanol) sont wmélangées aveec la Chl a de fagon A& obtenir, dans les
expériences de routine, un rappert melaire lipides/Chl a égal & 50. Ces
mélanges sont Injectés dans une solution MOPS/KOHM 10 mM, pH 7.5.2 4 *C
pour la DMPC et & température amblante pour les autres lipides. La
concentration finale en lipide est généralement de 33 uM. Dans certains
cas, du cholestérol est mélangé aux lipides (rapport melaire lipide/cho-
lestérol = 5) avant l'injection. De 1'alcool benzylique (AB), de
. 1'atrazine ou du DCMU sont ajoutéds & la suspension de vésicules ‘comme
indiqué dans la légende des figures.

3.2.2 Liposomes pour les mesures turb1d1mécr1ques et de parti-
tion

Pour les mesures de turbidimétrie et de partition, les vésicules sont
préparées par Injection rapide (Batzri- & Korm, 1973) des lipides en
solution dans 1'éthanol (20 mM) dans un tampon MOPS/KCH, pH 7.5 4 une
température supérieure de 10°C & la vempérature de Ttransition respective
des différents lipides. La suspension de vésicules est ensulte dialysée
pendant une nuit, 4 température ambiante, contre la méme solution tampon.
Dans ce cas, la cohcentration finale de liplide est généralement de 0.5
mM et celle des herbicides de 0.2 mM.

3.2.3 Liposomes pour les mesures de peruméabilité

La technique reprend la précédente, mals on aura pris soin d‘ajouter
0.5 mM d'ascorbate de Na, & la solution tampon (voir explicatien plus
.loin)., On soumettra les vésicules de DPPC pendant deux heures a une
température supérieure de 10°C & la température de transition de phase
de ce 1ipide, solt env, 50 °C (= "annealing"}. Une dialyse suivra pendantc
72 h 4 température amblante. L'incubation des wvésicules avec du cyto-
chrome ¢ {cyt ¢ = 0.1 mM}, en excés par rapport 4 l'ascorbate dans les
SUV, sera effectuée 2 4 "C 4 1'obscurité pendant 24 h (voir explication
plus lein).

nb: Les trols méthodes produisent de petites vésicules unilamellaires
{SUV) de taille homogine (diamdtre = entre 20 et 40 nm).
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Meaure de la perméablilité:

- La perméabilité membranaire des liposomes A 1'ascorbate est mesurée
par réduction progressive du eyt ¢ en solution dans la phase aqueuse
contenant les lipesomes, La réaction est mesurée avec un spectrophoto-
métre Amince OW-2a réglé er mode "dual®™ dont la longueur d'analyse est
de 550 nm et celle de référence de 540 nm (fente 1.0 nm). Aprés un scan
de chauffage et un de refrolidissement de la suspension liposomale, on
prendra soin d’ajouter 0.1X% de Triton TX-100 a ls solution pour contréler
le niveau de réduction maximal du cyt c.

3.3 Com tement thermo i des osomes

Les mesures de fluorescence sont effectuées dans un fluorimétre
Bausch & Lomb modifié de maniére artisanale. La technique reprend celle
‘décrite par (Lee, 1975a). Les échantillens sont continuellement agltés
pendant la_périede de chauffage (1 °C/min} et la températura est
directement mesurée dans la cuvette par un thermométre digltal. La Chl
a, contenue dans des liposomes en suspension, est excitée a 440 £ 2.5 nm
et 1'intensité de la fluorescence émise par cette sonde est enregistrée
4 680 + 10 nm. Un obturateyr mécanique empéche toute lumiére d’exciter
1’échantillon entre les lectures, de fagon & minimiser la photodégrada-
tion de la Chl a. '

La turbidité est mesurée avec un spectophotométre Aminco DW-2a réglé
en mode "split beam™ 4 436 + 3 nm (Avramovic-2ikie & Golbow, 1978). Le
contenu de la cuvette, sous agltation constante, est chauffé (1 °*C/min}
. ou refroidi (2 °C/min). La température est enregistrée directement dans
la cuvette & 1'aide d'un thermométre digital dont la sertie alimente le
"jack X-axis" du spectrophotométre A& enregistrement X-Y,

A partir des enregistrements fluorimétriques, la valeur de la tembé:-
ature de transition de phase des lipides (T,) est, dans la plupart des
cas, déterminde & la fin de 1'augmentation de fluorescence (Fig. 4).
Pourtant, lorsque 1'aplatissement des courbes rend la déterminatiaon de
ce point de "rupture" gifficile, la courbe est décompesée en deux
portiong lindaires, dont 1'intersection permet la lecture de T_. Pour les
courbes turbidimétriques, les valeurs T, sont déterminées au point
d'inflexion des courbes.

3.4 D i on des coefficients de paytition des b es

La pénétration des herbiclides dans la phase lipidique des vésicules
est déterminée de la maniére suivante: Deux cellules de verre en forme
de "L" sont munies & chaque extrémité d'un pas de vis qul permet de
relier les deux cellules en disposant entre elles une membrane de dialyse
{cut-off 6000-8000), veir Fig. 2. L'appareillage ainsi constitué comprend
deux cellulea {a et b). La surface de dialyse disponible est de 2.5 cm®,
Aprés Introduction de 10 ml du milieu désiré dans chacun des comparti-
ments (voir plus bas), 1'orifice supérieur de chaque cellule est fermé
et L'appareillage entier est immergé dans un bain aglté et thermostaté
a4 50 °C pour les vésicules de DPPC =t de DPPC/cholestérol et a 60 *C pour
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les véslcules constitudes des lipides thylacoidaux saturés. La premier
appareillage contient 1'herbicide en (a) et une salutlon tampen en (b)
seulement (Fig.Z2}. Le second appareillage contient l'herbicide en (a) et
des véslcules lipidiques en (b). Le trolsiéme, contient 1’herbicide et
les vésicules lipidiques en (a) et la solution tampon en (b). La dialyse
progressive de 1‘herbicide dans le cempartiment en (b} est sulvie,
Jusqu‘d ce que 1'équilibre solt atteint (env. 24 h), en mesurant
L'absorbance d'aliquets prélevés dans les deux compartiments (0.1 ml
prélevés et dilués dans 0.9 ml d'éthanol}, a 220 et 250 mm pour 1'atra-
zine et le DCMU, respectivement. La concentration d'herbicide dans les
deux compartiments. (a) et (b) est déterminée & partir de courbes de
calibration. La quantité d'herbiclde associée aux vésicules lipidiques
" est donnée par la moltié de la différence des quantités entre les deux
compartiments. Les coefficients de partition sent exprimés en tant que
‘K, = [la concentration d'herbicide dans la phase lipidique / la con-
centration d"herbicide libre dans le milieu aqueux extérieur]. Le volume
de la phase lipidique des wvésicules est calculé a partir des valeurs
dannées par Batzri et Korn (1973), correspond & 0.7422 ml/mmol de lipide.
Nous n'avons pas tenu compte de la faible différence de volume spécifique
des lipldes aux différentes températures {(Quinn, 1984).

E LIPIDS

Fig. 2: Apparelllage permettant la mesure des coefficlents de partage
des herbicides dans des liposemes. Les appareillages sont
plongés dans un bain agité et thetrmostaté & différentes
températures selen la nature des lipides. Pour plus d’'informa-
tion, wvoir 3.2.2 et 3.4,
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4 RESULTATS ET DISCUSSIONS

4.1 uelque oblémes ‘ord &thod i

Les vésicules unilamellaires sont les systdmes membranaires les mieux
connus. Le compartiment aqueux bien délimité par une seule bicouche
permet leur utilisation dans plusieurs domasines. On considére généralem-
ent les vésicules ayant un diamdtre < 50 nm comme des SUV et > 50 nm
comme des TUV.

.

4.1.1 Les liposomes contenant une sonde

En 1973, Colbow suggére que la Chl & est une sonde sensible capable
de refléter les changements d'état de la DPFC en fonctlon de la températ-
ure, ce que Lee (1975a) associe au changement de fluldité moyen de
1'ensenmble de la bicouche mewbranaire.

Nous avons incorporé de la Chl & dans des liposomes que nous avons
chauffés a4 des cempératures plus ou moins élevées seion les iipides -’
utiiisds, Avant d'étudier le comportement thermotropique de divers
liposomes avec ou sans agent pesticlde, nous avons recherché .les
conditions adéquates & notre étude: 1z qualité de la sonde, le rapport
lipide/Chl 4, la concentration du lipide dans 1'éthanol et les conditlans
d' {njection. -

) 500 500 b
1220 frrm s e L 90
} THL & I BOX ACETONE :

0,92 ]
1w 0.92

663

0.64 1 0.6%

0.36 L 0,36
] 618

0.08 { l 0.08

0

T S — 0.20

400 500 600 700

Fig. 3: Spectre d'absorption de la chlorophylle a en solution dans de
1'acétone 80X. Ce spectre a.été obtemu avec un spectrophoto-
mitre Perkin-Elmer Lambda 5.
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La Chl & est toujours extraite de feullles fralches d'Epinard (§
3.1). Afin d'éviter au maximum les processus d’allomérisation, de
phéophyrinisation {Colbow, 1973; Nicholls et sl1., 1974), la Chl & est
conservéde dans l'acétone, a4 l'obscurité, & -20 °C et sous atmosphére
d'azote, La Fig. 3 présente le spectre d'absorption de la Chl & en
solution dans 1’acétone BOX. On observe deux pics importants, un & 431
et 1'autre a4 663 nm, ainsi qu'un trolsiéme pic plus petlt & 618 nm. A 460
na, 1'absorbance de la Chl 2 est nulle et & 431 nm, le pic est environ
10% plus élevé que celul situé & 663 nm. On observe aussl un "épaulement”
autour de 410 nm. Lorsque la Chl a se détéricre (vieillisscment,
photodestruction, ete...), nous observons plusieurs changements (résult-
ats non montrés) et notamment, une disparition quasi totale de lfépaul-
ement & 410 nm, une augmentaticn du pic & 431 nm, un aplatissement des
pics & 618 et 663 nm et un déplacement de tous les pics vers les courtes
longueurs d'ondes ("shift” d’env. 5 nm). En plus des précautions prises
lors du stockage de la Chl &, nous n'avons jamais conservé celle-ci au-
deld de deux semaines, afin de toujours travailler avec un maximum de
rendement de la fluarescence. A plusieurs reprises la Chl a a écé
utilisée comme sonde dans différents types de liposomes (Chapman & Fast,
1968; Trosper et al.1970; Nicholls er al.i974; Lee, 1975a et b: Murara
& Sato, 1978, Katz, 1979; Fulford & Peel, 1980; Hoshina, 1981, 1983;
8rasseur et al.1984; Bialek-8ylka & Wrobel, 1986, Morgan et al.1987). La
préparation des liposomes par la méthode de l'injection a été utilisée
maintes fois (Batzrl & Korm, 1973; Kremer et »1.1977b; Genz & Holzwarth,
1986a; Genz et &l1.1986b) mais A -notre connaissance, nous sommes les
premiers & avoir combiné ces deux techniques.

la Fig. 4 présente ie changement d’intensircé de 1a fluorescence & 680
nm émise par la Chi a en fonction de 1’augmentation de ia température
entre 20 et 45°C. La Chl a a été incorporée dans des liposomes de DPPC,
dans un rappcert molaire DPPG/Chl a = 50. On observe que la fluorescence
s'accrolt progressivement jusqu’a 32°C, puis tend & se stabiliser jusqu'a
36°C pour augmenter A nouveau de manidre plus marquée. Entre 38 et 41°C,
la variacion d'intensité de la fluorescence est maximale et c’est entre
41 et 42 *C qu'elle atteint un plateau stable sur plusieurs degré.
Cependant, si la température continue & monter ou si elle est maintenue
plusieurs minutes au dessus de 42 "G, 1'intensité de la fluorescence
baisse légadrement, sulte probablement, & une thermo- et/ou photodestruct-
lon. :

Ainsl, il est possible de décomposer le comportement thermotropique
de la DPPC en quatre événements, qui correspondent au changement d'état
de ce lipide:

1) T < 20 °C : état cristallin ou gel (également nommée L,')’
2y env, 32 °C ¢ préctransitien (B")
3) 41 - 42 °C .~ transition

4y T > 42 °C i état liqulde eristallin (I,)°

Pour une autre nomenciature, volr Houslay & Stanley (1982); Tilcock,
(1986); Janiak ec al. (1976).
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Fig. 4: Courbe de changement d’intensité de la fluorescence émise par
la Chl a en fonction de 1‘augmentation de température. La Chl
a2 est incluse dans des liposomes de DPPC (0.033 mM) en solution
(MOPS 10 mM, pH 7.5), BPPC/Chl a = 50 mol/mel. T', = 32°C, T, -
41.5°C. Pour plus d’informations, voir 3.2.1 et 3.3,
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En effat, il est clalrement établi que la OPPC se trouve dans un état
gel sux températures 1nférieures & 20 *C (Hinz & Sturtevant, 1972; Lee,
1977, 1983, Lee et al., 1986; Wiener et al., 1988), qu'elle passe par un
changement: de structure & la température de prétransition (T',) (Hinz &
Sturtevant, 1972; lee, 1977, 1983, Houslay & Stanley, 1982} et par un
changement d'état 4 la température de transition (T,). La T', est trés
labile mais est généralement située B °C en dessous de la température de
transition (Hinz & Sturtevant, 1972), Elle correspond & 1'apparition de
structure en vaguelettes a4 la surface des liposomes (Photo 1). Cette
structure en vaguelettes est assoclé au passsge des chalnes d’acides gras
d'une position oblique (env. 30°) & une position perpendiculaire par
rapport 4 la surface de la blcouche (Lee, 1983; Houslay & Stsnley, 1982,
Quinn, 1984). Cette inclinaison de 30° permet aux chalnes d'acldes gras
de remplir les espaces crééds par les gros groupements des tétes polaires
{McIntosh, 1980). La T, correspond & un changement d'état assoclé & une
augmentation de liberté conformationnelle des chalnes d’acides gras, ces
dernliéres "foudent” en quelque sorte (Lee, 1983). Pour la DPPC, la T, se
sltue entre 41 et 42 °C, selon les auteurs (Hinz & Sturtevant, 1972; Lee,
1977, 1983; Lee ar al., 1986; MacDonald, 1978; O'leary et al., 1986;
Wiener et gl., 1988).

/

{ i

Photo 1: Microphoto électronlque d'un liposome suspendu dans du HOPS 10
. wMi, pH 7.5 & 37 °C. Les liposomes out été préparés par la
méthode modifiée de Kremer et al.(1977). La suspension a étg
teaue 15 min & 37°C avant d'étre plonpée dans 1'azote,
L'échantillon gelé est alors fracturé dans un apparell de
cryodécapage “Polaron". L'ombrage est obtenu par dépot de
platine/carbone Immédiatement aprids fracture de 1'échantillon.
L'empreinte est ensulte lavée avec du chloroforme/méthancl
(2:1, vol/vol) et est examlnée dans un alcroscope électronique
Philips EM 301 (les liposomes ont été prépards par nos soln et
la micorphoto a été prise dans le lsboratoire du Dr. W.P.
Willlams du King's Gollege, London).
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Nous venons de velr que les lipides passent d'un état c¢ristallin & un
état liquide cristallin leorsque la température dépasse la T,. En fait, la
valeur de la T, dépend de plusieurs facteurs dont: la longueur des
chalnes d’acides gras, la présence de doubles liaisons en position cis
et de leur localisation dans la chaine ainsi que de la nature des rétes
pelalres. Il n'est pas étonnant que la T, dépende du nombre de carbones
des chaines acylées, puisque plus ce nombre est grand, plus les forces
d’attraction de van der Waals sont nombreuses, tendant & stabiliser la
phase gel &4 haute densité (= phase "ordonnée") par rappert A la phase
liquide cristalline & basse densité (= phase "désordonnée™). Une double
liaison empéche les interactions proches entre les chalnes d'acides gras,
interactions normalement rencontrées dans l’'état gel et une double
liaison située au milieu de la chailne est la plus efficace pour diminuer
ces Interactions.

Le phénoméne par lequel la Chl a est & méme de rendre compte des
changements d*état des lipides réslde dans la propriérs qu'a cecte sonde
de se répartir dans la bicouche lipidique sous deux, veir trois formes,
gréce 4 son groupement phytol: formes monomérique, dimérique et multi-
mérique. Dr, 11 est reconnu que la Chl & ne peut fluorescer que lors-
gqu'elle se trouve sous la forme monomérique {Lee, 1975a; Lee, l975b).
Cette derniére forme se rencontre lorsque les lipides sont & 1'état gel
et/ou A& 1’'état liquide cristallin mails lorsque la température augmente,
une plus grande proportien de Chl & monomérique apparait au détriment des
formes dimérique et polymérigque (Hoshina, 1982), stimulant ainsi
1’ intensité de fluorescence.

Nous fondant sur le principe que la Chl a est parfaitemenc soluble
dans un mélange de lipldes et d'échanol et gu’elle se répartit uniformé-
ment dans toute la partie membranaire des liposomes (Blalek-Bylks &
Wrobel, 1986), nous avons déterminé le rapport rip/Chl a adéquat A notre
étude., Nous avons procédé en deux temps:

1) La concentration de DPPC est constante (33 uM) et la concentra
tion de Chl & varie (Fig. 5).

2] La concentracion de Chl a est constante {0.67 pM) et la con-
cantration de DPPC varie (Fig. 6).

La Filg. 5 présente l'augmentation d'intensité de la fluorescence en
fonction de 1'augmentation de la température {21-44 *C) pour quatre
rapports DPPC/Chl a différents. Si, pour un rapport DPPC/Chl a peu élevé
on observe difficilement ume T,”, on remarque néanmeins une T, bien
définie ec & forte amplitude (FY,".(:/F,‘.c > 10) {(Fig. 5A).

'n.b. afin de pouveir comparer les résultats entre eux, nous &avons
standardisé les variations de fluorescence en fonction de la température,
par rapport au niveau de- fluorescence 4 21°C. Ceci est valable pour les
Flgs 5-B.
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En fait, la prétransition n’apparait (Figs 5B-0) que si les chalnes
d’'acides gras ont adopté une position oblique par rapport au plan de la
bicouche membranaire, leur permettant de remplir les espaces créés par
les gros groupements des tétes polaires. Par contre, cela ne semble plus
étre le cas en présence d'une quantité fmportante de Chl a (rapport
0PPC/Chl a bas), suggérant que cette molécule est & méme de remplir ces
espaces et par li-méme d'abolir toute prétransition. Peut-étre la nature
de la sonde ne permet-elle pas de la mettre en évidence dans ces
conditions. Cependant, si on diminue Ja quantité de Chl &, on constate
une baisse progressive d'amplitude de la fluorescence et l'apparicion
d‘une prétransition de plus en plus marquée (Figs 5B-D), quand bien méme
le passage de 1'état gel & 1’écat liguide cristallin soict plus dif-
ficilement perceptible dans ces conditions et avec notre appareillage.
Nous avons aussi travaillé avec des rapports lipide/Chl a plus élevés,
jusqu‘’a BOO (résultats non montrés); cependant, il devient difficile,
dans ces conditions, de détecter un signal de fiuorescence dans I'import-
ant brult de fond de l'apparelllage. Pour les quatre rapports lipide/Chl
a de la Fig, 5, il est possible de déterminer une T, sirude entre 40 et
42 °C et une T,' labile situde entre 27 et 32 "C. On observe que 1a T, a
tendance & baisser lorsque le rapport DPPC/Chl a diminue, ce qui suggére
qu'une quantité élevée de Chl a abaisse la température & laguelle la OFPC
opére sa transition de phase.

La Fig. 6 présente la variation d'intensité de la fluorescence en
fonction de 1'augmentation de température (21-44°C) pour quatre rapports
0PPC/Chl a différents. Qans les quatre cas, la concentration en Chl a est
identique (0.67 pM). On observe une disparition de la T.' lorsque le
rapport lipide/sonde décroit (Filg. 6D --> A} et une T, de woins en moins
marquée lorsque ce rtapport croit. Le fait que le niveau final de la
fluorescence relative ne varie pas significativement pour des rapports
DPPG/Chl a situés entre 50 et 175 (Fig. 5B et 6B-D), suggére que la
quantité de Chl & qui passe sous forme monomérique entre 1‘état gel et
l'état liquide cristallin ne wvarle gudre. Par contre, Aux tewpératures
supérieures & 1a T, les Iiposomes aux rapports lipide/Chl & =< 50 (Figs
5A et 6A) présentent des fluorescences relatives environ deux fois plus |
grande que des Liposomes aux rapports lipide/Chl a z 100, Ceci suggdre
que des Intéractions s’érablissent entre les molécules de liplide et
celles de la sonde, lorsque la proportion de Chl a augmente. Il se peut
que de telles interactions favorisent la présence de Ia forme mononmérique
de la Chl & lorsque Ies Iipides sont & 1’'état Iiquide cristallin. On
notera dans la Fig. 6, que la T' se situe & 30-33 °C et que la T,
augmente lorsque le rapport lipide/Chl g augmente (comparer les Figs 6A
& 0). .
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Fig. 5:

Courbes d'intensité de fluorescence en fonction de la tempér-
ature, voir la légende de la Fig. 4 mais pour des rapperts
DPPC/Chl & (mol/mol) différents: (A) 25, (B) 50, (C) 100 et (D)

200,

La concentration de DPPC est la méme

pour les qguatre

courbes, soit 33.3 uM, alors que celle de la Chl 2 varie,
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Courbes d'intensité de fluerescence en fonction de la tempér-

ature, voir la légende de la Fig. 4 mais pour des rappetts

DPPC/Chl a (mol/mol) différents:

(D) 175.

(&) 25, (B) 100, (C) 125 et

La concentration de la Chl a est la méme pour les

quatre courbes, soit 0.67 uM, alers que celle de la DPPC varie.
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I}l ressort de cés 8 courbes de fluorescence (Figs 5 et 6) qu'll est
possible, selon les conditions, d’amplifier soit le phénoméne de la pré-
transition, solt celul de la transition. Cependant, nous devons nous res-
treindre A& un domaine d'intensité de fluorescence qui est limité, aux
faibles concentrations de Chl & par le pouvolr de détection de notre
fluorimétre et, aux fortes concentrations de Chl a, par un "quenching”
de la fluorescence {Lee, 1975a). De plus, on a constaté que la T'_ est
labile et fortement dépendante du rapport lipide/Chl &, contralrement a
la T,. Nous avons donc cholsil, pour les expériences de "screening®, de
mesurer le changement d’'intensité de fluorescence de la Chl a dans
différents lipldes, le rapport lipides/Chl & étant le plus souvent de 50

(Fig. SB).

20 25 30 B 40 45 20 25 0 35 A0 45
10 10 & 6
DPPC/Chl a = 50 DPPC/Ch1 a = 100
5 19
B ]
5 Sl s 10 mM 4
%. Bt 5 2
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L L3 3
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w L 2 r2
2 2
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20 25 30 35 40 45 20 .25 30 35 40 45
' Temperature (°C) Temperature (°C}
Fig. 7: Courbes d'intensité de la fluorescence en fonction de

température, voir la légende de 1la Fig. 4.

la

(A} le rapport

DEPPC/Chl a est de S0 {(mol/mol), la concentration de la DPPC
dans 1'éthancl (avant l'injectlon) est solt de 5 mM (*), soit
de 10 mM4 (-}. (B) le rapport DPPC/Chl & est de 100 (mol/mol},
la concentration de 12 DPPC dans 1'éthanol (avant 1'injectlon)
est solt de 10 mM (*), solc de 20 mH (-).



23

Parml les paramétres qul déterminent le diamétre des vésicules lors
de leur confection par la méthade de 1l'injection, on peut considérer: la
vitesse d'injection, la vitesse d'agitation de la selution dans laquelle
1'injection est effectuée, le volume de la phase agqueuse, la tallle et
la forme du réclplent de "réaction", la concentration du lipide dans
1’'aleon) (Kremer et al.l977b), etc. De tous ces paramétres, il semble que
ce soit la conceatration du lipide dans 1'échancl qui solec déterminante
(Kremer et al1.1977b).

La Fig. 7A et B présente pour deux rapports lipide/Chl a différents,
les changements d’intenslcé de fluorescence en fonction de 1*'augmentation
de température pour des liposomes préparés & partir de deux concentra-
tions différentes de lipide dans 1’éthanol. 11 apparait que 1l'amplitude
de fluorescence est senslblement plus petlte lersque la concentration de
DPPC dans l.éthanel est plus élevée (Fig. 7A et B). Dr, selen Kremer et
al. (1977b) le diamdtre moyen des liposomes augmente proportionnellement'
avec la concentratlon des lipides dans 1'éthancl, Cecl suggire que la
quantité de Chl 2 qul passe sous forme monomérigue entre la phase liquide
cristalline et la phase gel est plus ilmportante lorsque les liposcmes
sont petits, suite probablement & de fortes interacticns entre les
melécules de chl a et de liplde qui désagrégent les amas de chl a, Il se
pourrait done que les petits liposomes, qul sont soumis & de fortes con-
tralntes dues & leur grande ¢ourbure (Tanferd, 1979; White, 1980, Cormell
et al.19B0; Eigenberg & Chan, 1980), privilégient la forme monomérique
de la Chl a. Par allleurs, pour une méme concentration de lipide dans
1’éthanol (10 mM), mais 4 des rapports lipide/Chl a différents (50 et
100, Fig. 7A et B), on observe & nouveau une abolitlon de la prétransi-
tion lorsque le rapport lipide/Chl a diminue. Nous avens cheisi une con-
centration de lipide dans 1’éthancl de 5 mM lors de l'étude de l'effet
des herbicides sur les liposomes. Cette concentration, relativement
petite, présente les avantages de faveriser la dispersion des lipides
dans le mélange alcool-eau lors de l'injection et d'obtenir une beonne
homogénéité dans la taille des vésleules (Kremer et al.1977b). D’autre
part, lorsque le lipide est en faible concentratien dans 1'alcool, il est
possible d’adapter une vitesse d'injection lente sans qu’appareissent des
agrégats lipidiques (agrégats visibles & l'oeil nu lors de 1'injection
lente d'une sclution éthanclique plus concentrée en lipide). Par
ailleurs, 1} a été reconnu que 1'alcoecl (dans ces conditions < Q,1%) ne
perturbe en rien le comportement thermotropique des liposomes {Batzri &
Korn, 1973, Kremer et al.l977b).

Considérons maintenant la vitesse d'injection de la solution éthanol-
igque de lipide dans la phase aqueuse (Fig. B): Chez les liposomes quil
n‘cont pas subi "d'annesling” (préchauffage), on observe une disparition
de la prétransition lors d'une injection raplde (1-1.5 ml/min) et la T,
est plus difficilement déterminable. Ces deux observations sont probable-
ment attribuables & une cohésion non .optimale entre les mclécules de
lipide. En effet, 11 est reconnu que le changement d'état (gel -->
liquide cristallin) sur une plage restreinte de température est associé
4 une cocpération maximale entre les molécules de lipides (Hinz &
Sturtevant, 1972; Van Dijck et al.1978).
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Nous avons comparé, pour les deux vitesses d’'injection, les changements
d'intensité de fluorescence en fonction de la température pour des
liposomes préparés par injection, i) & température ambiante et qui ont
été chauffés lentement (1 *C/min) jusqu'a 30 *C (slow “annealing") et ii)
injectés directement dans une sclution & 50 *C (fast "annealing"). Dans
les deux cas, nous avons travaillé a 1’obscurité. Aprés une heure a 50
*C, les suspensions liposomales sont refoldies & tempédrature amblante
avant d'effectuer les mesures de fluorescence (Fig. 8). On cbserve que
les deux types d'"annealing” atténuent significativement 1'ampiitude de
fluorescence, abolissent la prérransicion et abalssent la température de
transition (Fig. 8A et B). En effet, dans le cas "normal” (sans préchauf-
fage) la T. = 41 *C, dans le cas.d'un "anneallng” lent T, = 40 *C et dans
le cas d'un “annealing” rapide T, < 39 °C (Fig. BA).

20 25 .30, 35 40 45 20 25 30 35 40 45
3.5 3.5
no annealing ng annealing
) . siow annealing slow annealing —_
o 2'5_ —p s . ——y sr—r e 2.5 &J
- . .
a fast annea_lzng fast annealing :({I:
[T b
~ ~
(3] &)
%) o
1.5 1.5+
T T
4
@ slow injection ® fast injection
0.5 : 0.5
20 25 30 35 40 45 20 25 30 35 40 45
Temperature {°C) "~ Temperature (°C}
Fig. 8: Courbes d'intensité de la fluorescence en fonction de 1la

température, voir la légende de la Flg, 4. Le rapport DPPC/Chl
a est de 50 (mol/mol), la concentration de la DPPC dans
1'éthanol (avant 1'injection) est de 5 mM. (A) Les liposomes
sont obtenus par la méthode de 1'injection lente suivie d'un
préchauffage lent (*) ou rapide (@), ou encore sans préchauf-
fage (+}. (B) Les liposomes sont cbtenus par la méthode de
1'injection rapide suivie d‘un préchauffage lent (*) ou rapide
(m), ou encore sans préchauffage ().
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Lorsque 1l’injection est effectuée rapidement et gque les liposomes ont
subi un "annealing"” (lent ou rapide), la détermination de la T, devient
hasardeuse, De plus, un "annealing” abaisse la T, et diminue considéra-
blement 1'amplitude d'intensité de la fluorescence, un “annealing” rapide
étant en ce sens plus efficade qu'un "annealing" lent. Selon Genz &
Holzwarth (1986a), un abaissement de la T, est assecié, outre a la
présence d'impuretés dans la bicouche, a la forte courbure de celle-ci
chez les petites vésicules, ce ‘qui suggére qu'un "annealing™ peut
provoquer une diminution de ia taille des liposomes. Cependant,  selon
Lawaczeck et al. (1975), un "annealing" est nécessalre pour stabiliser
les vésicules en suspension ainsi que pour les rendre imperméables aux
ions. En fait, il sewblerait qu'un préchauffage permette de chasser 1'eau
en excés et dfoerdonner les molécules de lipide au sein de la bicouche
membranaire (Avramovic-Zikic & Golbow, 197B). Or, nous devons constater
qu'en présence de Chl a et en préparant les liposomes par la méthode de
l'injection, cette precédure devient désavantageuse.

Enfin, il nous parait indispensable de contrdler la réversibilité du
Phénoméne de changement d'état des lipldes. Neus avons donc préparé des
liposomes (DPPG/Chl a = 75) que nous avens chauffé {1 "C/min) entre 22
et 42°C, puis refroidis (1 “C/min) de 42 4 22 *C. Nous observons (Fig.
9) une graunde similitude entre les deux courbes. Toutefois, une légére
hystérase apparalit entre le signal fluorimétrique de chauffage et celui
de refroidissement, mais de maniire constante comme 1'a souligné Lee
(1975b). En effet, nous avons répété le cycle de chauffage-refroidis-
sement trois fois avec la méme suspension de liposomes (résultats non
montrés) -et avons remarqué, 3 chague feis, un léger déplacement de la
courbe de fluorescence-vers les hautes températures lors du refroidis-
sement par rapport i celle enreglstrée lors du chauffage. De plus, il est
apparu que 1'intensité de fluorescence baisse légérement 3 chaque cycle,
vraisemblablement suite & une photo- et/ou thermodestructien de la Chl
a. Cette réversibilité suggére que pratiquement toutes les molécules de
Chl a restent intégrées a4 la bicouche membranaire lors du chauffage des’
liposomes & des températures supérieures & T., ce qui est en accord avec
Lee (1975a). Il est reconnu que le phénoméne d'hystéridse est en étroite
relation avec la wvitesse de passage de 1l7état pgel & 1'état liquide
cristallin ou wvice versa. Effectivement, si nous chauffons une suspen-
sion de liposomes relativement lentement (environ 1 *C/min), mais que
nous la refroidissons rapidement, une hystérzse beaucoup plus marquée
apparalt entre les deux courbes (résultats non montrés}.
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Courbe de changement d'intensité de la fluorescence émise par
la €hl a en fonction de 1'augmentation de température. Les
cenditions sont les mémes que celles décrites pour la Fig. 4
.mais le rapport DPPC/Chl a est de 75 (mol/mol). La solution
liposomale a d'abord été chauffée {scan 1), puis refroldie
{scan 2).
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4.1.2 Les liposomes dépourvus de sonde

Il mnous intéressait également de travailler avec des liposomes
exempts de Chl a, afin de rechercher si la présence de cette sonde
modifie le comportement thermotropique des llposomes. La technique de
mesure de la turbidité permet ce genre d'étude, mals exige une concentra-
ctlon 1lipidique supérieure (0.25-0.5 mM) & celle utilisée dans les
expériences fluorimérriques. Nous avens préparé des liposomes selon
Kremer et al, (1977b), que nous avens chauffés entre 20 et 45 °C en
mesurant le changement d'absorbance de la suspension & 436 nm (Chong &
Colbow, 1976). La Fig. 10 présente ces mesures pour deux cycles de
chauffage-refreoidissement. 11 apparalt que le premier chauffage (1
*C/min) provogque une forte baisse d'absorbanca centrée a 26-27 *C et une
augmentaticn ¢'absorbance centrée & environ 39 *C. Lorsque la suspension
est refroldie (1 *C/min), 1’'amplitude du changement d’'absorbance ne
dépasse guére 0,013 et 1'allure de la courbe différe significativement

de la courbe de chauffege aux températures inférieures & 39 °*C. 51 un
deuxléme cycle de chauffage-refroidissement est imposé & la suspension
liposomale (“ammealing"), on constate que la forte balsse d*absorbance
( A =015 enreglstrée lors du premler chauffage est réduite & 0.01 et
qu'elle est déplacéa vers 25°C. Le changement d’'s&bsarbance de 39°C est
déplacé vers 38.5"C sans que 1'amplitude soit grandement modlifiée (env.
30X plus petite}. 51 on refroidit 4 nouveau la suspension, on constate
que la courbe se rapproche grandement de celle du premier refroidis-
sement. Ainsi, dans les deux cycles chauffage-refroidlssément, nous
notons une hystérése marquée de notre systéme. Plusleurs interprétations
peuvent étre émises quant aux origines de ce type de courbe et de cette
hystérdse: .

1) Une diminuticn de curbidité peut étre assoclée & la pénédtration
de 1'eau entre les bicouches de lipide dans un état pgel
(Abramsen, 1970), & une hydratation dans le région des tétes
polaires (Abramson, 1970) ou encore & l’événement da la
précransition. Dans tous les ces, elle est la conséquence d'une
expansion latédrale et d'un aminclssement de 1la bicouche
accompagné d'un  changement de volume des liposomes
(Antunes-Madeira et al.1980).

2) Une sugmentation de la turbidité peut étre assoclée & une
fusion de petites vésicules avec des vésicules de plus grande
taille (Chong & . Colbow, 1976; Kremer et al.1977a;
Avramovic-Zikic & Colbow, 1978); elle peut étre également
assoclée au changement de 1'état gel & l'état liquide cristal-
lin des lipldes {Abramson, 1970).

Il se peut que la premidre chute d'absorbance lrréversible (Flg. 10,
courbes de chauffage) corresponde effectlvement & une hydratation des
tétes polaires et & la pénétration de molécules d'eau entre les couches
de lipide a 1'état gel (Kluge, 1983) et non pas au phénomine de la
précransition, qui est un événement réversible et discret par rapport a
celul de la transition. Par contre, 1faugmentation d'absorbance ne
correspond vralsemblablement pas ou alors que dans une mesure réduite,
au phénoméne de fusion des vésicules. En effet, il y a souvent fusion
lorsque les liposomes ont des tailles hétérogénes ou lorsqu'ils sont
soumis aux uletrasons. Dans ce dernier cas, les liposomes sont trés
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“tendus” de part la forte courbure des sphires (Avramovic-Zikic & Colbow,
1978; Chong & Colbow, 1976; Kantor at al., 1977, Lawaczeck et al., 1975;
van Dijck er al., 1978). De plus, s'll devait y avoir phénoméne de
fusion, celul-ci prendrait place préférentiellement & 1a T,
(Papahadjopoulos et al.i976). Or, 1‘augmentation d'absorbance vers 39
°C est réversible, ce qui ne saurait étre le cas lors de la fusion des
vésicules. Aussi, nous pensens que cetkbe augmentation d'absorbance est
assoclée A la transition entre 1'état gel et 1'dtat liquide cristallin
des lipides. ’ .

ABSORBANCE AT 436 nmm

TEMPERATURE (°C)

Fig. 10: Changement de turbidité d’une suspention de liposomes de DPPC
(D.5 mM) dans du MOPS 10 mM, pH 7.5, en fonction de la tempér-
ature. Les llposomes ont 6été préparés par la méthode de
I'injection rapide. La suspension a été chauffée (-—-——) et
refroidie (------ ) une premidre fois (1), puis une seconde fois
(2). La turbidité est mesurée dans un spectrophotométre Aminco
DW-22 en mode "split beam”™ A 436 + 3 nm.
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Ainsl, les liposomes’ exempts de’ toute sonde et préparés par la
méthode de 1'injectlon ne semblent pas étre stables. En effet, il existe
une forte hystérése du systéme entre les signaux de turbidité mesurés
lors du chauffage des liposames et ceux mesurés pendant leur refroidis-
sement (Antunes-Madeira er al.1980), Oe plus, le systéme n'est pas en-
tiérement réversible (Fig. 10). Cecl suggére que la Chl a joue un réle
stabilisateur dans des lipesomes préparés par cette technique, pulsque
lersque cette sonde est présente, seule une trés faible hystérése
apparalt (Fig. 9). Afin de vérifier cette hypothése, nous avens fabriqués
des vésicules selon le méme protecole mais en présence de Chl a (DPPC/Chl
a = 50) et & la concentration de 0.5 mM de liplde, ce qui assure une
turbldité suffisante de la suspension lipoesemale. Pour éviter une Inter-
férence entre les propriétés turbidimétrliques des wvésicules d'une part
et d'absorbance de la Chl & d'autre part, nous svans choisi une longueur
d'onde d'analyse & laquelle cette sonde n'absorbe pas, soit 480 nm (Fig.
3). Quoi qu’ll en soit, nous avons cbservé que des liposomes avec sonde
et dont la turbidité est mesurée solt & 436 nm, soit & 480 nm, pré-
sentent des "scans" quasiment identiques (résultats non montréds). Or, on
peut supposer que des liposomes sans sonde, enreglstrés 4 436 ou 480 nm,
présentent également des "scans" turbidimétriques semblables, La Fig. 11
montre que lors du chauffage de la suspension, une dimlnution rela-
tivement constante de turblidité apparait entre 20 et 38 °C avec toutefols
une légére bailsse A partir de 32 °C. Par contre, entre 38 et 40 °C on
asslste & une chute importante d'absorbance. Lors du refroldissement,
entre 45 et 20 °C, on observe une variation d’absorbance qul .suilt assez
fidélement la trace turbidimétrique du "scan® précédent, confirmant ainsi
une hystérése de faible amplitude en présence de Chl & et par vole-de
conséquence, le réle stabillsateur de cette sonde lncorporée au sein des
liposomes préparés par la méthode de 1'injection. Par ailleurs, il semble
que que ce solt plucét le greupement phytcl de la Chl a qui stabilise la
membrane car des llposomes de DPPC contenant 2 molX de phytel se
compaortent d4'une maniére trés proche de ceux contenant les molécules
entiéres de Chl; ils présentent notamment une hystérése réduite
(résultats non montrés), similaire & celle rencontrée lors des mesures
en DSC (Antunes-Madeirs et al.1980). La légére dépression d’'absorbance
centrée vers 32 °C peut étre assoclée & la prétransition, tandis que le
changement abrupt d'absorbance centré i 39 °C est attribué au change-
ment d'érat des lipides (gel --> liquide cristallin) (Antunes-Madeira et .
al.1980), Si la technique turbidimétrique exige une plus grande con-
centration de lipide, elle Implique également la présence dfune plus
grande proportion d'alcool (3-5%). Or, 11 n'est pas exclu qu'autant
d'éthanol perturbe le comportement thermatropique des lipides et
déplacent les T’ et T, vers des températures plus basses, ce qui
expliquerailt, au moins partiellement, l'écart entre les T, déterminées
par la méthede solt fluori-, seoit turbidimétrique (comparer la Fig. 9
avec les Figs 10 et 11). Il est intéressant de noter que les courbes dés
Figs 9 et Il sont pratigquement “"stéréoisomérlques”, ce qul est vraisem-
blablement associé i une visualisation de phénoménes ildentiques par les
deux technlques (fluarescence et turbidimétrle).
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Changement de turbidité d'une suspention de liposomes de DPPC

(0.5 mM) contenant 2 wol¥ de Chl a dans du MOFS 10 mM, pH 7.5,
en fonctien de )a tempdrature. Les lipssomes ont été préparés
par la méthode de 1'injection, raplde. La suspension a &té
chauffée puls refroidie. la turbldité est mesurée dans un
spectrophotomdtre Aminco DW-2s en mode "split beam" & 480 + 3
nw, afin d'éviter toute interférence avec 1'abserbance de la
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Afin drétudier la tranmsition de thase de lipides arrangés en

. Vésicules stables et exemptes de toute sonde, nous avons adopté une

méthode de préparation des liposomes quelgque peu madifide par rappert aux

précédentes (3.2.2), La Fig. 12 présente les variations d'absorbance lues

a4 436 nn pour une meilleure résolution du phénoméne (Antunes-Madeira et
al,1980).

ABSORBANCE AT 436 nm
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Fig. 12: Changement de turbidité d'une solution de liposomes de DPPC
{0.25 mM} dans du MOPS 10 oM, pH 7.5, en fonction de 1la
température. Les liposomes onc été préparés par la méthode de
1'injection rapide, puis dialysés pendant 72 h contre un milieu
MOPS 10 mM, pH 7.5. .Enfin, la suspension a été chauffée, puis
refroidie (amnealing). La turbidité est mesurde dang un
spectrophotométre Aminco DW-2a en mode "split beam” a 436 t 3
e,
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La faible baisse d'absorbance entre 24 et 44 °C est interrompue par deux
diminutions abruptes de turbidité correspndant & la prétransitien er & |
la transition (le pelnt d’inflexlon des courbes étant situé & 33 et 64l
*C, respectivement). L’amplitude de la baisse d’absorbance & la transli-
tion est plus grande d'environ, trols fols par rappert 4 la prétransi-
tion. On remarque une légire hystérése entre le "scan® de chauffage et
celul de refroidissement, particuliérement aux basses températures. Il
senpble done étre possible de préparer des liposomes "purs” (sans sonde
et exempts d’'alecool) et stables. Treis conditiens semblent toutefols étre
requlses: 1) un "annealing”, ii) un temps de repos entre 1l'injection de
la selutien éthanolique de lipide et la mesure turbldimétrique, iil) une
dialyse. En effet, on peut imaglner que le préchauffage favorise la
cohéslon entre les molécules de lipldes, ce que suggérent Lewaczeck et
al. (1975), pour autant que la phase de refroldissement sait lente
(>1°C/min). Le temps de repos permet aux molécules de 1lipides de
s'hydrater complétement et de s'arranger dans un état d'énergle minimal
(Janlak et al.1976; Quinn, 1984). Quant & la dialyse, elle permet
1’élimination de l'alcool des structures membranaires.

En conclusion, 11 apparalt que, chez les lipesomes de DPPC, la Chl s
agit comme un stabilisateur de 1a phase lipldique, prabablement en
favorisant l'arrangement des chalnes acylées au sein de Ia bicouche et
en accélérant le processus d'hydratation des vétes polaires des molécules
lipidiques. Alnsl, les changements de fluorescence de la Chl & traduisent
assez fidélement le comportement thermetropique des lipides, Cependant,
la Chl & atténue le phénoméne de la prétransition, probablement suite au
remplissage par les graupements phytol des espaces induits par les gros
groupements des tétes polairés au sein de la bicouche. Elle a, en outre,
un léger effet fluidifiant (T, plus basse que normale}.

Un *annealing" des liposomes contenant de la Chl & rend difficile
1tétude du comportement thermotropique par la mesure de l'émission de
fluorescence, sulte probablement & la destruction de la Chl a. Par
contre, en absence de toute sonde, la méthode de préparation des lipa-
somes nécessite un préchauffage qui favorise un arrangement optimal des
molécules de lipides au sein de la bicouche.

4.2 Effets des herbicides sur le compertement thermotrepique des

Les effets de 1'atrazine et du DCMU sur le comportement thermotro-
plque de vésicules constituéas de DMPC, DPPC et DSPC (visualisés par les
changements de fluscrescence de la Chl a) sont présentés dans la Fig. 13,
Les véslcules contréle montrent. les comportements hablituels (Lee, 1975a
et b, 1977) a partir desquels les valeurs T, de 23.3, 41.1, et 54.1 °C
ont été déterminées pour DMPC, DPPC et DSPC, respectivement. Une
prétransition est observée pour la DMPC (11-12°C) et pour la DPPC (32°C),
mais n'a jamais été détectée chez la DSPC. Les T, et T', rencontrées dans
la littérature se situent entre 23-24°C et 11-12°C pour la DHMPC et 54-
58°C et 49-51°C pour la DSPC, respectivement (Hinz & Sturtevant, 1972;
Llee, 1977, 1983, lee er al.1986; D'Leary et al1.1986); pour la DPPC, voir
§ 4.1.1.
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Changement d'intensité de fluorescence de la Chl a intégrée
dans trois types de liposomes en fonction de la température.
les conditions sont identiques & celles décrites dans la Fig.
4, (A) traitement des liposomes par le DCMU et (B) traitement
des liposomes par 1'atrazine.

Liposomes contrale (-) et traités par 0.033 mM de DCHMU ( ) ou
d’atrazine {*}, DMPC = Dimyristoylphosphatidylcholine, DFPC =
Dipalmitoylphosphatidylcholine et DSPC = Distéaroylphosphat-
idylcholine. a.u. = unités arbitralres.
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Les niveaux de fluorescence & la T, sont similaires pour les trols
espbces de PC mais 1l'amplitude du changement de fluerescence est plus
grande pour la DSPC que pour la DPPC.et que pour ls DMPC. En fait,
Lrampiirude augmente avec le nombre de carbones dans les chalues acylées,
ce qul est assaeié A 1'augmentation de la variation. d’enthalple de ces
trois espéces de PC lors de la transition de la phase gel 4 la phase
liquide eristailine (Quion, 1984).

La présence du DCMU (166 uM) altére de manidre différencide le
camportement thermatropique des vésicules de PC composée de chalnes
d’acides gras de longusur différente (Fig. 134). En effet, pius le nombre
de carbones est &levé, plus le DCMU stténue 1'amplitude de fluorescence.
D'une maniére zénérale, 1'intensité de fluorescence est plus élevée aux
températures inférieures & la T,, mals plus basse aux tewpératures supér-
ieures, relativement aux contréles correspondants. Les valeurs des T,
sont légérement diminuées {d'environ 2°C), mais de manidre plus marquée
pour Ia DPPC que pour les DM- et DSFC. De plus, la prétransition chez la
DPPC est observable sur une plage de température plus large et plus
basse. 11 apparalt, en outre, une stabilisation de la fluorescence
centrée & 40°C chez la DSPC qui suggere 1'apparition d'une prétransition.

L’atrazine (166 gM) par contre, n'altére que faiblewent le comporte-
ment thermotropique de ces trois espéces lipidiques (Fig. 13B), quand
bien méme, & l’instar du DCMU, elle abaisse le niveau de la fluarescence
aux tempéretures situées su-dela de la T..
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Fig. 14: Déplacement de la température de ctransition de phase (T.} de
liposomes de DPPC de 1’état gel & 1'état liquide cristallin en
fornction du rapport herbicide/iipide. La concentration de la
‘DPPC est de 0,033 mM. .
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Dans le cas du DCMU, la baisse de la T, est proportiomnelle a 1la
quantité d'herbicide jusqu’a un rapport DCMU/DPPG (mol/mol} de 1 (Fig.
14), ce qui suggére un phénoméne de saturation de la phase membranaire
par l'herbicide, Lorsque la valeur de ce rapport augmente au-deld de
Cette valeur, on assiste & une “rupture’ de la droite mais la T, continue
4 diminuer en fonction de la concentration de DCMU quoique plus faible-
ment. Par contre, l'intensité de la fluorescence a 21°C augmente
significativement avec trés peu d’herbicide (0.03 mwM) puis reste
constante (Fig. 13), alors qu'elle diminue de manidre proportionnelle &
la concentration de QCMU & 44°C (Fig. 15). Cette dernidre observation est
probablement assoclée au fait que l'herbicide "quench" la fluorescence
émise par la Chl & aux températures élevées (Izawa, 1969).
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Fig. 15: Changement d'intensité de fluorescence de la Chl a dans des

. liposomes de DPPC {DPFPC/Chl a = 50, mol/mol} aprés traitement

de ces derniers par des concentrations crolssantes de DCMU. Les

mesures sont effectuées pour des liposomes & 1'état gel a 21°C

{4) ou & 1'érat liquide cristallin & 44°C {m). Pour plus d'in-
formation, voir la Fig. 4.
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Nous avons contrdlé (&4 25 et 43°C) si le DCMU déplagait 1le spectre
d'émission de la fluorescence de la Chl a vers des longueurs d‘onde pius
-courtes, ce qui expliquerait ces changements de niveau de fluorescence.
Comme on peut le conscater dans la Fig. 16, tei n'est pas le cas! On peut
aussi envisager que i'herbicide ‘chasse les molécules de Chl a hors de la
bieouche, ou encore que le DCMU induise la formation de demalnes riches
en Chl & dans lesquels con assisterait & un fort quenching de la fluores-
cence. Cependant, ces deux hypothéses n'expliquent pas 1'augmentation
drincens{té de fluarescence par le DCMU aux températures inférieures a
ia T,.
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Fig. 16: BSpectres d'émission de fluoresecence de la Chl a imbriquée dans
des liposomes de DPFPC (0,033 nmM), rapport DPPC/Chl a = 5D,
Liposomes contréle ( ), liposomes traités avee 0,033 mM de
DCMU (----) lorsque les lipides sont dans un état gel & 25°C
{*) ou dans un état liquide eriscallin & 43°C (»).
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Nous evons confectlomné des lipesomes de deux galactelipides afin de
rechercher le réle des tétes polalres dans l'altération du comportepment
thermotropique des lipides.induit par les herbicides (Flg. 17). les T,
des
DGDG et MGDG totalement saturés ont écé déterminées a 4B.5 et 66°C,
respectivement. Ces valeurs sont difficilement comparables avec celles
de la littérature, puisqu'elles varient en fonction de 1’erigine du
matériel bielogique, de 1a preportion des différents aclde gras et de
leur degré d'insaturation. Cependant nes valeurs se rapprochent de celles
de Geunaris et al. (19B3)}: 57-73°C pour le MGDG, Mansourian & Quinn
(1986): 57°C pour le MGDG ot -Curatolo (1987)}: 79°C pour le MGDG saturé
d'Epinard et 55°C pour le DGDG distéarique. On observe aussi, que la
plage de température sur laquelle la transition se déroule est plus
étendue, comparée & celle rencontrée pour les phespholipides (Fig. 13},
ce qui est assecié au degré de coopérativité entre les chaines acylées
(MacDonald, 1978). 11 semble donc normal qufelle solt plus large puis-
qu’il existe une hétéropgénéité au sein des acldes gras de nes DGDG (93X
c 16X €,,) et MGDG (75X C,,, 23% C,,).

B0

Le DCMU abaisse la T  d'environ 2°C et diminue 1'intensité de fluores-
cence & 680 nm, au-dessus et en-dessous de la T, chez des liposcmes
préparés A partir des deux galactelipides (Fig. 17A). L'atrazine (Fig.
17B) ne semble pas eltérer significativement le comportement therme-
tropique du DGDG {pas de déplacement de la T, et peu de changement
d*intensité de fluorescence}. Par contre, le MCDG transitiomme un depgre
plus bas en présence de cet herbicide. De plus, 1'intensité de fluores-
cence émise par la ¢hl a contenue dans les liposomes de MGDG est
fortement atténuée aussi bien aux températures inférieures que supérieu-
res a4 la T,

11 se pewt que la téte polaire du MGDG, plus petite que celle du DGDG
ou de 1a PC, affaiblisse la cohéslon de la bicouche au niveau des tétes
polaires, permettant ainsi & 1‘atrazine de mieux pénétrer la membrane.
De plus, il serait tentant de considérer les deux herblcides comme jeuant
un réle plutét rigidifiant que fluidifiant dans des SUV de pgalacto-
lipides aux températures inférieures a la T_, pulsque 1'on assiste 4 une
baisse (plutdt qu'a une stimulatien) de 1°'intensité de fluerescence.
Cependant, si un déplacement de la T, semble blen exprimer un changement
de viscosité de la membrane, une modification de 1'intensité de la
flucrescence semble étre attribuée davantage 2 une interaction sonde-
herbicide encore mal comprise et pas nécessailrement en relation avec la
fluidité. '
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Fig. 17: Changement d’'intensité de fluorescence de la Chl a imbriquée
dans des liposomes de DGDG (digalactosyldiacylglyérol) ou de
MGDG (monogalactosyldiacylglycérol) d'Epinard, aprés saturation
totale des doubles liaisons avec le catalyseur d’Adams. (A)
ctraitement avec 0.033 mM DCMU, (B) traitement avec D.033 mM
atrazine. Les conditlons sont identiques & celles de la Fig.
13. Courbes des contrdles {+) et des liposomes traltés (*).
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On peut supposer que les herbicides interférent avec les molécules de
Chl a et ainsi modulent 1'émission de fluorescence, sans nécessalrement
eplir directement sur la phase lipidique. De plus, le rapport Chl a/lipide
utilisé dens les expériences fluorimétriques étant relativement élevé,
nous ne pouvons pas exclure une possible infiuence de la sonde elie-
méme sur le compartement thermotroplque des vésicules lipldiques (ce que
nous avons déja suggéré plus haut). Pour ces ralsons, nous avons mesuré
les changements d’absorbance d'une suspension de liposomes exempts de Chl
a en fonction de la température (Fig. 18). On constate que la T, a été
déplagée de 41.5 & 40.0*C par le DCMU, contrairement & 1'atrazine qui ne
modifie prdtiquemenet pas cette valeur. La prétranszition n'’est pas abolie
par le DCMU, mais elle est déplacée d’enviren 2°C vers les basses -
températures, ce que l'on n’ocbserve pas avec l’atrazine. L'amplictude du
changement d'absorbance gprés addition des deux herbicides ne varie que
faiblement (4 et 8% plus petite que le contréle entre 24 et 42°C pour le
DCMU et 1'atrazine, respectivement). De plus, 11 exlste une certaine
hystérése du systéme contrile entre 24 et 34°C, qui tend a4 disparaltre
aux température plus élevées. Par contre, les herbicides amplifient
1'hystérése et suppriment la prétransition dans les courbes de refrold-
issement, l'atrazine étant & cet égard plus actlf que le DCMU. Alnsi, le
DCMU semble Induire wune certaine fluidiflcation de la phase lipldique,
puisque celle-cl subit sa prétransition et sa transition 4 des tempéra-
tures plus basses, relativement au contrbéle. Per ailleurs, la pré-
transition n'est pas ebalie irréversiblement par la présence des herbi-
cides, puisqu’elle réapparalit lors d‘un deuxiéme chauffage (résyltat non
montré). Ces observations suggérent: 1) que les herbicides interférent
avec la Chl a et 2} que 1l'atrazine partitionne préférentiellement dans
une phase lipidique & 1'état liquide cristallin. En effet, le DCMU peut
induire un rapprochement des molécules de Chl & au nlveau des tétes
polaires des lipides et faveoriser ainsi la formation de diméres au
détriment des multiméres de la Chl, sans que ce changement soit néces-
sairement en relatlon avec la microviscosité membranaire. Quant & la
deuxiéme suggestion, elle est basée sur 1'observation que la plus grande
hystérése est observée aux températures inférieures & la T,, mais aprés
que l'atrazine ait pu pénétrer 1la phase lipldique‘d 1‘état liquide
cristallin.
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Changement de turbidité d'une suspension de liposomes de DPPC
(0.25 nM) dans du MOPS 10 mM, pH 7.5, en fonction de la tempér-
ature, Les liposomes ont #&té préparés par la méthode de
1*injection rapide, puis dialysés pendant 72 h contre un milieu
milieu MOPS 10 mM, pH 7.5. La suspension a été chauffée, puls
refroidie avec ou sans herbicide (0.033 mM). La turbidité est
mesurée dans un spectrophotométre Aminco DW-2a en mode "split

beam™ a 436 % 3nm.
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Comme l'atrazine et le DCMU inhibent le flux d'électrons du PS-EI et
que ce complexe protéinique est imbriqué dans la membrane thylacoidale,
nous avons recherché les effets de ces herbicides sur des vésicules de
lipides thylacoidaux hydrogénés. Les mesures de fluarescence avec la Chl
a donnent des résultats fantaislistes, suite, probablement, & une
dégradation de la Chl & en présence des lipides fortement acides tels que
le SQDG et le PG. Nous avons donc utilisé la méthode turbidimétrique
(Fig. 19). Quatre observations sont & mentlonner: 1) aucune prétransition
n'apparait; 2) 1la plage de températures sur laquelle se dércoule la
transition principale est étendue (>7°C); 3} la T, passe de 60.2 & 57°C
aprés addition du DCMU et A& 59.8°C aprés addition d'atrazine, 4)
1'amplitude du changement d’absorbance entre 30 et 70°C est peu altérée
par le DCMU (7%), mals diminue d'environ 25% en présence d'atrazine.
Ainsi, un mélange hétércgéne de lipides composés de plusieurs espices
moléculaires ne passe pas par un changement de structure (prétransition)
aux températures Inférieures 4 la T,, mals se trouve dans un état ol les
phases gel et liquide-cristalline coexistent sur une plage importante de
températures, Le DCMU, bien qu'il montre un effet fluidifiant sur les
liposomes de lipides thylacecidaux, ne semble pas modifier grandement
1'erdthalpie de la transition, contrairement & l'atrazine (25%). Seule une
trés faible hystérése apparalt entre les courbes de chauffage et de
refroidissement (résultats non montrés),

Dans une trolsidme série d'expériences turbidimétriques, on mesure
les changements d’absorbance 4 48D mm d'une suspension de liposomes de
DPPC contenant de la Chl & et traités avec du DOMU ou de 1'atrazine (Fig.
2D). On observe que le DCMU déplace la T, vers les basses températures,
contralrement 4 1'atrazine et que l'amplitude du changement d'absorbance
entre 20 et 45°C, diminue d'env 20 et 5% en présence de DCMU et d'atra-
zine, respectivement. Le DCMU semble donc affecter plus grandement le
changement d'enthalpie de ce systéme, comparé & l'atrazine. Bien que la
prétransition soit discréte dans le contréle, il semble qu’elle dispa-
raisse en présence de DCMU mals pas en présence d'atrazine. On suggére
ainsi que le DCMU fluidifie la phase lipidique de DPPGC.
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Changement de tutbldité en fonction de la température 4'une
suspension de liposomes. Les liposomes sont compesés d'un
extrajt lipldique dépigmenté de membranes thylacoidales
d'Epinard aprés hydrogénation des doubles liaisons avec le
catalyseur d'Adams. MGOG = 51,5%, DGDG = 29.9%, SQDG = 11.4X et
PG = 7.2%. La concentration lipidique est de 0,25 mM dans du
MOPS 10 mM, pH 7.5. Aprés hydrogénation, la composition en
acide gras se résume & 20.5% Cq, 77.9% Cp €t 1.6 de G,y Les
liposomes ont été préparés par la méthodg de 1'injection
rapide, ils ont ehsuite été dialysés pendant 72 h. La suspens-
ion a été chauffée puis refroidie avec ou sans herbicide (0.033
wM), La turbidité est mesurde dans un spectrophotométre Aminco
OW-2& en mode "split beam" & 436 + 3 nfm,
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Chaugement de turbidité d'une Suspension de liposomes de DPPC
(0.5 mM) contenant 2 mcl¥ de Chl a dans du MOPS 10 mM, pH 7.3,
en fonction de la température. Les liposomes ont été préparés
par la méthode de 1‘injection rapide (3.4% éthancl}. La
suspension a été chauffée puis refreoidie en présence ou non de
DCMU ou d*atrazine (0.033 mM). La turbidité est mesurée dans un
spectrophetométre Amince DW-2a en mode "split beam” & 480 + 3
nm, afin d‘éviter toute interférence avec 1'absorbance de la
chlorophylle.
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Dans le but de mieux interpréter les effets des herbicides sur le
comportement thermotropique des lipides, nous les avons comparés avec
ceux, bien connus, du cholestérol et de 1*alcoal benzylique. Le cholesté-
rol est reconnu comme agent fluidiffant au-déssous de la T, et rigidifi-
ent au dessus (Colley & Metcalfe, 1972, Demel & de Kruyff, 1976; Oldfield
& Chapman, 1972). Par eontre, l'alcool benzylique fluidifie la phase
lipidique sur tcute la pamme de température (Turner & Oldfield, 1979).
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Courbes de changement d’intensité de la fluorescence émise par
la Chl a en fonction de 1l‘augmentation de température. La Chl
a est Incluse dans des liposomes de DPPC {0.033 mM) en suspen-
sion dans MOPS 10 mM, pH 7.5, DPPC/Chl & = 50 (mel/mol). (A)

" Courbes contrbdle {+), + alcool benzylique, 10 mM (W) et +

chaolestérol 20 molX (¢). {(B) Liposomes de DPPC contenant 20
mol% de cholestérol et traltés par 0.033 mM de OCMU («4) ou
dfatrazine (*). La lumitre d'excltation est de 440 + 2.5 nm et
celle d'émission est enreglstrée & 680 * 10 nm. Pour plus
d*tnformation, voir 3.2.1 et 3.3,
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La Flg. 21A présente les effets de ces deux molégules sur des liposomes
de DPPC (visualisés par les changements d'intensité de fluocrescence en
fonctien de la température). On constate qu'en présence de cholestérol,
i) I'intensité de fluorescence est plus faible gque celle du contrédle sur
toute la plage de température mesurée, il) que la plage de température
de la phase de transition est impartante (env 20°C) et 1ii) que la T, est
difficilement chservable, en accerd avec les observations classiques
(Houslay & Stanley, 1982). Alnsi, une fluidificatien de la membrane &
1état gel par le cholestérol, n'est pas ldentifiable par une augmenta-
tion d'intensité de la fluorescence de la Chl &, contrairement & 1" slcool
benzylique qui induit une augmentation.d'intensité de fluorescence en-
dessous de la T, et une diminution au dessus. Il se peut que le cholesté-
rol favorise 1'apparition de demaine riches en Chl a et des domaines
riches en lipides, voire en cholestérol (séparation de phase). Dans le
cas d'une séparation de phase des composés, le cholestérol favoriseralit
"les formes dimériques et/ou multimériques au détriment de la. forme mono-
mérique de la Chl &; une telle possibilité est suggérée par Lee {1976),
mais pour un pourcentage de chelestérol plus élevé. En présence d'alcool
benzylique, la T, et la T', sont déplacées vers des températures plus
basses, alors que seule la T' disparalt en présence de 20 moll de
cholestérol.
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Fig. 22: Déplacement de la température de transzition de phase (T} de
liposomes de DCDG de farine saturé par le catalyseur d'Adam
(14.9% C,,, B2.6X C et 1.5 C,,.}. Le "Double Bond Index™ (D81)
r est modulé par le remplacement progressif des lipldes saturés
par des lipides natlfs (7% G,,,, 2.8% G, 5.1% G, 79.3% C,,,
et 5.8% C,,). Les mesures de T, ont été effectudes par la
méthode fluarimétrique:! DGDG/Chl a = 50, conc. de DGDG =~ 0,033
.
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Nous avons suggéré précédemmént que le DCMU jouaic un rdle fluidifi-
cateur des lipescmes de DPPC aux températures inférieures & la T,. Cette
suggestion repose sur le falt qu’'en présence de DCMU, la T, est déplacée
vers les basses températures., En effet, sl nous mesurons la T, de
liposomes constitués d'un liplde saturé et de quantités croissantes d'un
liplde inmsaturé {p.ex. du DGDG natif d'épinard, Fig. 22), on constate gue
la T, est d'mutant plus basse que la proportien d'espéces insaturées
augmente, L'abaissement de la T, par 1'alcool benzylique est, & 1'instar
du DCMU, proportionnel & la quantité de l'agent mis en présence (Fig.
23). Cependant, le DCMU est beaucoup plus efficace que 1l'alcool benzy-
lique. En effet, une diminution de la T, de 41 & 39°C est obtenue pour un
rapport DCMU/DPPC (mol/mol} de 0.5 alors qu'elle est obtenue pour un
rapport alcool benzylique/DPPC de 145 {comparer Figs 14 et 23). D'autre
part, la courbe d’shaissement de la T, em fénction du rapport alcool
benzylique/DPPC (Fig. 23) ne présente aucune "rupture”, ce qui suggére
que 1°AB ne sature pas la phasec membranalre, ou n'induit pas de sépara-
tion de phase entre les molécules de lipide et celles de Chl &, dans le
domalne de concentration étudié.
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Fig. 23: Déplacement de la température de transition de phase (T.) de
liposomes de DPPC de 1'état gel & 1'état liquide cristallin en
fonction du rcapport alcool benzyligque (BA)/lipide. Lla con-
centration de la DPPC est de 0,033 mM,
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Nous avons observé un effet antagoniste entre les herbicides et le
cholestérol sur le compertement thermotrepique des lipides, visualisé par
les changements d'intenslté de fluorescence en fonction de la température
{comparer Figs 13 et 2]A). En traitant des liposomes contenant 20 malX
de cholestérol avec des herblcides, on peut s'attendre 4 ce que ces der-
niers restaurent un comportement thermotropique proche de celul du
contrdle (exempt de cholestérol),

La Fig. 21B montre que l1'augmentation de fluorescence en fonction de la
température, fortement atténuée par la présence de cholestérol, est
partiellement restaurée par l’addition d'herbicides, l"atrazine étant &
cet égard plus efficace que le DCMU., Le cholestérol augmente la mobilité
des tétes polaires, jouant un rdle de "spacer" (Shepherd & Bilde, 1979),
ce qui pourralt faveriser la pénétration de l'atrazine et restaurer le
signal fluorimétrique dans une plus large mesure que le DCMU. la prétran-
sitien, qul est supprimée par 1'inclusion de cholestérol dans les
vésicules de DPPC (Fig. 21A) n'a pas pu étre restaurée par les herbi-
cldes,

En mesurant la réduction du eyt ¢ par 1'ascorbate dans des conditions
telles que le A mesuré refléte le passage (sortle) de 1l'ascorbate &
travers la bicouche, nous avons esrimé la perméabilité & 1'ascorbate chez
des liposomes traités au DCMU et & l'atrazine en fonctian de la tempé-
rature (Flg. 24). 51 les herbleldes n'accroissent pas significativement
la permdéahilivé, 1ls la favorilsenc en revanche & des températures plus
basses, relativement aux lipesomes non traités. Le DCMU est & cet égard
beaucoup plus puissant que 1'atrazine, puisqu'a 38°C, 85X d'ascorbate ont
déja &té libérés en présence de DCMU, contre 55 seulement en présence
d*atrazine et 50% chez le contréle, La perméabilité de la bicouche
lipidique 4 1'ascorbate dépend donc de la température ainsi que de 1'état
et de la structure de la membrane (Krainev & Valner, 1989). D'une maniére
générale, la présence du DCMU permet de diminuer de 2°C la température
a2 laquelle 1'efflux d’ascorbate a lieu chez les vésicules cenctrédle. De
plus, on constate que la perméabilicé des lilposomes de DPPC 3 1'ascorb-
ate, qul augmente entre 20 et 42-43°C, est essentiellement nulle hors de
ce domaine de température.
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Mesure de la perméabilité des membranes liposomales de DPPC (20
oM) & l'ascorbate, en fonction de 1'augmentation de tempé-
rature. Pour plus de détail sur la technique, woir 3.2.3.
Courbe contrdle ( y, + DCMU & 0.033 mM (----- Y et +
atrazine & 0.033 wM (..... ). Le niveau meximal de réduction du
cytochrome ¢ en présence de 0.1% TX-100 est indiqué en haut a
gauche, :
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4,3 GCoefficient de partape des des

Dans le but d’expliquer les effets perturbateurs des deux herbicides
sur les vésicules de DPPC (DCHU > atrazine, Figs 13, 18, 20, 24), sur les
vésicules de DPPC contenant du cholestérel (atrazine > DCMU, Fig. 21) et
sur des vésicules composées de lipldes thylacoidaux (DCMU > atrazine,
Figs 17, 19), nous avons estimé la capacité de pénétration de ces
herbicides dans la phase lipidique au dessus de la T, en mesurant leur
coefficient de parcition (K)). La Fig. 25 présente la dlalyse progressive
du DCHMU (Fig. 25A) et de 1'atrazine (Fig. 25B) du compartiment (a) vers
le {(b). Environ 24 heures sont nécessalires afin d'atteindre 1'équilibre.
Comparés au contrdle (courbes 1), les deux herbicides diffusent plus
rapidement et plus abondamment lorsque les vésicules de DPPC sont dans
le compartiment (b) {courbes 2} mals plus lentement et en plus faible
quantité lorsque les liposomes sont présents dans le compartiment (a)
{courbes 3). Avec le DCMU ces différences sont plus marquées qu’avec
1’atrazine. Des expériences similalres ont été condultes avec des
vésicules contenant 20 mol% de cholestérel et avec des vésicules
préparées a partir de lipides thylaceidaux hydrogénés (résultats
détalllés non montrés). A partir de ces résultats, les coefficients de
partition en été déterminés (Tab, I). On constate que le DCMU partitionne
40 fols plus que l'atrazine dans des liposomes de DPPC (200/5). Chez les
vésicules de DPPC contenant 20 mel% de cholestérol, la pénétration de
1'atrazine est fortement favorisée, ce qui réduit l'écart a environ 6
fois (220/35). Dans des liposomes de lipldes thylacoidaux, le DCHU
partitionne mieux que dans des vésicules de DPPC (K~290 contre 200),
alors que l'atrazine ne partitionne que trés faiblement dans les deux cas

(R=5) .

La partition des herbicides dans le systéme lipides thylacoldaux
hydrogénés/eau n'est pas fondamentalement différente de celle observée
dans le systéme DPPC/eau. Ceci suggére que ls nature des tétes polaires
n’'a que peu d'influence sur la partition des herbicides. Par contre, il
semblerait que la langueur des chaines acylées joue un rdle prépondérant
dans la partition des petites molécules. En effet, Antunes-Madeira &
Madeira (1984, 1987) mesurérent des K, de 1950, 6530 et 270 pour le
parathion et de 225, 135 et 48 pour le malathion {deux insecticides) dans
des membranes de DM-, DP- et DSPC, respectivement. Peutr les rrois types
de vésicules étudiés, le coefficient de partitien du DCMU a toeujours été
plus élevé que celui de l'atrazine. Comme la pénétration de i'atrazine
est accrue par un facteur 7 lorsque du cholestérol est inclus (20 mel%)
dans les liposomes de DPPC, il est trés probable que les deux herbicides
interagissent principalement avec les chaines acylées de la bicouche.
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Fig. 25: Courbe de diffusion des herbicide des compartiments (a) vers

ies compartiments (b) en fonction du temps et & 50°C. Pour une
mejlleure compréhension, voir Fig. 2 et § 3.4.

{A) O0iffusion du DCMU; courbe 1 = DCMU en {a) seulement,
courthe 2 = DCMU en (a} et DPPC en (b) et courbe 3 = DCMU
et DPPC en (a).

{B} Diffusion de 1'atrazine; courbe 1 = atrazine en (a}
seulement, courbe 2 = atrazine sn (a) et DPPC en (b) et
courbe 3 = atrazine et DPPC en (a).
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A partir.des résultats de la Fig. 21, on pourralt conclure que les
herbicides sbolissent 1'effet du .cholestérol, l'atrrazine étant & cet
égard plus efficace que le DCMU. Par contre, 4 partir des résultats du
Tab. I. on réalise que le DCMU partiticnne dans la phase lipidique dans
des proportions beaucoup plus importantes que 1’atrazine. Ainsi, pour une
méme concentration d'herbicide (bulk), 1'atrazine apparait cowme un agent
Plus perturbateur que le DCMU, lorsque les conditions Jui permettent de
pénétrer les bicouches lipidiques (c-a-d quand les v&sicules sont dans
un état liquide cristsllin ou fluide ou/et en présence d'un agent
chimique tel que le cholestérol, qui Iinduit du désordre en espacant les
mclécules de lipides & L'état gel). ' .

PARTITION COEFFICIENTS IN VESICLES MADE DF :

DPPC + 20 molt HYDROGENATED
HERBICIDES DPPC CHOLESTEROL THYLAROID LIFIDS
DCHY 200 220 250

ATRAZINE 5 a5 s

Tab. I1: Les coefficients de partition (Kv) du DCMU et de 1'atrazine dans
divers liposomes correspondent aux rapports de la concentration
d'herbicide dans la phase lipidique / la conceatration d'herbi-
cide libre dans le milieu aqueux extérieur (MOPS 10 mM, pH
7.5). Pour les lipasomes de DPPC et de DPPC + 20 molf de
cholestérol, les K, ont été caleulés 4 partir de mesures
effectuées & 50°C et pour les liposomes de lipides thylacoidaux
hydrogénés, a 60°C.

5 RESUME

Nous avons édtudié les effets de deux herbicides P§-II importants
(1ratrazine et le DCMU) sur le comportement thermotropique de plusieurs
classes de lipides saturés différant soit par la longueur de leurs
chaines acylées, soit par le groupement de leur téte polaire., Nous avons
‘aussi déterminé la partition de ces deux herbicides entre un milieu
aqueux et la partie lipidique de vésicules unilamellaires. Les résultats
montrent que l'atrazine et le DCMU altérent le comportement thermotro-
pigue des lipides dans des proportiens différentes, ce quil peut étre
expliqué, en partie, par leurs différents coefficients de partition;



52
6 CONCLUSIONS DE LA PREMIERE PARTIE

Les herbicides DCMU et atrazine suppriment la prétransition et abais-
sent la T, des membranes lipidiques en ayant une action fluidifiante.
L'atrazine a .cependant des effets plus limités dans des wvésicules &
1'état gel. De plus, ces deux molécules partitionnent & des degrés
différents dans les bicouches lipidiques. On aura toutefois noté, dans
cette premidre parcie, que les concentrations des différents herbicides
sont élevées (env, 1000 fois supérieures & celles utilisées pour
atteindre une demi-inhibition sur des membranes thylacoidales). '



DEUXIEME PARTIE:

PHENOLOGIE ET MORPHOLOGIE DE

SOLANUM NIGRUM L.



Suivant ifangle sous laquel on 1'examine et
laclassificationinéiuctablement artificiel-
le que 1'on adopte, 1'adaptation spécifique
comporte des espects biochimiques, physio-
logiques, anstomiques, morphologiques, au
point que l'ensemble des sciences de la vie
pourrait écrre ramené & des problémes adapta-
tifs. L'edaptation spécifique assure la
pérennité de chaque espce, tant que le
milieu auquel celie-ci est adsptée restera
1ui-méme permanenc. Toute modification
notable des conditions extérieures, sup-
primant 1'équilibre préexistant, engendrera,
8U contraire, une inadaptation qui provoquera
la disparition de 1’espéce ou, dans le cas le
plus favorable, son évolution,

. Charles Bocquet
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1 INTRODUCTION

Depuis la découverte des premiéres populations présentant une rési-
stance chloroplastique aux triazines (Ryan, 1970; Bandeen & Mc Laren,
1976), ce mode de résistance a été abservé chez plus d’'une douzalne
d'espéces végétales (Gressel et al., 1982) et décrit par Souza Machado
et al. (1977) et Pfister & Arntzen (1979). Toutefeds, les relatlens
existant entre biotypes sensibles sauvages et blotypes sélectionnés par
des traltements herbicldes répétés sont encore lnconnues.

En ralson dfune croilssance lente et d’une fructification tardive chez
les individus résistants de Chenopodium album, Gressel (1979) pastula que
ces bioctypes sont moins bien adaptés au milieu d'origine que les indivi-
dus sensibles. De fait, Cenrad & Radosevich (1979) ont montré une
meilleure compétitivité des individus sensibles par rapport aux résist-
ants chez Senecio vulgaris et Ameranthus retroflexus, comme 1’ont montré,
dans une moindre mesure, Marrlage & Warwick (1980) chez Chenopodium
album.

Ces cbservations sont en accord avec l'hypothése émise par Gressel &
Segel (1978) selon laquelle ces populations résistantes se sont dévelop-
pées aprés désherbage chimique, & partir de types résistants, normalement
contre-sélectionnés an 1'absence de traitement herbicide mais existant
néanmoins en faible fréguence dans les stations.

Cependant, le manque de dennées sur les populations de ces individus
résistants dans les populations eoriginelles, ainsi que 1’observation de
1l'extension de ces biotypes, méme en 1’absence de la pression de sélec-
tion due & l'herblcide (Gasquez et al. , 198l), nous ont amenés &
préciser les différences de comportement qu'{ls pourraient présenter par
rapport aux sensibles. '

2 BUT DE LA DEUXIEME PARTIE

Cette deuxl2me partie nous permettra de présenter le matériel qul est
4 la base d’'un tel travall de doctorat. Afin de connaltre le matériel
blologigque, nous avons entrepris plusieurs cultures successives de la
morelle neire (Solanum nigrum L.) que nous avons échelonnées sur une
période de dix mols. Nous disposions de =ix biotypes de cette mauvaise
herbe, trols résistants et trois sensibles & l'atrazine.

Cette approche devrait nous permettre, pour les six biotypes:

- de déterminer le degré de germination.

- de définir des conditions optimales de culture.

- d'apprécier la phénclogie dans les conditions culturales
cheoisies. .

- de caractériser la morphologie.
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Alnsl nous espérons maitriser et résoudre un probléme déterminant des
sclences bliologiques, qui est la "logistique” du matériel wvivant. En
effet, il est capital, lors d’une étude physiocloglque, d‘optimaliser et
de standardiser les méthodes de culture afin que le matériel utilisé
soit, dans les limites du monde vivant, aussl stehle que possible. &u
terme de cette étude, nous devrlons étre en mesure de cheoisir un bietype
résistant et un blotype sensible bien distincts l!un de. 1'autre qui nous
permettront d'aborder le théme principal de notre travall, qui est
l*interaction des herbicides avec les lipides acylés des membrenes
thylacoidales. '

Dans cette deuxiéme partie, nous chercherons a obtenlr;

- des conditions culturales permettant de sulvre plusieurs cultures
dans 1’année.

- une production aussl falble que possible des éléments reproducteurs
qui ralentissent la crolssance et provequent une augmentation des
alcaloides dans les plantes (alpha, beta et gamma soianlnes, chaco-
nines, scolanocapsine, solasidine, solasonine, ete...) qui perturbent
l'extraction de membranes fonctionnelles,

- un grand nombre de feuilles, avec une surface foilaire )a plus grande
possible,

3 MATERIEL

ldentif on_d

Une des espéces les plus répandues dans le genre Solanum (Solanaceae)
est la plante connue sous le nom de morelle noire,, Selanum nigrum L. (E-
‘dmonds, 1979; Weller & Phipps, 1978/79; Ogg ec al., 198l). Elle est
répertoriée dans 61 pays encre les latitudes 54° N et 45° § et dans 37
types différents de culture (Holm et al.1977).

Benthan & Hooker, (1924) décrivent Solanum nlgrum alunsi

annuelle ou bisannuelle, drassée 4 plusieurs ramifications et
d’environ 30 cm de haut. En Angleterre généralement glabre ou
presque et poilue ou rugueuse sur le Continent. Fenllles pétio-
Iées, ovales & dents angulaires et irréguliéres. Fleurs
petites, blanches, dispocsées en cymes, volre méme contractées
en ombelles sur de courts pédoncules latéraux. Baies petites,
noires, généralement globulaires, mais parfois, plus spécliale-
ment sur le Continent, vertes, jaunes su légérement allengées.
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4 METHODES

4.1 Comptage chromosomique

Pour ce comptage , nous avons utilisé 1'extrémité de racines de plan-
tules 4dgées de cing jours et ayant germé au phytotron dans des boites de
Petri.

a) Pré-traitement dans une selution d'hydrequineline pendant deux
heures. Le pré-traitement provogue un raccourcissement des chrome-
somes qui rend leur comptage plus aisé.

b) Fixation dans une socluticn composée d’une part d’acide acétique
glacial et de treis parts d‘alcool absclu.

] "Pré-coloration en-ajoutant 4 15 ml de la sclution précédente une
_goutte d'acétate de fer er dix gouttes de carmin acétique. Repos &
1l'cbscurité et & température amblante durant trois semaines.

d) Celeracion dans une solution de 5 ml de carmin acétique additionmée
d’une goutte d’acétate de fer. Repes une heure, puls chauffage deux
minutes sans ébullition. Adjonction de deux ml d’acide scétique & 45%

e) Observation d'un mm d'extrémité radiculaire placé entre lame et
lamelle dans une goutte de solutien de coloration., Ecrasement de la
préparation par pression (squash). Ceomptege au microscope a4 immers-
lon.

4.2 Germination

4.2.1 Extraction et stockage des graines

Les fruits sont pressés et les graines nettoyées sous un courant
continu d'eau freide (Holm ef al., 1977) . Les gralnes sont seoit directe-
ment semédes, scolt séchées sur papler buvard & température ambiante
pendant 2-3 jours puls stockées au réfrigérateur (+4°C) dans des récipi-
ents fermés.

4.2.2 Germination dans le phytotron en bolite de Petri

Nous avens utlilisé des boites de "Petri en plastique de 7 cm de
diamétre au fond desquelles est dispesé un pepier buvard mouillé en
- permsnence avec de 1'eau distillée. Aucune sclution nutritive n’est
rajoutée. Cent graines par population et par bolte constituent notre
échantillon,
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. 6.2.3 Germination en terre dans la serre

Des bacs & semis en Eternit {23x13x6 cm) sont remplis avec un mélange
complet de terre , composé de & parts de terre franche, 1-2 part(s) de
sable grossier et d'un Kg/w® d'engrais complet (HATO). Chaque bac & semis
a été séparé en son miifeu par une planchette de bois permettant de semer
deux populations par bac. Le jour de la mise en germination, les semis
sont arrosés avec une solution contenant un fongicide (PREVICUR) con-
centré & 0.1%¥ Les semis sont recouverts d'une fine couche de terre
tamisde, ' .

4.3 Choix du "biotope" cultural

Trols possibilités nous étaient offertes & 1'Institut de S8otanique de
1*Université de Neuchitel :

- la culture en serre tempérée
- la culture en phytotron
- la culture en couche & 1'extérieur

4.3.1 La culture en serre tempérée

Nous avons choisi, pour toutes nos cultures, le méme méleange complet
de terre décrit sous le point 4.2.3

Lorsque les plantes ont atteint le stade de 1'émission des cotylédons
et/ou de la premiére feuille, ils sont transférés des bacs & semis dans
des pots en terre cuite de 7 cm de diamétre, & raison d'une plante par
pot. Les pots sont alors disposés sur des plateaux pour en facilicer le
maniement. Il est &4 noter que si la transplantation est trop ctardive, les
plantules subissent vraisembiablement un traumatisme et, de ce faict,
développent rapidement leur appareil reproducteur (Penel et al., 1985).

La température et 1'humidité relative ont été mesurées tout au long
de notre étude a4 l'afde d'un thermohygromdétre (GIR-17). Le nombre.
d'heures d'éclairement diurne quotidien nous a été communiqué par les
services de 1'observatoire de Neuchatel (Jornod, 1987). De novembre A
début février, nous avons suppléé au faible éclairement diurne par un
complément de lumiére artificielle fourni par six ampoules de 75VW
entourées d'une corolle en aluminium qui permet d'augmenter 1*irradiance
au niveau des plantes,

©4.3.2 La culture en phytotren

Nous n’avens cultivé qu'une population dans le phytotron avec ie méme
matériel décrit précédemment, les conditions étant les suivantes
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- photopériode 14 h de lumidre de 0700 & 2100
10 h d’'obscurité de 2100 & 0700

- irradiance 2.5 mW/cn?
lampes Osram-L-fluora 65W/77R,
Sylvanla grolux F65 TL/6RO,
Philips {pope) FT 65W/34 de luxe
- température et humidité température("C) humidité(X)
Jour : 26 70
nuit : 20 85

4.3.3 La culture en couche & 1'extérieur

Les morelles ont été cultivées dans le jardin expérimental aprés que
leurs germination et initiation de croilssance se soient déroulées en
serre.

4.4 La phénologie

Remarque: phénologie et morphologie sont basées sur un échantillonnage de
50 individus lors de chaque culture et pour chaque biotype.

4.4.1 Déternination du nombre de feuilles émises jusqu’au
premier pédoncule floral
Elle se fait par simple dénombrement, la paire de cotylédons comptant
pour un.
4.4,2 Mesurg de la hauteur
Mesurée em cm, elle s'effectue au moyen d’une régle métallique

graduée. lLa mesure porte sur la distance séparant le collet du méristéme
apical le plus élevé,
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4.4.) Déterminacion du nombre de frults mirs portés par le
premier pédoncule floral .

Elle se fait également par simple comptage des frults mirs (violets
cu jaunes) portés sur le premier pédoncule reproducteur.

4.5 La_moypholopie

Nous avons porté notre attention sur treis paramétres:

- l'aspect général des plantes
- les feuilles
- les fruits

4.5.1 L'aspect général des plants

11 dépend, outre de la hauteur, du nombre de ramifications de la tige
et du diamétre de cette dernidre, qui peut déterminer un port plutét
érigé ou couché du végétal. Le diamétre est mesuré a 1’'aide d’un calibre
et exprimé en cm.

4.5.2 Les feuilles

Six paramétrés de la 8&me ou 9&me feullle de chaque plante seront
étudiés:

- le polds sec

- la lengueur du pétiole
- la pilosicé

- le nombre de dents

- 1'indice de découpure
- la surface

4.5.2.1 Le poids sec des feuilles

est déterminé en mg, aprés séchage des feullles A& 35°C, pendant trois -
semaines.

4.5.2.2 La longueur des pétioles fbliaires

est mesurée 4 l'alde d'une régie et exprimée en cm.
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- 4.,5.2.3'La pilosité des feuilles
est déterminée A 1l'alde d’'une loupe binoculaire & faible grossissement
(10x). Elle porte sur une portion d'un cm® située arbitrairement au

centre de la face abaxiale de la feuille, & droite de 1a nervure prinei-
pale. Cette portion est déterminée par un cache. '

4.5.2.4 Le nombre de dents foliaires

‘est déterminé par simple comptage.

4.5.2.5 L'indice de découpure des feuilles (I.d.f)

tient compte de la profondeur des découpures et fait abstraction de la
grandeur des feullles, toujours triés variable d'un individu & 1'autre.
Cet indice est le rapport entre la profondeur du sinus entre deux lobes
foligires et la largeur du lobe, mesurée de la nervure principale jusqu'a
1'extrémité d'un lobe moyen d'une feuille caulinaire (Gremaud, 1981).

I.df - -

l@'\ .

lorsque 1'indice tend vers un, la feuille est entiére,lorsqu’il tend
vers zéro,la fenille est trés découpée.

4.5.2.6 La surface foliaire
est déterminée & 1'aide d'un apparelillage digital "Automatic Area Meter"

{AAM-S Hayaski Denka) qui permet une lecture directe de la surface en
cm?, - .

4,5.3 Les fruits et les graines

GCette étude tient compte de 50 frults récoltés au hasard sur chaque
plant.
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Cing paramdtres sont considérés :
- le diamétre
- le polds frais
- le nombre de gralnes par fruits
- le polds des graines
- le pourcentage de graines avertées
4.5.3.1 Le diamétre des fruits
dent la mesure s’effectue & 1'alde d'un callbre et qul est exptimée en
em.
4.5.3.2 Le poids frals des fruits
déterminé par peséde directe juste aprids la récelte des fruits et exprimé
en mg.
4.5.3.3 Le nombre de gralnes contenues dans les fruits

est déterminéd par simple comptage.

4.5.3.4 Le palds des graines

correspond & une pesée directe basée sur cent graines.

4.5.3.5 Le pourcentage de graines avartées

-est estimé par comptage du nombre de graines dans des fruits immatures
{n=25) et exprimé par rappert au nembre de graines contenues dans des
fruits mirs (n=25).

5 TRAITEMENT MATHEMATIQUE DES DONNEES

Face & la grande quantité de données traltées, nous avons opté paur
un traltement statistique par 1'informacique. Pour ce Falre, nous avens
utilisé les ordinateurs VAX / VM5 du centre de calcul de 1'Universicé de
Neuchatel et nous nous sommes appuyés sur les -mades de langages et
logitiels sulvants
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- “"EDT" pour l’entrée des données numérlques

- "FORTRAN" pour les programmes se rapportant aux données numey -
Iques de l'éditeur EDT

- "P-STAT" pour. le traitement purement statistique

6 ORIGINE ET ABREVIATION DES SIX BIOTYPES

6.1 e bio es

Quatre biotypes nous ont été offerts par M. le Dr J.. Gasquez de 1'INRA
{Diion, France).

Un blotype nous a été offert par M. le Dr E. Beuret de la Station de
Recherches Agronomiques de Changins (Suisse).

Un bilotype a été récolté dans des cultures de vigne de la région neuchi-
telolse (Sulsse).

6.2 Abréviation des six biotypes

Comportement des biotypes vis-a-vis de 1l'herbicilde :

R = résistants

S = sensibles
Couleur des bales

j = jaunes

n = noires
Provenance des biotypes

F = France

CH = Suisse

Avant de commencer cette étude, les six blotypes ont été mis en cul- -
‘ture, les frults récoltés et les graines extraites. Ainsi les graines des
différents biotypes auront subi le méme traltement et auront toutes le
méme ‘Age -lorsqu’elles seront mises en germination pour. cette étude
phénologique et morphologique.
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7 RESULTATS ET DISCUSSIONS

7.1  Comptage chromosemigue

Chez Solanum nigrum, on a décrit de nombreuses Ssous-espices et
variétés fondées sur 1a couleur et la forme des baiép et pourtant dans
Florea eurvpea, les plantes A baies jaunes et globuleuses ne peuvent étre
déterminées. En fait ce complexe est composé de trois nivesux de plaidie:
2n=24 et 2n=48 qui sont & l'origine de 1'hexaploide 2r=72 (Tandon & Rao,
1966). Les plus  répandus' sont les tétraploides {S. Iuteum) qui ont des
baies plutét allongées, taunes, orangées ou rouges et surtout les
hexaploides (§. nigrum) avec des bales globuleuses noires. La distinction
de sous-esptces par la couleur des bailes apparsait comme superflue, car
les populations sont souvent mixtes avec des i{ndividus hétérozygores pour
ce ‘caractére. Chez les hexaploides, le déterminisme est monogénique avec
dominance du noir sur le jaune (Gasquez er al., 1981). Ean fait, il
n'existerait que deux sous-espéces de Solanum nigrum hexaploide, qui sont
1a sous-espéce nigrum & poils non glanduleux et la sous-espice schulresii
a poils glanduleux (Weller & Phipps, 1978). ‘

Nous avons entrepris un comptage chromosomique afin de vérifier que
nos six biotypes appartienrdent bien au méme niveau de ploidie. Ainsi, les
six populations sont hexaploides a 72 chromosomes (Fig.l).

Fig. 1: Noyau cellulaire en division, vu au microscope (1500 X). Dessin
obtenu par prejection en chambre claire-prisme & miroir.
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Les trels populations résistantes ainsl que les trols peopulatlons
sensibles appattiennent su méme degré de ploidie. En outre, déja Gasquez
et Compolnt (1981) relatalent que les individus résistants aux trlazines
d’'une population de Chenopod;um album ne sont constituses que 'd’un seul
phénotype.

7.2 La germination

7.2.1 Le stockage des gralnes

Trois méthodes de consetrvation des gralnes sont communément utilisées
(Holm et al., 1977):

- conservation & température amblante des grainmes séches,

- envelopper les gralnes dans du papler et les mettre dans du sable
humide maintenu & 17°C.

- conservation & 4°C des graines séches dans un récipient fermé.

Les deux premiéres méthodes présentent le désavantage de faire germer
les graines uniquement sous 1'influence d'une forte alternance ' de
température {Lsuer, 1953; Stelnbauer et al., 1955; Wakhloo, 1964), alors
qu'un stockage & 4°C permet aux gralnes de germer sltdt celles-ci mises
en germination en conditlon humide et & température ambiante. Nous avons
donc cholsi ce dernier mode de conservation, pulsqu'il permet une
germlnation au phytotron ol la température est relativement constante.
De plus, il présente un taux de germination supérieur & ceux résultant
des autres modes de stockage (Rogers & Ogg, 1981).

Les graines conservées séches a température amblante germent trés
blen aprés un mois de stockage (Burget & Brunslde, "1972), mais leur
longévité n'est que de deux ou trols ans (Givelberg & Horowitz, 1984),
alors qu'a basse température, nous pouvons ceompter sur un taux de
germination satisfaisant (70-100X) sur une longue période {jusqu’a six
&nsj .
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7.2.2 Modes de mise en germination
7.2.2.1 Germination en bolite de Petri

Ce mode de germination a toujours été effectué au phytotron, en
conditicns stables mals avec des graines d'ége différent (Tab.I).

COND1T10KS % DE GERMINATION AU PHYTOTRON DANS H20
AGE DES GRAINES (MOLS) O 3 4 6 10 20

8 R/i/F {1000 90.0 80.9 B&.5 62.0 ?

I /3 /F 98.0 100.0 100.0 97.3 100.0 ?

0

T R/n/F  |100.0 100.0 100.¢ 99.7 100.0 °?

Y S/n/F  |100.0 100.0 99.0 99.7 100.0 7

3 .

E . R/n/CH | 88.0 100.0 94.3 8i.2 96.0 100.0

5 S/n/CH | 88.0 90.0 59,0 B8L.2 90,0 95.0

* Germination des graines slcdt aprés leur extraction des fruits.

Tab. I: Pourcéncage de germination dans des boites de Petri au phyto-
tron de graines d'dge différent des six bilotypes.

Nous constatons, pour les graines de tous les biotypes er A tous les
dges corfondus, un taux élevé de germination (93 + 10%) lorsque celle-
ci est effectude dans des boites de Petri au phytotron et soumise & des
conditions physico-chimiques constantes. Dans le laps de temps étudié,
1'adge des graines ne semble pratiquement pas affecter le pourcentage de
germination; des graines Agdes de vingt mols ont encore un pourcentage
maximal de germination pour le biotype R/n/CH. Par.contre Ogg & Dawson
(1984) ains{ que Givelberg & Horowitz (1984) observent une baisse de la
germination en fonction du temps chez les graines de Solanum nigrum dgées
entre six et douze mois, Comme le montre le Tab.l., 11 n’est pas poszible
de différencier les biotypes entre eux sur la base de leur taux de
germination en boite de Petri au phytotron, bien que les taux de germina-
tion du biotype R/j/F diminuent légérement en fonction du temps de

" stockage.

7.2.2.2 Germination en terre en serre tempérée

Nous ne considérerons plus L'dge des éraines pulsqu’il ne semble pas
influencer le pourcentage de germination, pour des graines dgées de vingt
mois ou moins, mais plutdt l'époque de l'année pendant laquelle ces
graines ont été mises 4 germer en condltlons physico-chimiques variables
(Tab.II). '
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CONDITICNS SERRE / TERRE (X de permination)
EPOQUE DECEMBRE AVRTL MAT JUILLET
B R/i/F 4.3 32.1 ? 30.0
1 S/3/F 15.7 56.2 ? 41.0
o

T R/n/F 2.0 28.3 7 45.0
Y s/n/F 0.0 19.8 7 79.0
P

E R/n/CH 2.7 7.7 26.0 3.0
5 S/n/CH 1.7 34.7 30.8 23.0

Tab. II: Cerminatlon des graines des slx blotypes en terre et dans la
serre 4 différentes époques de l'année.

Dans ce 2&me tableau, mnous observons, pour les gralnes de tous les
biotypes et aux gquatre époques de l'année confondus, une moins bonne
homogénéité entre les différents biotypes et surtout une forte baisse des
pourcentages de germination (23.5 £ 20.9%) par rapport sux germinatlons
effectuées .en phytotron (93.0 t 102}, Il apparait également que les
germinatlons effectudes en hiver présentent des taux trés falbles, alors
gqu'au prlntemps 11s tendent &4 augmenter. Ainsi, au mols de ddcembre alors
que l-éclairement (<11 h) et la température (< 20 °C) sont faibles, le
taux de germination est égslement falble, voire mul (0 - 15.7%4), ce que
Robert & Lockett (1978) mirent déja en évidence chez la méme mauvalse
herbe. Par contre, des grailnes semées au printemps, quand la température .
et la durée d'éclalrement s'accrolssent (Fig.3), les pourcentages de
germination augmentent senslblement (7.7 - 56.2%), et en juillet, les
tsux de permination sent encores élevés (3 - 79%).

11 apparait de fortes varlations dans les pourcentages de germinatlon
entre les bietypes, mais pas de manlére régnlidre aux différentes époques-
de 1'année prilses en considération., Néanmoins, on constate, consldéré
globalement pour les mois d’avril, mal et julllet, un plus fort pourcent-
age de germination chez les blotypes sensibles que chez les résistants
(Tab.III). :

X de germination

BIOTYPES sensibles résistants
i/F 4B.6 31.1
n/F 49.4 36.7

‘n/CH . 29.5 12.2

Taeb. II1: Pourcentages de germlnation des différents bletypes considérés
globalenent pour les mois d'avril, mai et juillet.
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Le facteur externe 1limitant la germination est la température
(Courtenay, 1968), cependant 11 exlstce un lien étrroit entre la tempé-
rature et 1'déclairement (Toole et al.,1955). Lorasque la température est
constante, la germination optimale a lieu entre 20 et 30°C (Burgert &
Burnside, 1972; Givelberg & Horowitz, 1984) avec alternance de périodes
lumineuses et obscures. Un faible taux de germination est obtenu seule-
ment sous lumidre continue avec une température avoisinant 15°C, de méme
qu‘a l‘qbscurlté totale et & une température de 35°C (Singh, 1970).

D’une manidre générale, nous avons observé un meilleur pourcentage de
germination en phytotron gqu’en serrea. Dans ce dernier cas, le taux de
germinatlon oscille entre 0 et 16% en décembre pour une température
variant entre 15 et 21°C et passe en avril de B & 56% pour une tempé-
rature située entre 1B et 23°C, Il atteint em juillec 79X aux tempé-
ratures varlant entre 22 et 28°C (Tab.2). MNotons & propos de ce dernier
taux, que la serre joue un rdle tampon relativement & la température. En
effec, 1'amplitude de varlation entre les températures diurnes et
nocturnes est fortement atténuée, ce gqui n'esc pas le cas dans la nature
olt les plantes doivent affronter une amplitude de température plus grande
qul peuc, ainsi, devenlr un facteur limitant (Ogg & Dawson, 1981). En
outre, les germinations en boite de Petrl au phytotron sont plus home-
génes dans le temps que les germinations effectuées en terre en, serre
tempérée (Fig.2). Les graines cessent de germer aprés environ 20 jours
en boite de Petri au phytotron, alors qu’environ 40 jours sont néces-
salres en terre en serre tempérée.

Sana étudier en décail le phénoméne ‘de la dormance, 11 apparait que
celle-cl seralt induite par les chaleurs de 17&té (Courtenay, 1968) et
prolongée par les froids de 1'hiver jusqu'en février (Givelberg et
gl.,1984), lorsque .les alternances de température provoguent sa levée
(Koch, 1970; Feast & Roberts, 1970; Roberts & Boddrell, 1983). La levée
de la dormance est die A& un changement dans 1'équilibre stimulateurs -

inhibiceurs & l'intérieur de la graine, la germination survenant lorsque
cet équilibre se déplace vers la stimulation (Gercia-Baudin & Aguirre,
1983). La dormance n'est pas unliguement thermolabile, mais également
photolsbile. En effet, lors de la germination en bolte de Petrl, les
graines sont en contact direct avec la lumidre et nous avons consteté que
le pourcentage de germinatcion est supérieur, comparé & celui dea graines
recouvartes d'une couche de terre. Ceci pourrait mettre en évidence une
photosenslbilité positive. La dormance seralt alors de cype tégumentaire:
la lumiére captée par un photorécepteur, le phytochrome, localisd dans
l'embryon, déclenche un mécanisme qui permec¢ de surmonter 1’'inhibition
gerninative due esux téguments (Heller, 1979).
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Fig. 2: Pourcentage de germination du biotype S/j/F en fonction du
temps de culture en phytotron et en serre tempérée & deux
époques de 1’année,

Des cas de dormance atteignant 39 ans ont été signalés chez des
graines de Solanum nigrum profondément enfouies dans le sol (Toole &
Brown, 1946), mais généralement, A la faveur des ilabours, les graines de
morellé germent au printemps de l’'année suivant les moissons.

La dormance peut &tre évitée lorsque des graines sont semées mouil-
lées, aprés leur extraction des fruits mlirs (Wakhloo, 1964). Dans ce cas,
le taux de germination est élevé (dans notre, cas 88 et 100X%), mais les
‘semailles sont peu aisées. Dans le cas d'extraction des graines de fruits
immatures, le pourcentage de germination est faible, (entre 2 et 22%).
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7.3 ) "biot " cu a

Les facteurs éxternss (température, humidicé relative,.photapériode)
de méme que le temps nécessaires 4 la maturation des cing cultures sont
représentés dans la Fig.3.

Far souci de clarté, nous comparerons le biotype 5/]/F cultivé soic
au phytotron, soit en serre tempérée, et cecl & cing époques de 1’'année
(Figs 4, 5 et 6). Néanmoins, nous avons étudié et quantifié les différ-
entes conditions de culture pour les cinq autres biotypes, il nous est
apparu superflu de les présenter car le comportement de ces biotypes est
proche de celui de $/j/F, pris ici comme exemple.

Cancernant la culture en couche, nous n'avons pas fait de mesure,
nous limitant & eatimer la croissance et l'aspect général des différents
biotypes. ' En effet, il nous est rapidement apparu que les cultures &
l'extérieur n'offraient pas un matériel adéquat & notre étude {long temps
‘de culture, surface folialre petite, feuilles endommagées par les
intempéries),
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Fig. 3: Paramétres et conditions de culture en sérre tempérée. Pour

plus d'information, voir le texte.

Pendant dix mois, nous avons entrepris cing cultures successives
(Fig.3). Dans cette figure, nous avons représenté les époques de 1'année
pendant lesquelles les culecures ont été effectudes ainsi que les
conditions extérieures principales. Le nombre d‘heures de lumiére diurne
nous a-été communiqué par les services de 1'Observatoire de- Heuchitel
(Jornod, 1987). De novembre & début février, nous avons suppléé a la
courte pérlode luminecuse par un complément de lumldre artificielle.
L'humldité reiative ainsi que la température ont été mesurés tout au long
de notre dtude & 1'alde d'un thermohygrométre (GIR-17). Nous constatons
gue ‘pour attelndre le méme état de croissance les cultures ndcessltent
moins de temps lorsque la période d'éclairement s'allonge (de novembre
1985 &4 début septembre 1986). Par contre, le temps de culture s'allonge
a4 nouveau lorsque les heures de lumlére diminuent (septembre - décembre
1986), résultats non montrés. Alnsil, 11 est possible d'augmenter” le
nombre de cultures & six, voire sept par ‘année, de mars 4 septembre, en
ne lalssant qu'un mols d'intervalle entre chague germination. Les
facteurs limitants ne sont alors, plus que la place disponible dans la
serre tempérée et le temps nécessaire pour effectuer les expérlences
physlologlques et bilochimiques.
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Le début de la crolssance, estimé par le nombre de feuilles émises
jusqu'a 1'apparitien du premier pédencule fleral du biotype S/j/F , varie
- sensiblement pour les différentes cultures considérées (Fig.4). Pour les
cultures hivernales (cultures 1 et 2}, le temps et le nowbre de feuilles
émises jusqu’a 1'apparition du premier pédoncule floral sent grands. Pour
les treis autres cultures (3, 4 et 5}, le temps d'apparition du premier
pédencule fleral varie relativement peu (28 4 42 jours); par contre, le
nombre total des feuilles aupgmente (résultats non montrés). GCette
observation est en étreite corrélation avec 1'augmentation du temps
d'exposition journalier 4 la Iumiére. Ceoncernant la culture au phytotron,
le temps nécessaire 4 1'apparition des premiers organes reproducteurs est
court, ce qui paralt ncrmal puisque la péricde de lumidre est maximale
(16 heures); la plante va ainsi rapidement chercher 4 se reproduire. Il
semble donc bien exister une relation de cause & effet entre le nombre
d'heures de lumiére et 1'apparition des premiers organes reproducteurs.
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Fig.4 Nombre de fevilles fmises jusqu’d 1'apperition du premiec
pédoncule floral en fonction du nombre de jours de culture
en phytotron et en merre teepérée 4 5 épogues de I'annde
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La hauteur du biotype S/j/F varie sensiblement pour les différentes
cultures en serre consldérées (Fig.5). De l'automne & 1'été, la taille
des plantes s'accroit et le temps nécessalre jusgqu’a 1'achévement de la
croissance de la plante diminue. Quant au phytatron, ol la période
d*éclalrement est de 16 h mais sans variation du photopérlodisme, les
plantes sont plus petites et poussent lentement. Ainsi, la morelle seralt
sensible 4 1'alternance des périodes lumineuse et obscure Lorsque cette
alternance est en faveur de la pérlode lumineuse 1la croissance de la
plante tend & étre optimale,
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F19.5 Harteur des plantes {S/4{/F) en function du temps de culture
en phytotran et en serre t::'ééri 5 poques différantes
dae 1° 13
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Par la mesure du nombre de frults mirs portés par le premler
pédoncule floral du biotype S/j/F (Fig.6), 11 est possible de déterminer
le moment ol la plante cesse de grandir et entre dans la phase de
sénescence. On observe que lorsque les jours sont courts, la plante ne
développe que tardivement son apparell reproducteur (culture 1 et 2), Par
contre on ne peut pas observer un llen entre ls hauteur des plantes
{Fig.5) et le nombre d'éléments reproducteurs portés par les pédoncules
floraux: une plante vigoureuse (rallle élevée) développe un nombre
d'organes reproducteurs voisin de celul dfune plante chétive (tallle
petite). Ainsl, bien que certaines conditions ne semblent pas favorables
pour une culture optimale de Selanum nigrum, cette mauvalse herbe est,
dotée d'un haut pouvoir de reproductlion dans diverses conditlons
culturales et pendant une longue période de 1l'année.
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Nous référant su but de cette trolsieme partie (recherche de
coanditions culturales afin d'obtenir: i) plusieurs cultures dans 1'année,
ii) une production faible et lente des organes reproducteurs et {{i) un
grand nombre de feuilles avec une surface feoliaire la plus grande
possible), nous constatons que les conditions optimales ne sont pas
obtenues facilement. En effet, la culture en couche (résultats nan
montrés) ne présente que peu d'avantages. Quant a4 la culture en
phytotron, elle offre 1'avantage d’étre précoce et de produire peu
d'éléments reproducteurs. Par contre, la hauteur des plants est trés
faible et la croissance lente. Quant aux cultures en Sserre, nous
observons que le culture "hivernale" est défavorsble. Par contre, dés le
mois de mars et jusqu'a septembre, plusieurs paramétres intéressants
sont réunis:

- iniciation rapide de La culture
- hauteur et nombre de feuilles des plantes élevés
- croissance rapide

- nombre de fruits portés par le premier pédoncule floral comparable
aux autres cultures

alnsi, les conditions les plus favorsbles semblent &tre réunies lors de
la culture en serre tempérée, entre mars-avril et septembre.

Par alileurs, Solanum nigrum est reconnue pour étre une plante de
jour court, Elle développe un appareil végératif lorsque les jours sont
longs, fleuric sitdt que ceux-ci dimlnuent et termine la maturation des
fruits aux portes de I'hiver. II est 4 noter qu'une grande variabilité
existe, et que, bien souvent la fleraison peut commencer en avril ou en
juin-juillet pour des graines semées en mars (Keeley & Thullen, 1983).

La merelle est une plante de pleine lumlére (Landolt, 1977) voire
d’endroits modérément ensoleillés (Hafliger & Brun-Hool, 1968), et
décrite par Singh (1971) comme héliaphyte en hiver et sciaphyte pendanc
les mols chauds de 1'été. Elle est également recoennue poux é&tre une
plante d'endroits modérément chauds (jusqu’a 30°C) et humides (Keeley &
Thullen, 1983). ’

Comme nous le constatons, les avis divergent entre auteurs et les
conditions optimales ne semblent pas étre chose alsée & définir, I"inter-
action entre différents parameécres tels que: so0l - température -
photopéricde - humidité doit jouer un réle important. Néammoins, nous
sommes en mesure d‘effectuer un premier choix dans la culture de la
morelle, qui se porte sur une culture en serre tempérée dans la période
de mars-avril & septembre.
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7.4 La phénalogie

Comparant maintenant les différents bilotypes entre eux, nous nous
sommes limités & ne présenter que la culture 4 {avril - juillet) pulsque
c’est durant cette époque de 1'année et un peu au dela gque nous utilisons
les morelles pour natre étude physiologique portant sur 1’interaction des
herbicides avec les membranes thylaceidales.

Considérons les mémes paramétres que sous le paint 7.3 :

- nembre de feuilles émises jusqu’a 1'apparitien du premier pédancule
flaral (Fig.7}.

- hauteur des plantes (Fig.8).

- nombre de fruits pertés par le ler pédoncule floral (Fig.9).

Ces trois paramétres nous permettent de caractériser la plante lors,
d’une, culture compléte, depuls 1'initiation de la croissance en passant
paer le stade de pleine croissance et jusqu’a la sénescence.

8i 1'en censidére la vitesse d'apparition du premier pédoncule
floral ainsi que le rnoubre de feuilles émises jusqu'ad ce stade
(Fig.7), en constate qu'ils différent légérement d'un bietype &
“1'autre. les biatypes sensibles sent un peu plus précaces et émettent
un nombre de feuilles plus faible que les résistants ceorrespondants.
La différence la plus marquée apparait chez les biotypes sulsses en
la population sensible a déja émis le premier pédoncule floral aprés
26 jours de culture, alors que la pepulation résistantein'a émis que
59 % de feuilles avant d'atteindre ce stade. Mais, si l'initiation de
la croissance du biotype R/n/CH est lente, une fais celle-ci amorcée,
elle est beaucoup plus rapide (0.62 feuille/]) que celle du biatype
S/n/CH ( 0.27 fewille/j). Le bietype §/n/CH & teujours été le plus
précoce et R/n/CH le plus tardif comparés aux cing autres biotypes.

Ainsi, il ressort de cette premiére analyse que le dévelop-
pement du premier pédencule fleral apparait un peu plus tard-chez les
biotypes résistants que chez les sensibles correspondants, que le
nombre de feuilles émises jusqu'a 1'apparition du premier pédoncule
floral est plus impertant chez $/j/F et $/n/F que chez les résistants
correspondants, .ce qui ne se vérifie pas chez les biotypes suisses.
Et, finalement, que les plus grandes différences apparaissent entre
ces mémes biotypes suisses.
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%1 1'on considére la hauteur des différents biatypes (Fig.2), il
apparait que les biotypes résistants sont  légérement plus petits,
jusgu'au 26&me jour de culture, que les sensibles correspondants, Par
contre, les blocypes R/J/F et R/n/CH dépassent les biotypes sensibles
correspondants, mais aprés un temps de culture différent (55 er 27 jours,
respectivement). Ainsi, si les biotypes résistants sont plus tardifs, iis
deviennent plus vigoureux en fin de culture. Cecl ne s'observe pas chez
R/n/F qui reste tout au long de la culture plus petic que S5/n/F. Il est
a noter que les deux biatypes sensibles frangals ont un comportement trés
proche entre eux, et qu'il en va de méme pour les trois biocypes
résistants, Seul le blotype 5/1n/CH crolt lentement et n'atceint pas la
hauteur des autres biotypes, des dcarts do hauteur pouvant aller jusqu'a
1B cm entre R/j/F et 5/n/CH. Pourtant la différence de hauteur entre les
trois blotypes résistants confondus et les trols 'biotypes sensibles
également confondus n'est gue de 4 cm, en faveur des résistants.

Ainsi, il apparait que les biotypes résistants senc plus tardifs que
les sensibles bien que leur hauteur soit supérieure en fin de culture.

En ¢e qul concerne le nombre de fruits portés par le premier
pédoncule floral (Fig.9), on constate que les deux blotypes sensibles
frangals ont un comportement voisin. Par contre le bliotype sensibie
sulsse est plus précoce et moins productif que les cinq autras biotypes.
Quant aux blotypes résistants, ils ont une phénclogie décalée dans le
tenps, R/n/F étant le plus précoce et R/n/CH le plus tardif; Ileur
productivicé, ainsi que leur vitesse de production de baies sont
comparables. D*une manitre générale, les blotypes sensibles sont quelque
peu plus produccifs que les résistants (8,17 et 8.07 fruits portés sur
le premier pédoncule floral, respectivement), la différence 1a plus
marquée étant de 3.1 entre 5/j/F et S/n/CH.

Alnsi, on constate que les biotypes francals ont un comportement trés
voisin., Par contre les blotypes sulsses sont, soit précoces et peu
productifs {S/n/CH}, soit tardifs et productifs (R/n/CH).

Afin de pouvolr comparer tous les blotypes entre eux, nous avans
donné des appréciatlons seml-quantitatives allant de un & six, six étant
- la meilleure, pour chacun des paramétres mesurés (Tab.IV).

NB FEUILLES HAUTEUR NB DE FRUITS TOTAUX

v P v ? v Pl ™ | TP
R//F | 6 6 2 2 3 3t o1 | n
5/§/F | s 5 3 6 2 st 10 |1s
R/n/F | 2 2 5 3 5 2 12 | 17
s/n/F | & 4 4 4 & o [ 12 | 12
R/a/CH | 3 3 1 5 1 6 5 | 14
s/n/cH | 1 1 6 1 6 1 13 3

Tab. IV: Appréclatlan globale de la vitesse de crolssance et de la
productivité des différents biotypes. V est la vitesse et P la
productivité, TV est le total des vitesses et TP le total des
productivités,
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alnsl, 5/n/CH eat le plus précoce, mala le molns produceif at R/n/CH
le plus tardif, mais pas le plus productif, puiaque 5/j/F est quelque six
cm plus grand. Au vu du Tab.IV 11 est difficile de différencier les
biotypes résistants frangais ainsi que 5/n/F quant & leur précoclté, tout
comme il n'est pas alsé de falre la différence entre la productivité de
R/j/F et 5/n/F. D'une mani2re générale, il n’y a pas de groase différence
entre les biotypes résistants et sensibles. Pourtant, sl en additionne
. les différents totaux: :

™ biotypes résistants = 28
TV biotypes sensibles’ - 35

TP biotypea résistants = 32
TP blotypes sensibles = 31

il apparait tout de méme que les bletypes sensibles sont plus précoces
que les résistants, mais que leur productivité est voisine.

7.5 La morpholegie’

Bien que la description donnée sous le point 3 soit satisfalsante
pour 1l'identification de la plante, elle n'illustre pas deé maniére
adéquate la grande plasticité morphologique de cecte espéce. Ainai, dans
ies réglons chaudes, la variation morpholegique permet de décrire plus
de 40 types différents de plantes. Mais, selon Gasquez (1984), beaucoup
d'espéces ou de sous-espéces sont distinguées par des caractéres trés
restreints au déterminisme souvent trés simple, sans relation avec la
réalité génécique. Ceci tend & surcharger la sytématique et parfois a
entrainer des erreurs,

Pour illustrer ce polymorphisme, considérons les travaux de Weller,
(1978): 4 1’ Institut National de Recherches Laitiéres de Schinfileld (CGR),
toutes les plantes appartiennent & la sous-espéce nigrum, mais présentent
un large éventail de formes. Les plantes sont soit étendues soit érigées
jusqu'a 90 cm. Les poils multicellulaires de la tige sont appliqués ou
dégagés. Les pétioles des feuilles et les pédoncules des fruites varient
entre 18 et 30 mm et 4 et 8 mm respectivement, Le nombre de bales par
plantes de 19 & 3536 et celui des graines par baie de 33 & 54,

Nous étudierons donc dans ce paragraphe :

- 1’'aspect général des plantes

- les feuilles {le poids sec, la longueur des pétioles, la pllesité, ie
nombre de dents feoliaires, 1'indice de découpure et la surface)

- les frults (le diamétre, le poids frais, le nombre de graines /
fruit, le polds des graines et le pourcentage de graines avortées})
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7.5.1 L'aspect général des plantes

Le diamatre de la tige nous informe sur la dreiture du port, En
effet, une tige de fort diamétre precure i la plante un malntien érigé,
alors qu'une tige 4 diametre plus réduit supportera plus difficilement
le poids de la plante et aura un aspect de type courbe voire rampant.

On observe, dans la Fig.1l0, que le diamétre des tiges varie peu entre
les différents blotypes: tous biotypes confendus, les variations standard
n'excédent pas 7.5 et 13.5% pour les cultures 3 et 4, respectivement.
Ainsi, on ne peut pas vraiment parler d'une différence de pert. Par
contre, il existe un lien entre la hauteur des bietypes (Fig.8) et le
diamétre de leur tige. En effet, une plante élevée aura également un
diamttre de tige édlevé.

D'une mani&re générale,les biotypes résistants out un diamétre de
tige plus élevé que les sensibles; par exemple, culture 3: 0.540 et 0.517
cm, culture 4: 0.603 et 0.537 cm, respectivement. L'écart le plus
important se situe entre les deux blotypes suisses lors de la culture &
et est égal a 0.25 cm.

Quant au nombre de ramifications (Flg.1l1l}, les écarts entre biotypes
sont beaucoup plus importants. que pour le paramétre mesuré précédemment:
tous bietypes confondus, les variatlons standard dépassent 19 et 15% pour
les cultures 3 et 4, respectivement. Il apparait que la culture en début
de printemps (mars & juin) présente des plantes plus touffues que des
plantes mises en culture un meis plus tard (9.10 et 5.08, ramifications
par plante, pour les cultures 3 et &4, respectivement, tous biotypes par
culture confandus). Il est intéressant de constater que 51, d'une manidre
générale, la culture 3 présente des sections de tige plus petites que.la
culture 4 (Fig.19), il en va inversement du nombre de ramifications.
D’autre part, les biotypes sensibles sont plus touffus que les résistants
lors de la culture 3 (9.5 et 8.7 ramifications par plante, respective-
ment) et inversement lors de la culture 4 (4.9 et 5.3 ramifications par
plante, respectivement). Nous observens 14 une phéno-morphologie
différente entre blotypes résistants et sensibles.

Par les mesures de ces deux paramétres, il nous apparalt, une fols de
plus, qu'il n'est pas alsé de tirer des lois autant en ce qui concerne
la phénologle que la morphologie des blotypes résistants et sensibles.
L'épogque de 1'année pendant laguelle les cultures sont entreprises joue
un grand role. 5/3j/F apparaltra plus touffu que le résistant correspon-
dant lors de la culture 3 et inversement lors de la culture 4.

En cenclusion sur 1'aspect général des plantes, nous constatons que
les biotypes frangails ont un diamétre de tige voisin. Par contre, celui-
cl est toujours supérieur chez R/n/CH et inférleur chez §5/n/CH par
rappert aux autres bilotypes. Concernant maintenant le nombre de
ramifications, 11 n'est pas possible de mettre en évidence des différ-
ences entre biotypes résistants et sensibles, 1'époque de fmise en culture
semblant influer sur la morphologie.
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7.5.2 Les feullles
- Surface foliaire

La comparalson de la surface foliaire des différents biotypes
(Fig.1l2) montre que les écarts entre biotypes -sont faibles,
hormls le biotype R/n/CH qul posséde des feullles, en moyenne,
beaucoup plus grandes gue tous les autres biotypes (34 X plus
grandes que celles des blotypes R/u/F et S/n/CH).

- Polds sec des feuilles

Quant au polds sec des feullles (Fig.13), il apparait que les
écarts entre les blotypes francals sont falbles. Pour les deux
blotypes suisses 1l n’en va pas de méme pulsque le poids sec
des feullles du bilotype R/n/CH est 40% plus élevé gue celul du
blotype 5/n/CH.

Il va de soi gque la surface et le polds feliailres sont Interdépend-
ants. Pour cette ralson, nous avons exprimé la masse de matiére séche par
unité de surface (Fig.14). Ainsl, on constate que les bilotypes résistants
développent une biomasse follaire par ca® plus importante que les hiotypes
sensibles, hormis pour le bietype S/j/F. Galculé globalement, les plantes
résistantes présentent des Ffeullles 13 ¥ plus lourdes que celles des
biotypes sensibles pour une méme unité de surface. Om obsearve également
que le blotype R/n/F développe la plus grande biomasse par cn’ et est,
considéré sur la moyenne des cing autres biotypes, 301 plus productif.

- Le nombre de dents folialres

Ce paramdtre montre, hormis la grandeur des feuilles, 1'aspect
général de ces derniéres, Dans la Flg.1l5, on constate que
R/n/CH et S/j/F présentent des feuilles au nembre de dents plus
élevé gue les guatre autres biotypes. L’indentation n’est pas
toujours facile & volr, surtout dans les stades trés jeunes,
cependant: elle nous permet dfidentifler facilement certains
bilotypes.

Par contre, bien gque le biotype R/n/CH présente le plus grand nombre
de dents par feuilles, il n'est pas le hlotype aux feuilles les plus
dentées. En rapportant le nombre de ‘dents foliaires a4 la surface des
feullles (Fig.16), 1l est alsé de falre apparaltre les biotypes aux
feuilles les plus découpédes, En effet, le nombre de dents, comme le poids
des feuilles sont interdépendants avec la surface foliaire et il apparait
blen gue le biotype 5/j/F seit le plus denté. Géndétiquement parlant,
1’indentation est un caractére dominant sur. la forme ronde (Gasgquez,
communication persomnnelle). Au vu de la Fig.l6, il apparait que seul le
biotype 8/j/F posséde ce caractére domipant, alors gque R/n/F et R/n/CH
ont un comportement intermédiaire plutét dominant et R/j/F et S/n/CH
plutét récessif, alors que R/n/F, lui, présente des feuilles pratiquement
exemptes de dents et aurait donc un caractiére essentiellement réceSSLf
quant & l'lndentatlon des feuilles.
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- L*indice de découpure des feuilles (I.d.f)

La mesure de ce paramétre nous permet d'apprécier 1'indentation
des feuilles, (Fig.17). Le bilotype 5/j/F comprend, outre le
plus grand nombre de dents par surface foliaires, le plus
faible 1.4.f, alors que les sutres biotypes ont un I1.d.f qui
tend d'avantage vers un, exprimant ainsl une marge foliaire
simple ou peu échancrée.

Par 1l'étude de la marge des feuilles, nous observens, d'une maniére
globale, gue les blotypes résistants sont plus dentés que les sensibles,
blen gqu'il soit lmpossible de tirer des conclusiens quant au phénoméne.
de la résistance chloroplastique. Par contre, elle permet de reconnaitre
alsément certains biotypes.

- La longueur des pétioles

Cette mesure (Fig.18) suit la méme tendance que celle de la
surface foliaire; une grande feuille ayant en général un long
péticle. Il peut &tre intéressant de rechercher une expression
contenant &4 la fois les paramétres surface et poids foliaires
et langueur des pétioles. Nous avens denc multiplié la lengueur
des pétioles LP {cm) par le rapport poids / aire follaire P/A
(mg/cm?2), volr Tab.V.

LP x P/A (mg / cm)

R - 8

j/F 3.4 2.0

o/F 2.0 3.4

n/CH 3.6 2.6
Tab. V: Longueur du pétiole {LP} multipliée par le rapport

paoids et surface foliaires (P/A).

Exprimé alnsi, il est possible de représenter d'une manlére
simple l'ensemble de ces paramétres et de constater que les
pétioles des bliotypes R/j/F, 5/n/F et R/n/CH suppoertent plus de
bicmasse follaire pour une méme unité de longueur gue les
autres biotypes. Par contre, cecl ne semble pas é&tre en
relation avec'le phénoméne de la résistance chleroplastique,
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- La pilasité foliaire

la Fig.19 fait clairement apparaitre que la plupart des
biotypes ont une pllosité foliaire relativement faible (13.4 *
2.04 poils par cm?) hormis le biotype R/n/CH, qui lul, a une
pilosicé 68.5% plus élevée gque les autres, considérés ici
globalement.

En conclusion sur la morphologie des feuilles, nous observons que les
blotypes résistants développent une plus grande biomasse par cm®, que
leurs feuilles sont en moyenne plus fortement dentées en noubre et en
profondeur, et que leur péticle porte plus de blomasse folialre par unité
de longueur. Quant & la pilasité, seul R/n/CH est beaucaup plus pubescent
que les autres bhiotypes.

L étude de la morphologie des feuilles ne nous permet pas de tirer de
conclusions quant au phénoméne de la résistance chloroplastique, compte
tenu qu‘*il y a toujours, pour chaque paramétre mesuré, un biotype qui ne
sult pas la tendance des vésistants ou celle des sensibles.

7.5.3Les fruits et les graines

Les fruits sont de petites baies globulaires vertes virant a&u noir ou
su jaune en mirissant (Bentham & Hooker, 1924) rattachéss dirsctement au
réceptacle (Ogg et al., 1981)

Les graines ont une forme discoidale, elles ont un diamétre avoisin-
ant 1.6 mm (Wakloo, 1964). -Leur couleur créme (biotypes R/j/F et S/1/F)
peuvent virer légérement sur le vert (biotypes S/n/F et $/n/CH) ou le
violet (biotypes R/n/F et R/n/CH).

- Le diamétre des fruits

la Fig.20 wontre que les fruits des biotypes sensibles saont
legérement plus gros que ceux des biotypes résistants (L.4 et
2.6% plus gros pour les cultures 3 &t 4, respectivement). Eton-
namment, ¢’ est pour la culture 3, lorsque les plantes croissent
moins blen (Fig,5), que les fruics sont les plus gros, comparés
4 ceux issus de la culture 4. Par gilleurs, nous avons
également constaté que le nombre de -fruits portés par le
premier pédoncule floral est plus grand pour la culture 4 que
pour la culture 3 (Fig.6). Ainsi les plantes "compenseraient®’
leur faible nombre de fruits par des baies plus volumineuses.
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- Le polids frais des fruits

Ce paramétre (Fig.21l) corrobore les résultats décrits dans la
Fig. 20. Les fruits issus de la culture 3 sont en moyenne 28%
plus lourds que ceux issus de la culture 4. D'autre part, les
fruits des biotypes sensibles de la culture 3 sont 10X plus
lourds que ceux des résistants, ce qui ne s'observe pas lors de
la culture & ol les fruits des sensibles ont un peids égal a
ceux des résistants, considérés ici globalement et compte tenu
des écarts-types (o=87124 mg). Au vu d'écarts-types aussi
importants, on ne peut tirer de grandes cenclusiens compara-
tives, mais simplement montrer des tendances, surtout entre les
différentes cultures.

- Le nombre de graines par fruit

Cette mesure (Fig.22) est intéressante A plusieurs titres.D’une
part, les écarts entre les cultures 3 et 4 sont faibles (33.0
et 32.0 graines par frult, respectivemenc, ctcus bictypes
confondus), compte tenu que les frults de la eculture 3 sont
plus volumineux et plus lourds que ceux de ia culture 4 (Fig.20
et 21). Cette différence est donc probablement due essentiel-
lement & une teneur en eau supérieure lors de la culture 3.
D'autre part, 11 apparait, dans tous les cas, que les biotypes
sensibles contlennent plus de graines que les résistants (24.9
et 21.0 ¥ de plus lors des cultures 3 et 4, respectivement).

- Le polds sec des graines

5i le nombre des gralnes par fruit est en faveur des biotypes
sensibles, 11 en va de méme pour le poids des graines (Fig.23).
L'écart est faible entre les moyennes des biotypes résistants
et sensibles (7.8 et 7.9 mg, respectivement), et le poids des
graines des différents biotypes assez homogéne (:12%).
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- Le pourcentage de gralnes avortées

Un peint particuller a retenu notre attention, Il s'aglc du
développement des gralnes au coutrs de la maturation des frults
(Fig.24). Nous trouvons communément, dans le wmonde wvégétal,
deux stratégles de développement des graines. Certaines espéces
ont des frujits immaturea contenant un petit nombre de gralnes
qul va augmenter au cours de la maturation. Dfautres espéces
ont des frults immatures renfermant une grande quantité de
graines dont une partle avortera au profit du développement de
certaines gralnes seulément (Heller, 1979). Solanum nigrum
semble faire partie de la deuxléme catégorle. En effer, le
nombre de gralnes dans un frult ilmmature est supérieur 2
celui d'un fruit mGr de méme diamétre. Nous asslstons donc & un
phénoméne abortif 11é & la maturation. Ce phénomeéne abortif est
rrés prononcé chez les.blotypes résistants R/n/CH et R/j/F,
mais woins marqué chez le biotype R/n/F. Ainsi les biotypes
résistants seralent plus soumls & ce phénoméne (20X) que les
blotypes sensibles (12.7%). Une étude plus détaillée seralt
nécessalre afin de pouvolr infirmer ou confirmer ce résultat,
car Il est pensable que cet avortement soit 11é au phénoméne de
la résistance chloroplastique.

Ainsi, entre juin et julllet, lorsque les jours raccourclssent:

g

le diamétre des frults diminue.

le nombre de graines contenues dans les frults peut varier entre 20
et 45 (Salisbury, 1961), ce que nous observons également (33 % 6).
Gasquez et al. (198l) ne menticnnent pas de différence entre le
nombre de gralnes trouvé dans des fruits provenant de biotypes
résistants ou sensibles de Solanum nigrum (35), alors qu’en ce qul
nous concerne, 1] apparait que les biotypes sensibles présentent un
nombre de graines par fruit sensiblement supérleur & celui rencontré
chez les résistants (env 25 T supérieur).

les gralnes des blotypes résistants avortent dans des proportions
plus élevées que celles des sensibles (20 et 12.7%, respectivement).

RESUME

Le degré de pleidie est Ldentique chez les six blotypes, ce sont des
hexaploides & 2n = 72,

Nous observons un taux élevé et homogine de germlnation au phytotron
pour les différents biotypes et pour des graines dgées jusqu’a vingt
mols {93£7%).

La germination en terre est hétérogéne entre blotypes et le taux de
germinatlon est faible (29.8114.8X).
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- Les biotypes sensibles présentent un meilleur taux de germination en
serre tempérée dans la terre que les résistants (47.7 et 26.0%,
respectivement}.

La culture en serre tempérée semble &tre optimsle au printemps et au
début de 1'été. La croissance des plantes est rapide, la biomasse
folisire importante et 1’apparition des appareils reproducteurs n'en-
trave pas ou peu la croissance (Gaspar et al.,1987) ni n'altére la
qualité du matériel photaosynthétique pour autant que les membranes
‘thylacafdales soient isolées & partir de matériel jeune (six & dix
semaines depuis la mise en germination, variable selon les biotypes).
Quant aux cultures au phytaotton et en couche, les critéres requis ne
sont pas satisfalts. I1 apparait notamment que les plantes restent
petites, qu'elles portent un grand nombre d’appareils reproducteurs,
que leur croissance est lente et que les feuilles sont souvent endom-
magées par les intempéries, ceci pour les cultures en couche.

~ Les biotypes résistants sont plus tardifs que les sensibles, mais
leur hauteur est supérieure en fin de culture.

- Pour tous les paramétres wesurés, les écarts les plus importants
apparaissent entre les deux blotypes suisses, qui sont seit tras
précoces, mais produisent peu de phanes (sensible), soit tardifs et
trés productifs (résistantc),

- L’époque de 1'année de mise en culture influence 1'aspect et la mor-
phologie des plantes.

- Le pouveir reproducteur des différents biotypes intégre trois para-
métres (Fips 9, 22 et 24) -

* le nombre de fruits (F)
* le nombre de graines par fruit (G)
* le pourcentage de graines avortées (GA)

Par 1’expression PR =~ (F x G x GA)/100, il nous est possibie
dfestimer le pouvoir de reproduction (PR) des différents biotypes,
cultivés dans nos conditions (Tab.VI).

PR ’ Baisse du PR (%)
BIOTYPES R S des R par rapport aux S
J/F 154.5 286.2 46
n/F 225.9 284.8 . 21
n/CH 150.4 181.6 i7
moyennes i76.9 250.9 . 29

Tab. VI: Pouvair reproductéur {PR) des différents blotypes cultivés lors
de la culture & (avril a mi-juillet}.
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Ainsi, il ressort gque le pouvoir reproducteur, ocu pouvoir de
dissémination des biotypes résistants est inférieur de 29 ¥ & celui
des sensibles. Nous pouvons alers parler d’une meins grande "fitness®
des blotypes résistants par rapport aux sensibles. La*"fithess" est
estimée par 1'expression contenant & la fols la mesure de survie d'un
groupe de germination et la mesure des graines viables produites et

, dispersées {Putwaln et al., 1982). Dans des conditions su champ o0 la

»

compétition pour l'espace est un facteur limitant, la fréquence des

’ blotypes résistants devrait étre radicalement supprimée par les

biotypes sensibles. Lorsque la pression exercée sur une pepulation
sauvage esl sovuLenue afin de sélectionner un certain caractére, ces
individus sélectionnés sont meins adaptables ou "fits®, ce qul a éré
décrit par Haldane (1960) comme le prix de le sélectlion. Cependant,
les explications génétiques de la *fitness” sont complexes. Néan-
moins, dans les cas classiques, lorsque le type sauvage et le type
sélectionné sont cultivés séparément, 11 peut n'y avoir aucune
différence de taux de biomasse par unité de surface entre eux. Les
différences de "fitness" peuvent apparaitre seulement lorsque les
types sélectionné et sauvage sont en compétition dans des conditions
nen sélectionnantes (Gressel & Segel, 1982).

Pour cette espdce, des décalages, tantdét en faveur des
sensibles, tantdt en faveur des résistants, pour la germination, le
développement et la précocité de floraison, nécessitent des études
plus précises avec des populations d'autres origines, car il est
possible que, selon les régions, les résistants pulssent é&tre
décalés. Alnsi {] existe des statlons od les résistants arrivent a
coloniser, en 1’absence de la pression de sélection de l"herbicide,
de nombreux espaces libres (bords de champs, chemlns, cours de
ferme), ce que n'avaient jamais fait les biotypes sensibles. En fait,
ces comparaisons sont encore partielles et il ne semble pas possible
d’en déduire systématiquement une meilleur adaptation des sensibles
par rapport aux résistants (Gasquez et al.,1981).

L*étude morphologique n’a falt que confirmer les travaux de Weller
(1978) quant au grand polymorphisme de cette espice, qui tient proba-
blement su fait que la morelle est une plante hautement sutogame et
qui tend, par ce fait, & isoler des formes particuliéres. Certains de
ces caractéres sont pratiques pour 1l'idencification des différents
biotypes {indentstion des feuilles, - pilosité, couleur des baies
etc...}. Pour des comparaisons précises, il faudrait comparer solt
des sensibles et des résistants qui auralent le méme génotype et ne
différeraient que par la résistance, soit mettre en place des essais
portant sur de trés nombreux génotypes sensibles et résistants {chose
difficile, car on ne connalt encoere que peu de génotypes résistants).
En fait, il faudrait pouveir comparer des Individus résistants avec
des génotypes sensibles, maintenant tr2s rares, qul pré-existaient
dans la station ol est apparu le phénoméne de la résistance chloro-
plastique.
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9 CONCLUSIONS DE LA DEUXIEME PARTIE

Au terme de cette étude phéno-morphologique dans plusleurs conditions
et a différentes périodes de 1'année, nous sommes en mesupe de porter
notre chelx, premiérement, sur un "bilotope cultural” et deuxidmement, sur
deux biotypes de Solanum nigrum, un résistant et 1’autre sensible a
1*atrazine. Alnsf, nous obtiendrons le matérlel nécessaire & 1l'étude de
1'interaction des herbicides avec les membranes thylacoldales.

Notre choix est le sulvant:

1* la culture en serre tempérée de mars A fin septembre (sept mois),
offrant les avantages sulvants.

- {niciacion raplde de la culture
- hauteur élevée des plantes et nombre de feullles élevé

- croissance rapide

2¢ les bloetypes R- et 5/n/CH, car leur phénolegie est bien différenciée
l'une par rapport & l'autre (Tab.7}. Ce comportement nous est utile
a plusieurs titres. Nous commencerons toujours & travalller avec le
biotype précoce (5/n/CH} pour contlnuer avec le résistant, plus
tardif, qul entre-temps, aura atteint un stade phénologique proche- de
celul du sensfible lorsque nous 1'avons utlilisé, bilen que d’age
différent. D'autre part, leur morphologle trés différente (Tab.VII)
.empéche toute confuslon lors de la récelte des feuilles. Finslement,
paur le renouvellement du stock grainier, nous diminuons le risque
d'une fécondation inter-biotype pulsque la floralson des deux
biotypes est décalée dans le temps.

BIOTYPES

CARACTERES S/n/CH R/n/CH
croissance rapide lente
taille ’ " petite élevée
ramifications nombreuses peu ncmbreuses
pilosicé faible élevée
feullles petites grandes
découpure follaire - T
floraison précace tardive
nb de gralnes/fruit élevée failble
"fitness” + ' -

Tab. VII: Résumé des différents caractéres des deux blotypes suisses
comparés deux & deux.
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COMPOSITION ET STRUCTURE
LIPIDIQUE DES MEMBRANES
THYLACOIDALES DE SOLANUM

NIGRUM L. |



".., et tout en sachant bien qu’on connait un
arbre que par l'éctude minutieuse des racines
et des branches, nous pensons qu’'il est
utile, quelquefois, de tracer des voies
provisoires dans les confuses foréts.”

Paul Hazard
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1 INTRODUGCTION

Les protéines correspondent & 60X du polds sec des membranes thyla-
coidales, les 40X restants consistent en lipides polalres et en pigments.
La fraction protéinique est principalement constituée de troils types de
. complexes protéo-chlorophylliens. Outre les complexes chlorophylles a
photochimiquement actifs qui constituent le photosystéme I (PS5 I), et le
photosystéme I1 (PS II), on trouve le complexe protélne-chlorophylles a/b
cu "light harveeting complex protein™ (IHCP) photochimiquement non actif.
La fraction lipidique consiste approximativement en 70% de lipides
polaires et 30X de lipides neutres et pigments (Quion & Williams, 1983).
Les pigments comprennent les chlorophylles (& et b) et les caroténoides
{p-caroténe, lutéine, violaxanthine et néoxanthine}. Les chlorophylles
forment des antennes collectrices de photons au sein des PS I, PS II et
LHCP. Les caroténcides, outre leur réle de collecteur d’énergie lumineu-

e, forment un écran protecteur des chalorophylles contre une photooxyda-
tion par 1’oxygene moléculaire et ceci, principalement au sein des LHCP
(Thornber et al., 1987). Les lipides polaires, quant & eux, maintiennent
la conformation et l’orientation appropriée des protélnes ou compexes
protéiniques qui ne peuvent exprimer leur fonction optimale que dans un
environement lipidique étroltement défini du peint de vue de sa composi-
tion et de sa distribution (Horvath et al., 1986; Thomas et al., 1986,
Huner et al., 1987; Caldwell, 1987; Caldwell & Whitmsan, 1987; Eckert et
al., 1987; Hoshina & Itoh, 1987; Siegenthaler et al., 1987, Siefermann-
Harms et al., 1987, Rawyler & Siegenthaler, 198%a et Siegenthaler et al.,
1989).

2 BUT DE LA TROISIEME PARTIE

L'environnement contraint les plantes & s’adapter en permanence &ux
conditfons du biotope, Aussl le processus de la croissance est-il
directement 1lié & celul de l‘adaptation. Pour ce faire, les plantea ont
développé plusieurs propriétés, dont celle de moduler la composition
alnsi que la structure de leurs diverses membranes (Harwood, 1984). Dutre
les deux conditlons extérieures déterminantes que sont la lumiére
(quancité et qualité) {Lichltenthaler, 1981; Davies et al., 1986; Pearcy
et al., 1986 et Jansen et al., 1989) et la température {(Chapman et
al., 1982, Vigh et al., 1985a; Lyach et al., 1987; Norman & S5t. John,
1987; HAenpAad et al., 1988 et Johnson & Williams; 1989), i1l y a d'autres
conditions meins essentielles telles que le photopériodisme (Bervaes et
al, 1987) 1’alternance des températures (Ketchie et al., 1987), les
caractéres édaphiques et hydriques {Kulshreshta et al., 1987; Reuvenil et
al., 1987 et Ort & Bsker, 1988). Une mutstion peut également conférer su
mutant une adaptation qui lui est spécifique (Browse et al., 1986;
MeCourt et al., 1987 et Kunst et al., 1989).

Dans cette troisiéme partie, nous counsidérerons certains aspects
physico-chimiques des membranes des biotypes sensible et résistant a
l'atrazine de 5. nigrum des points de vue compositiommel et structural
en les ayant dalibérément séparés de 1’aspect fonctionel, que nous
traiterons dans la quatriéme partie. Cette troisiéme partie devrait nous
informer sur la possible adaptation de la phase lipique du mutant
résistant par rapport au biotype sensible.
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3 MATERIEL ET METHODES
3.1 até ue

Toutes les expériences décrites dans cette troisléme partie ont été
réalisées sur des fractions cellulaires isolées de Solanum nigrum L.
sensible et résistante 4 1'atrazine {voir la deuxléme partie du présent
mémoire concernant les conditlons de culture et 1'dge du matériel
biologique). Par souci de clarté nous ne mentionnerona plus ces deux
biotypes par la nomenclature établie précédemment §5/n/CH et R/n/CH mals
plus simplement par S5 pour le blotype sensible et R pour le résistant
puisque nous ne considérerons plus que ces 2 blotypes dans la suite de
notre étude. :

3.2 solement de emb ral th ojdale

Bien que I'objectif de cette troisiéme partie soit de caractériser de
manlére qualitative et quantitative la phase lipldique des membranes
thylacoidales des morelles § et R, nous nous sommes e¢fforcés de ne
travailler qu’avec des membranes dont les activités du flux électronique
sont préservées, En effet, des membranes dépourvues de telles activités
n'intéressent que peu le physiologiste. Nous isolerons donc les thyla-
coides par centrifugation différentielle, méthode qui combine Iles
avantages de la rapidité, d’'un rendement de L'activité photosynthétique
élevé et moyennant au minimum deux lavages, d'un extralt de membranes
thylacoidales d‘une bonne pureté.

La technique :

Les différentes étapes de la préparation des membranes thylacoidales
sont effectudes le plus rapidement possible et A basse température (4°C),
afin d'éviter un vieillissement trop raplde du matériel blologique,

Les feullles (120 a4 150 g), rincées & l'eau déionisée, ont passé une
nuit & l‘obscurité & 4°C, afin d'épuiser leurs réserves d'amidon. Elles
sont empllées les unes sur les asutres, coupées aux ciseaux en fines
lamelles et immergées immédiatement dans le milieu de broyage (300 ml).
On prendra soin de ne pas découper la nervure principale des feuilles,
qui sera éliminéde plus tard. La composition du milieu de broyage est la
suivante: Sorbitol 400 mM; MOPS 50 mM, pH 7.5; MgCl, 2 mM. Les tissus
sont homogénéisés & 1'aide d'un pilon dans un mortier. Ce broyage, rela-
tivement long (3 & 5 min) mais doux, semble &tre nécessalre pour 1‘obten-
tion de structures thylacoidales fonctionnelies, L'homogénat est ensuite
rapidement filtré & travers 6 couches de gaze puls deux couches de tissu
4 bluter. Le filtrat est centrifugé & 1500 x g (rotor §5-34, Sorvall RC-
5B) pendant 1 min, temps d‘accélération et de décélérstion non compris
(ies centrifugations suivantes seront toujours effectuées avec le méme
rotor), Cette centrifugation permet d'obtenir un premier culot de
chloroplastes brues, le surnageant ayant été -éliminé par aspiration. Le
culot des différents tubes est resuspendu 4 }'aide d'une pipette en verre
de 10 ml par aspiration et refoulement de quelques ml de milieu de
broyage. Les culots sont rassemblés dans deux tubes, complétés chacun &
38 ml avec du milleu de broyage. La suspensicn de chloroplastes bruts est
alors centrifugée (1500 x g, 2 min). Cette étape constitue un premier
lavage des chloroplastes. Aprés aspiration des surnageants, les culots
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sont resuspendus dans quelques ml de milieu d'éclatement: 1 vol de milieu
de broyage pour 9 vol d’eau délenisée. Les tubes sont complétés & 38 ml
avec le méme milieu et centrifugés (1500 x g, 3 min). Cette étape permet
d'obtenir un culet de membranes thylacoidales, le choc osmotique ayant
bricé 1'enveloppe des chloroplastes. Aprés asplration des surnageants,
les culots sont resuspendus dans quelques ml de milieu de broyage et
rassemblés dans un seul tube, complété a 38 ml avec le méme milleu. Un
dernier lavage par centrifugation (1500 x g, 2 min) permet d'obtenir des
membranes thylacoidales d‘une bonne pureté. Aprés asplration du surnage-
ant, le culot est resuspendu & 1 mg Chl/ml dans du milieu de broyage.

3.3 age de ére e rotéine mem
thylacoidales .

3.3.1 Dosage deé pigments

Les chlorophylles (Chl) totales sont estimées par la méthode de
Bruinsma (1961). 50 ul de suspenslon de thylacoldes sont ajoutés & 10 ml
d’'acétone 807 . La solutlon est vigoureusement agitée puls filtrée sur
‘papler Whatman. L’absorbance & 632 um est lue contre une référence
contenant de l'acétone 80% . La valeur mesurée est multipliée par un
facceur de 5.55 pour donner la concentration en chlerophylles {(mg/ml)
dans la suspension.

Les concentraCions en chlorephylles a, b et des caroténofdes (carot)
dans la suspensien sont estimées par la méthode de MacKinney (1941) et
exprimées en mg/ml

[Chl a ] - (2.543 % A) - (0.517 x Ay

1.

2. [Chl b] = (4.576 x A,,) - (0.934 x A,)

3. [carot] = Ay - (2.973 R Agy) + (D.568 x Ayy)
4, [Chl tocales] = (1.609 x Ayy) + (4.059 x Ay)

3.3.2 Dosage des protéines

La quantité de protéines totales est estimée par la méthode de Lowry,
modifiée psar Markwell et al. (1981). La BSA est utilisée comme protéine
de référence :

Un échantillon membranaire contenant moins de 100 pg de protélnes est
ajusté & 1 wl. Trels ml d'un réactlf composé de 2 solutions en propor-
ticens volumiques 100+1 sont ajourés. La premidre solution contlent 2% de
Na,C0,, 0.4% de NaODH, 0.16X% de tartrate de Na, 1% de SDS [p/v] et la
secende 4% de CuS0, x 5H,0. Aprés une agitatlon et une incubation de 10
min, 300 pl de réactif de Folln dilué 2 fols avec H,0 sont ajoutés.
L'absorbance 4 750 nm est lue aprés 45 min contre un "blanc” composé de
1l'ensemble des réactifs & 1'exception des protélnes.



102

Il est & noter qu'il existe plusieurs méthodes de dosage des
- protéines. La méthode de Lowry est relativement longue mails procure une
haute reproductibilité et une bonne stabilité, contrairement a d’sutres
techniques (Eze & Dumbroff, 1982),

.4 I e 8 ide
3.4.1 Extraction des lipides

L'extraction des lipides fait appel & une modification de la méthode
de Bligh & Dycer (1959). A une suspension aqueuse de fractloo membranalre
(1-2 ml), dont la- teneur en Chl est connue (pas pluz de 2 mg Chl/ml), -est
ajouté entre 1.8 et 3.6 m) du mélange CHC1,/CH,OH (33:37, v/v). On prendra
garde de respecter un rapport entre la phase chloroforme-methanol et la
rhase -aqueuse de 1,8 . Cette méthode permet une séparation de phase
optimale des deux liquides. Aprés une agitation énergique, une centri-
fugation (2000 x g, 5 min) permet de séparer l'hypophase chloreformique,
contenant lipides acylés et pigments, de 1'épiphase hydrealcoolique
parfaitement limpide, cette dernitre étant asplrée avec une trompe &
vide. D&s l'obtention de la phase chloreoformique verte foncée, il est
nécessaire de la protéger contre la lumiére directe et 1'oxygéne afin

~dréviter la photedestruction des pigments et 1'oxydation des lipides. On
conservera donc l'extralt lipidique & 1'cbscurité et sous atmosphére de
N,.

L'analyse de routine des lipldes thylacoidaux est effectuée de la
fagon sulvante

Une paftie aliquote (L00O ul) de 1'extralt lipidique total est
destinée, aprés transméthylation des acyl-lipides, & l'étude des
acides gras méthylés par chromatographle en phase gazeuse (GG). Une
.seconde parcie aliquote (400 ul), prélevée avec unc microseringue
Hamilton (type 700), est destinée & wne analyse par chromatographie
sur couche mince. . :

3.4.2 Chromatographie en couche nince

Des aliquots de 1'extrait lipidique tetal sont déposés sur des
plaques de verre {20 x 5 cm) recouvertes d'une couche mince de gel de
silice (silicagel type 60 sans indicateur flucrescent, MERCK). L'applica-
tion de ces échantillens se fait sous forme d’une mince bande (30 x 2 mm)
déposée par une microseringue Hamllton gréce & un appareil congu pour le
dépot automatique, le Linomat 1II (CAMAG, Mutenz, Suisse). Les voelumes
sulvants seront déposés sur les plagues lors des.analyses de routine:

- 100 ul destinés 4 un "charring” (volr ci-dessous).
< 100 ul . deatinés & 1'analyse des acides gras des galactellpides,
- 200 ul destinés &4 1'analyse des acldes gras des phospholipides

et du sulfolipide.



103

Lesdites plaques sont ensulte placées dans une cuve de chromatogra-
phie et développées dans le mélange acétene / benzéne / eau (91:30:8),
qui permet la séparation de tous les lipides pelaires, bien que le SQDG
reste trés proche du DGDG er que le "spot" du PG soit étalé. Aprés le
développement, les plaques sont sdchdes et les lipides sont idencifids
aprés pulvérisation de réactifs, soit:

- une selution de primuline (0.1% dans acétene/eau, 80:20, ﬁ/v; Wright,
1971}, qui pefmet d'identifier les lipides sous rayons UV (323 nm).

- une solution destructrice (H,80,, 35X dans CH,CH,OH/H,0, 1:1, v/v) est
utilisée lorsque la récupération ultérieure des lipides n'est pas
nécessaire, Tous les compesés organiques sont mis en évidence aprés
chauffage avec un séchoir jusqu'a carbonisation totale de ia matiére
organique (="charring").

3.4.3 Trangsestérification des lipides

Les zones de silice contenant les Iipides sont grattées & 1'aide
d’une lame de raseir sur du papier calque, et récupérées dans des tubes
SVL (10 ml). Une quantité connue d'acide béhénique (C,,), qui sert de
standard interne, est ajouté a4 chaque tube., La quantité de €., &4 ajouter
est approximativement de un tiers de 1a quantité de lipides 2 analyser
(errv. 15-60 nmoles par tube). Du méthanol déoxygénéd (1.1 ml) par
barbotage d'azote et centenant 5% (v/v) d’acide sulfurique est ajoutsé.
Le tube est fermé sous azote et placé dans un bloc chauffant & 85-95 *C,
pendant 1 h, Aprés refreidissement, 2 ml de pentane et 2 ml d’eau sont
ajoutés, Le tube est vigoureusement agité {(émulsion) puis centrifugé pour
séparer ies 2 phases. L'épiphase conutenant les méfhylesters est prélevée
puis séchée sous azate, Ceux-cl sont repris dans un minimum d'hexane
(100-200 pl).

3.4.4 Chromategraphie en phase gazeuse

- Appareil : Perkin Elmer (modéle 900) équipé de détecteurs &

ionisation de flamme (FIO).
.- Colonne : 180 cm de Iengueur, 1,5'mm de diamétre, renfermant
3% de diéthyléneglycol-succinate sur Chromosorb G
(AW-DHCS) .
- Température : 1), isothermie 4 160 °C
2) Proegramme 3 min & 160 °G puis la température

est portée, A raison de 24°C/min, jusqu’a
180°C, température qui est maintenue jusgu’a
la sortie compléte du C,.

Les méthylesters sont éiués par un flux d’ezote (30 mi/min), mesuré a la
sortie & 160 °C.
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L'idencité des méthylesters est obtenue par comparaison de leur temps de
rétention avec ceux de substances de référence.

La gquantification se falt par comparaison de la surface des ples avec
celle du standaxrd intermne.

3.4.5 bosage des phospholipides par le phosphate

La méthode utilisde dérive de celle de Rouser et al. (1970). les
zones de silice contenant les phaspholipides & doser sont prattées i la
lame de rasolir dans des tubes & essal préalablement lavés & 1'acide
chromique. 200 pl de HCLO, 702 sont ajoutés et les tubes sont couverts
par une bille de verre. Aprés chauffage & 200 °"C pendant lh et refreidis-
sement, 670 pl d'HO sont ajoutés et les tubes sont agités. 270 pul
d'amonium de molybdate 1.25X% sont ajoutés, avant d'agiter une nouvelle
fois les tubes. 270 pl d'aclde ascorbique 5%, préparé fraichement, sont
ajoutés et tous les tubes, aprés agitation, sont plongés simultanément
dans un bain-marie & 100°C pendant 5 min. Aprés une centrifugation (200
X g, 5 min) permettant de sédimenter la silice, 1’absorbance & 820 nm est
déterminée contre un "blanc" (tous les réactifs et la silice, wals sans
les lipides}. La quantitéd en nmoles de phosphate, denc de phospholipides
est donnde par la formule

nmoles de PL = 49.8 x A,

Cette formule est obtenue & 1'aide d’'une courbe de calibration qui donone
1'absorbance & 820 nm en fonction de la quantité de KHPO, (nmoles).

3.4.6 Dosage des galactolipides par le galactose

Cette méthode est essentiellement basée sur celle de Dubnis er al.
{1956}): La silice contenant les glycolipides est déposée dans des tubes
4 essai. &00 gyl de phénol 1.67% agueux, puls 2 wl de H,50, concentré
{injectés brusquement pour produire une forte é&lévation de la tempé-
rature) sont ajoutés et l'ensemble est agité. Une fois la température
dans les tubes redescendue, ceux-ci sont centrifugés (2000 x g, 5 min)
et 1'absorbance du surnageant est déterminée & 485 nm. La quantité en
nmoles de galactose est donnée par la formule :

nmnoles de galactose = 224 x A,

Cette valeur est ensulte divisée par 2 pour obtenir les nmoles de
digalactolipide et multipliée par (.74 pour obtenlr les nmoles de
sulfolipides tepant compte ainsi de la différence de réactivité du
sulfoquinese. La .cocurbe étalon est obtenue par régression lindaire de
1'absorbance 4 485 nm exprimée en fonction de La quantité de galactose
(nmoles),

n.b. La sillice donne un signal & 4B5 nm proportionnel &4 la surface
grattée, Il est ainsi conseillé de retrancher & la valeur des
échantillons celle correspondant & une surface équivalente de
silice.
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3.5 Détermination de la densjté superfic de charge et calculs

des potentiels et des pH de surface des membranes thylacoidales

La charge négative des membranes thylacoidales, a4 pH physielogique,
est essentiellement due aux protéines, les lipides anioniques ne jouant
qu’un rdle mineur. L'analyse d'une surface portant des charges uniformé-
ment réparties est possible griace a la théorie de Gouy-Chapman. L'exist-
ence d'une charge négative nette & la surface des thylaceides engendre
un potentizl électrique dans la couche aqueuse imnédistement adjacente
4 cette surface. ¢,, est défini comme étant le potentiel électrique i la
surface membranaire. La relation entre la densité superficielle de charge
o et le potentiel électrique ¢, s'établit ainsi (Barber, 1980)

o = 2RTe e, {Ci }"? sinh (ZiFg/2RT) (L)
avec ! o en C/m® et @, en mV
R . = constante des gaz parfaits
T = température {°K}
€ = permittivité abselue du vide
€, = permittivité relative de 1’eau
Cig = concentration molaire de 1'ien 4 1'infini
2i = charge da 1l'ien i
F = constante de Faraday

Principe

Expérimentalement, 1la détermination de la charge de surface est
réalisée au moyen de la sonde métachromatique safranine (chlorure de 3,7-
diamine-2,8-diméthyl-5-phénylphénazinium), Ses propriétés étant décrites
ailleurs (Rawyler & Siegenthaler, 1%89b), nous ne ferons ici qu'un bref
rappel de son mode d’action. Ce composé peorte & pH neutre une charge
nette posi{tive et sera par conséquent attiré électrostatiquement par la
charge nette négative des thylacoides. Lorsque la safranine est con-
centrée 4 1’interface membranaire, formant ainsi des di- ou multiméres,
son abseorbance diminue (phénoméne de "stacking”). Si des ions sont
ajoutés dans le milieu ou baignent les membranes, ceux-ci déplacent la
safranine de la couche diffuse vers le milieu ambiant, prevequant une
réaugmentation de l'absorbance 4 520 nm, I1 est a noter que d’autres

- sondes sont couramment employées, p.ex., la sonde fluorescente 9-amine-
acridine (Chow et Barber, 1980) dont le comportement électrostatique est
tout-a-fait comparable & celui de la safranine,

Pratique

Des membranas thylaceidales (50 ug} sont Suspendues dans un milieu (2
ml) pduvre en cations (0.3 M sorbitel, 5 uM DCMU, 1 mM MOPS/KOH pH 7.6
et 25 pM safranine). Les cations divalents du milieu sont chélarés par
de 1'EDTA et 1'absorbance maximale A, (520-552 nm) est obtenue en
ajoutant une ceomncentration saturante de cations divalents (65 mM de
MgCl,) qui déplacent la totalité de la safranine dans le milieu ambiant..
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La différence d’absgorbance 520-552 nm est mesurée, 552 nm étant le point
isesbestique de la safranine dans ces conditiens, avec un spectrophote-
mdtre de type Aminco DW-2a, réplé en mode "dual”. Les membranes thyla-
coidales sent titrées par des cencentratiens variables de cations mono-
ou divalents (K* ou MV®'). Les cencentrations de cations menevalent et
divalent qui denment un méme rappert d'abseorbance A/A_, permettent
d’estimer ¢ (Fig. 4). En effet, on peut considérer que peur des rappert
A/A.. identiques, .les potentiels ¢, sent égaux. La relatien (1) permec,
en éliminant ¢,, d'établir 1l'équatien sulvante (Chow & Barber, 1980):

o = - [3.864 x 10° (C*2-4C7Cm)fC" )" {2)

les cencentratiens réelles des cetions mene- (C') et divalent {C") dans
la solutien sont exprimées en mM et o est exprimée en C/m’

Selen ces mémes auteurs, on peut également calculer ¢, de la manitre
suivante:

[C'? + 16C"® + BC'C" + (4C"c%/AD)]

" ¢, = RT/F argeesh
4cn

Par définition, pour u 2 1, en & : argcosh u = In (u + Ju*-1)

- pH de_surface (Barbher, 19B2)
S81 un potentiel 'de surface existe & la surface d'une membrane, alors

le pH de surface est différent du pH du milieu amblant, Le pH, de surface
est calculé a partir de ¢, et pH, .

pH, = ply + (Fé, / 2.3RT)

A 20 *C :pH, = pH. + 0.016Bg,

- gﬁggng;acion dec jons & la surface megbranajre (Barber, 19B2)
La probabilité de treuver un ion i en un peint particulier, éleigné

d'une distance x de la surface membranaire, est donnée par le fermule
sulvante

_Cl, = citZFéem

A 20 °C et & la surface de la membrane, cette fermule devient :

Ci, - Ci. tobofTaag
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3.6 Local on trangversale de és de embran

thylacojdales

Afin d’obtenir des informations sur la localisation des lipides dans
lz membranes thylacoidales, nous avons utilisé la méthode de la lipolyse
enzymatique. Lorsque les thylacoides sont Intacts, la dégradation des
lipides sous 1l'action des lipases (LRa, PLA,) est limitée aux lipides
localisés dans le feuillet externe de la membranes thylacoidales, pour
autant que la température soit maintenue relativement basse (2-4°C). Dans
ce cas, aucune lyse des thylaccides et aucun mouvement transmembranaire
des molécules lipidiques ne devrait apparaitre (Siegenthaler, 1982).
Ainsi, connaissant la quantité totale de lipides membranaires, il est
possible par dégradation solt des phospho-, soit des galactolipides de
la monocouche  externe de la membrane thylacoidale, de®calculer 1la
répartition transmembranaire des lipides. .

3.6.1 Localisation transversale du phosphatidylglycérol et de
la phosphatidylcheline.

Nous utiliserons la phosphelipase A, de pancréas de porc (PLA,), EC
3.1.1.4, (SIGMA) sans autre purificactlon, Cette enzyme hydrolyse 1la
liaison ester des phospheolipides en position sn,, engendrant ainsi un 2-
lysolipide et un aclide gras. Cette étude a été inspirée directement des
travaux de Siegenthaler et aI. (1989). T

L'incubation des membranes thylacoidales (1 mg/Chl) avec la phospho-
lipase A, est effectuée & 1'obscurité & 20°C dans le milieu suivant
Sorbitel 300 mM; Tricine/KOH {pH 7.8) 50 mM; NaCl 35 mM; C€aCl, 1 mM et
PLA, 7 U/mg Chl. Aprés prélévement d'un échantillon contrdle au temps
zéro, la lipase est ajoutée & la suspension qui est agitée pendant toute
la périede d'incubation. Des allquots (576 ul) de l'incubation sont
prélevés aux intervalles de temps désirés et ajoutés & 1 ml CHCL,/CHOH
{53:37, v/v) et 10 pl EGTA 250 mM, pH 7.8, servant A& garantir wune
inhibition total de la PLA,. La concentration en Chl est déterminée pour
chaque extrait lipidique total et sert de standard interne. Un aliquot
(90 ul) de chaque extrait lipidique est soumls 4 une chromatographie en
couche mince, Les plaques sont développées dans le solvant acétone/tolu-
éne/méthancl fean (90:25:7:12), séchées, puis révélées par "charring”

. (voir 3.4.2). Les différents spots des PG et PC de chaque extrait
lipidique sont grattés dans des tubes 4 essal et leur contenu en
phosphate déterminé (voir 3.4.5). .

3.6.2 Localisation transversale du nonogala'cto.s;yldia(_:yglycérol
et du digalaccesyldiacylglycérol

Nous utiliserons la lipase de Rhizopus arrhizus (LRa}, EC 3.1.1.3,
(BOEHRINGER, Mannheim, FRG) sans autre purification. Cette lipase
hydrolyse la liaison ester des galactolipides en position sn,, engendrant
ainsi un l-lysolipide et un acide gras. Cette étude a été inspirée
directement des travaux de Rawyler & Siegenthaler (1985). L'enzyme est
diluée dans le miliew d’incubation désivé, de fagon a obrenir une
selution stock contenant 1.5 U/ul.
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La solutlon de membranes thylacoidales (0.5 mg/ml} est prélncubée
pendant 15 min & 20°C dans le milleu cholsl afin que le degré d'accole-
ment des thylacoldes solt stabllisé avec la force lonique choisle (volr
Tab. IX). La suspension est selt maintenue a 20°C, solt amenéde a 2°C.
Aprés prélévement d'un échantillon contréle au temps zéroa, la llpase est
ajoutée (30 U/mg Chl) & la suspension qul est constamment agltée et
maintenue a l‘obscuricé. Des allquots (560 ul) de la suspension sont
prélevés aux Intervealles de temps désirés et les lipldes extralts avec
1 nl de CHC1/CHOH (53:37, v/v). La concentration en Chl est déterminée
pour chaque extralt lipidique teotal et sert de standard interne. Un
aliquet (%90 ul) de chaque extralt lipldique est soumls A une chromate-
graphie en couche mince. lLes plaques sont développées dans le solvant
chloroforme/méthanol/aclde acétique/eau (B5:15:10:3), séchées bridvement,
puls révélées a 1'lode. Les différents spots des MGDG et DGDG de chaque
extrait lipidique sont grattés dans des tubes A essal et leur contenu
en galactase est déterminé (volr 3 .4.8),

3.7 Stimulation de ls fluore ce es ons

Principe

La forme sigmoidale des courbes d’induction de la fluorescence par la
lumiére est associée & un certain degré de connectlen entre les unités
PS5 I1, qui peuvent ainsi échanger leur énergle. En 1'sbsence de catlons,
la fluorescence variable et par conséquent la fluorescence maximale, sont
toutes deux fortement rédultes. Murata (1969) a suggéré que cet effer est
assoclé A& une augmentation de la probabllité de transfert d'émergle du
P$ I1 vers le PS I. Plus préclsément, ce transfert se feralt du complexe
PS 1I/LHCP vers le PS I. Le Hg®* contradleralt 1‘étroltesse du couplage
entre les unités PS 11 et les LHCP et la tallle des domalnes occupés par
les unités PS II interconnectées, Alnsi, a faible concentration lonique,
les unités PS 11 seralent falblement connectées et groupdes en larges
domaines alors qu'en présence de Mg®*, 11 se formeralt des unités
fortement connectées mals de taille restrelnte (pour une revue, Krause
& Wels, 1984},

Technique

Nous avons isolé les membranes thylacoidales a partir de feuwilles de
Morelles S et R (volr 3*™ partie § 3.2). Les thylacoides sont ajustés a
la concentration de 10 pg Chl/ml dens un milieu pauvre en cations (HS},
composé de: Sorbltol 300 mM; MOPS 50 mM, pH 7.6: NaCl 5 mM; 2 uM DCMU et
maintenues A 1'obscurité. La température est fixée a 20°C. Aprés 1 min
d'illuminatien, 10 mM MgCl, sent ajoutés. La fluorescence augmente puls
se stabllise aprés 0,5 a 1 min {volr la courbe cl-aprés). La présence cde
DCMU est indispensable afin de supprimer toute variatlon de la fluores-
cence assoclée A la photochimie du flux d'électrons. Cet herbicide bloque
le flux é&lectronique entre Q, et Q. En présence de lumiére, il maintient
Q, sous forme rédulte. Il en résulte, dans une condltion lonique donnée,
une émission de flueorescence qul se meintlent 4 un niveaun élevé et que
nous appelerans fluorescence de base (F,).
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Stimulation de la fluorescence par les catiems

La fluorescence est enregistrée a l'aide d'un spectrofluorimétre
Baush & Lemb. Celui.ci est éguipé d'un amplificateur "leck-in" traitant
uniquement les signaux du phatomultiplicateur arrivant en phase avec ceux
de la fréquence de référence issue du “chopper™.

Réglage standard de 1'appareil:

lumiére d’excitation : 490 = 10 nm
lumiére d’émission . 6B0 + 5 nm
amplificateur C 100 © v
enregistreur H 200 uV
power supply : 1100 v

Le demi temps de montée (T,,} de la fluorescence induite par les
cations est associé & la vitesse de réassoclation des complexes PS
II/LHCP en unités fortement comnectées. T,, est donc dépendant de 1a
fluidité membranaire (Yamamote et al., 1981). T,, peut étre medulé par
1'adjonction d'agents chimiques au milieu de suspension des membranes
thylacoidales p.ex. du chelestérol ou de 1’alcoal benzylique (Yamamota
et al., 1981; Pederson & Cax, 1984). L'augmentation de fluorescence due

aux lens divalents est réversible si de L'EDTA est ajouté pour chélater
le Mg?*.
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La fiuidité relative des membranes thylacoidales est déterminée par
la technique de mesure du "steady-state" de la polarisation de 1la
fluorescance de 1la sonde 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH), incorporée
dans les chylacoides isolés de Morelles § et R, La méthode de polarisa-
tion de fluorescence du DFH a été adaptée sux membranes chloroplastigues
par Ford & Barber (1980 et 1983) et Ford et al. (1982 et 1984).

Une solution stock de DPH (3 mM) dans du tetrahydrofurane est ajoutée
directement & une suspension de membranes thylacoidales (50 upg/ml)
jusqu’'a une concentration finale de 5 pM. Aprés une iIncubation &
1'obscurité et & température ambiante pendant 40.min, les membranes.
marquées sont centrifupées. Le surnageant est &liminé et le culot est
tesuspendu dans du milieu de broyasge (volr 3.2) & une ‘concentration
finale de 10 gg Chi/ml. La polarisation de la fluorescence est mesurée
par un spectrofluorimétre Hitachi MPF-2A équipé de polarisateurs pour la
lumisvre d'excitation (360 + 20 nm) et d'émigsion (430 £ 20 nm), Un filtre
(430 np "cut-off") est ajouté A la lumiire d'émission afin de réduire la
contribution de la lumiére diffusée. La température dans la cuvette est
maintenue constante par un thermostat muni d'un dipositif de Peltier et
contrdlé par un programme ihformatique. Les intensités de brult de fond
de la Fluorescence et de la diffusion de la lumidre des échantillons non
marqués ont été soustraltes de 1'intensité de la fludrescence totale des
échantillons marqués par le DPH. Le degré de polarisation (P} a été
calculd selon 1’expression: )

P=(l, - CIL,} / (I, + G L,) G=1,/ Ly

Iy et 1, sont les lotensités de fluorescence déterminées aux arienta-
tions verticale et horizontale, respectivement, du polarisateur de la
lumldére d'émission, lorsque le polarisareur de 1la lumlére d'excitation
est ajusté dans la position verticale. I, et I, sont les Intensités de
fluorescence déterminées aux positions verticale et horlzontale,
respectivement, du polarisateur de la lumidre d'émission, lorsque le
polarisateur de la lumiire d'excitation est ajusté horizontalement. G est
+un facteur de correction en fonction des différentes réponses des
monochromateurs de la lumiére polarisée verticalement et horizontalement,

4 RESULTATS ET DISCUSSIONS

Lfaltération de la phase lipidique peut affecter les propridtés
physigues des nembranes ainsi que les caractéristiques biochimiques des
protéines fonctionnelles lides aux systimes membranaires des organites
cellulaires. Nous avons donc cherché s5'il apparaissalt, & codté de 1la
mutation .sur le polypeptide 32 kDa des thylacoides R, des changements
plus généraux des propriétés.physico-chimiquées de ces thylacoides (p.ex.
composition en plgments, en glycérolipides et/ou en acldes gras, etc...)
et cecl par comparaison avec des thylacoides §.
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4,1 Composition en pigments des membranes thylacoidales

Les tables I et II présentent la composition en pigments des deux
bictypes. Peu de différences apparaissent dans la table I, Par contre,
la table II met en évidence des rappoarts, Chl a/b et Chl/caroténoides
environ 10% plus éleveés chez le biotype S que chez le R.

serre _extérieur

5 R 5 R

- Chl a 114 + 4 |108 £ 9 109 92

Chl b 45 t 4 47 £ 5 50 50

. caroténoides totaux | 21 1 3 22 + 2 23 23

Ch! totales 159 5 [154 ¢ & 159 | 142

| pigments totaux 180 + 4 |176 £ 5 182 165

i

Tab. I : Quantités des différents pigments des membranes thylacoidales

de §. nigrum sensible (8) et résistant {(R) & 1'atrazine
exprimées par rapport aux protéines totales (pmoles pigment /
g protéine), Pour les plantes cultivées en serre (n = 5). Les
plantes cultivées & l'extérieur ont falt 1’'objet d'une mesure

(n=1).
serre extérieur

s R 5 R

Chl a/b 2.5+0.1}2.2 £0.1) 2.2 | 1.8
Chl tot / carot tot |7.5 + 0.3[6.9 £ 0.3] 6.9 | 6.2

Tab. II : Rappert pondéraux entre pigments. Le traltement statistique est
le méme que dans la table I.

Lors de la culture des plantes, l’'irradiance affecte a la fois la
structure du chloroplaste et 1la concentration en chlorophylles.
Lichtenthaler (1981}, Davies et al. (1984 et 1986) et Pearcy et al.
(1986), quantifiérent de telles différences chez plusleurs espices
cultivées sous différentes irradiances. Les plantes croissant 4 faible
Intensité lumineuse développent une densité thylacoidale par chlercplaste
plus importante, des amas granaires de plus grande tallle, une plus
grande anternne pigmentaire, une plus forte proportion de LHCP et un
rapport Chl a/b plus faible que les plantes poussant aux fortes irradi-
ances. Lichtenthaler et al. (1982) observérent que cette derniére
propriété est corrélée & la quantité supérieure en LHCP, car ces
camplexes sont caractérisés par un faible rapport Chl 2/b. En ce qui nous
concerne, les blotypes S et R ont été cultivés aux mémes lrradlances
(volr 2" parcie). Il est intéressant de noter que certains des phéno-
ménes cités ci-dessus apparaissent également entre les biotypes S et R



112

et notamment, un rappert Chl a/b plus bas chez le mutant. DéjA en 1982,
Burke et al. observirent un rapport Chl a/b plus faible, un accroissement
de 1'accolement granaire, alnsi qu'une plus grande concentracion de LHGP
associdés au PS II chez le blotype R de Hressica campestris. De méme,
Lemoine et al. (1983), observérent les mémes tendances, ainsi gu'un plus
grand nombre de saccules par granum également chez 8. campestris
résistant 4 1'atrazine. Cecl les amens & rapprocher les blotypes R sux
plantes d'embre. En 1984, Vaughn & Duke, observérent également ces
différences chez 3 mauvaises herbes résistantes & 1'atrazine (B.
campestris, A. hybridus et C. album). Selen ces auteurs, ces altérations
semblent étre des effets secondaires diz au phénoméne de le résistance
chloroplastique, plutdt que la cause méme de cette résistance. Les difféd-
rences dans le contenu plgmentaire et dans la structure chlercplastique
des feullles du -biotype R semblent plutét étre dues 4 une adaptstion du
développement de cette plante et ne peuvent étre rappertées qu'indirecte-
ment & la modificatien du PS II (Holt & Geffner, 1985). Au sujet des
différences du Tab, II, que Vaughn (1986} a également observées, il
mentionne qu'elles sont le reflet du "facteur résistance™, plutdt que des
caractéres qul confirent la propriété de la résistance vis-h-vis de
1'atrazine.

On constste dans les Tsb. I et 11 que les écarts mentionnés ci-
dessus entre les blotypes § et R cultivés sous serre, apparalssent
également chez des plantes cultivées 4 1'extérieur. De plus, le rapport
Chl &/b des plantes "d'extérieur” est plus bas que celul des plantes de
serre. Selon Aro et al. {1987). 1la diminutien du rappert Chl a/b est
assoclé & une teneur élevée de LHCP et selon Bervaes et al., (1987), cette
diminution apparalt de maniére inversement propoertionnelle 4 1'intensité
lumineuse. Le rappert Chl tet/caroet tot est également plus petit pour
les plantes culrivées & 1’extérieur, mettant en évidence, non seulement,
une diminution du nombre des chlerophylles (blotype R) mails aussl une
sugmentation des caroténeides (biotypes § et R) dent le ¥dle prinecipal
est de protéger les plgments et les autres espéces telles que les lipides
polyinsaturés de ls photeoxidation (Quinn & Williams, 1983). Ainsi, sous
forte intensité lumineuse, la concentration des chleorophylles diminue ec
celle des csaroténoides augmente {Lichtenthaler et al. 1982;. Par
ailleurs, la présence de doses sublétales d"atrezine dans le milieu de
culture provoque une adaptstion des membranes thylacoidales semblable a
celle que 1'an rencontre chez les plantes d'ombre et/ou chez les biotypes
R cultivés sans atrazine. (Beaumont et al., 1980; Matteo et 'al., 1984,
Grenler et al.,1987 et Larache et al., 1989). Par conctre, la présence de
doses sublétales d'urées substituées (linuron, menelinuren), qui bloquent
épalement le transporc des éleccrons au niveau du PS 11, ne modifie pas
le rappoert Chl a/b wmals Induit une déficience en f-caroténe et diminue
le nowbre de saccules par granum (Milivejevic & Markovic, 1989).

En rapport avec la 2*™ partie, il existe une relation entre la
quantité de chlorophylles et la blowasse foliaire, c’est-a-dire qu'une
quancicé importente de Chl est corrélée A une Ilmporcante biomasse
follalire {(Gratanl & Fiorentino, 1986j). Alnsl, 11 se pourralt que la
petite différence de concentratien des chlerophylles tetales entre § et
R {(Tab. II) soit le reflet du faible décart du rapport: poids sec des
feuilles / surface foliaire (2" partie, Fig. 14, blotypes S/n/CH et
R/n/CH).



113

‘Al -qQwl np sanerus gop enbiydeab ueijwjusspadsn

=
o Jd  acns
oF
O
0E;
—/
Obr InvESTSH
]
OStarL mosns
oG

'1IT ‘g%l np winasIva wsp @nbiydead uoyywjusspaday

9d

9090 905K

o Jd 9005 94 9090 909W

L

oF

P —
ANYISISH

vir -

ar THTLIS

008 X (143 Bu ;

-

43
1

ror

05

9

[ owu)

Zz

1

-3¢

-btd

1 SRoURTIpdXe ¥ Wp
s5Tq WY ans FRINO1eS $39 Jue wadij.ajaeny B TANEIOT
gep1dIT #sp 3uwzaned us espuildxa 3se weptdil wD
S2ERETO WAJU#API JIP BAP ueTiaodoad w1 -surzeayw, T ® (H)
03UEISTSHI 39 (S) ATATEUSS SHITAION Op SOTRPIOINTAYI
1y F1 T sap epTd ] To192ATE us uoT3 180uNeD

§'0 F T D F1 od
1 ¥ st % F It oabs
[ ) T ¥ese ™
€ F Lz € F e 5054
T ¥ s £ % 9% P o]
x lom 3 o= S3ALdITOYIIATS
-] 3
'EAOUSTIPANY ¥ O 35w W1 Ins SITOITHI
339 3uc sadAl-§31E09 B9  -soURIqWaE  gap SOTW3I0Y
¥oT1AUdoteTyD XNe 3306dul 3%d S29uiidxe Isa woplidil 20
sasER[Y SajuIIRIITE 9P F3fjvenb e sutzmaje,T w {(d)
@3us1eTel 33 {§) STATFUIS BITTIIOU $8p SA|eploTETAYI
sBUTIqUaW sep aFp1dT 101924 5 us ugtyTEedued :II1 "GRL
" G%€ ¥ rOIC PLL ¥ FBSZ TYLOL
9% 8T 5 3T od
ST I B9y *8 ¥ 982 onbs
9L F 6L LB ¥ OVZ D
¥L ¥ 00& BL ¥ 619 o070
€6 F L0391 6L ¥ 81T oubr
190 be/Touu o B/ (ouu S30Td ITDUIDRTS
-] 5




114

4.2  Co on des £S5 mel es ¢ jdale

L'étude des lipides thylacoidaux mentre la présence de cing classes
de glycérolipides (Tab. 1II et IV et Figs 1 et 2). Deux classes sont, du
point de vue quantitatif, majeures: {1 s'agit des monogalactosyldiseyl-
glycérol (MGDG) et digslactosyldiacylglycérol (DGDG), qui constituent
ensenble env., 30% des 1lipides totaux des membranes. Les trois classes de
lipides restantes constituent les lipides ionlques: le sulfolipide ou
sulfoquinovosyldlacylglycérel (SQDG), qui est épalement un glycolipide,
et les phospholipides, phosphatidylglycérol (PG) et phosphacidylcholine
(PC). Les SQDG et PG portent une charge négative et constituent env. 20%
des lipides totaux des membranes. La PC, zwitterionique, n'est présente
qu’en faible concentracion {au max 2%), et sa présence intrinséque dans
les membranes thylaccidales a du reste été mise en doute (Dorme et al.,
1990). Le phosphatidylinositel peut également apperaltre mais, dans ce
cag, 11 semble que ce soit les conséquences réelles de contaminations
dues aux enveloppes (Rawyler, communications personnelles).

Sur la base des chlorophylles totsales et pour tous les lipides (Tab.
1II et Fig. 1), les membraves thylacoidseles du biotype R contiennent
davantage de liplides (entre 10 et 40% selon les classes de lipides) que
celles du biotype 8. Ainsi, la teneur en lipides totaux des membranes
thylacoidales du blotype R est de 17% supérieure & celle des membranes
du biotype 5. Burke et al.(19B2) constatent &galement une différence de
méme ordre de grandeur chez la navette (Brassica campestris) résistante
& 1'atrazine. Cette observation renforce les études de¢ Vaughn & Duke
(1984) qui mirent en évidence un plus grand nembre de thylaceides per
grenum chez le blotype R de Brassica campestris, Chenopodium album et
Amaranthus hybridus., Par contre, chez Conyza canadensis résistant a
l’'atrazine, Lehoczki et al. (1984) cobservirent une réduction marquée du
contenu en galactolipides et plus perticuli2rement en DGDG;, ce qui permit
4 ces auteurs de conclure que les altérations du contenu lipidique
peuvent contribuer au phénoméne de la résistance chloreplastigue chez €.
canadensis.

Bien que plus de lipides soient nécessaires pour construire une plus
grande masse de membranes thylacoldales chez le blotype R, les propor-
tions des différentes classes de iipides (en molX) des 2 blotypes est
simileire (Tab, IV et Fig. 2). Ces résultats sont en accord avec les
travaux de Pillal et al. {1981); Burke ecr &l. (1982); de Lemoine et al.
(1983) et Chapman et al. (1985), parmi eux, quelques auteurs (Pillal &
St.John, 1981 et Chapman at al., 1985) mirent en évidence un rapporec
MGDG/DGDG supérieur chez les bilotypes R. A 1'instar de Burke et al.
{1982), nous n'avons pas ocbservé de différence dans les valeurs de ce
rapport (2.3 chez S et R). Par contre, on observe un enrichissement des
membranes R en SQDG, la différence de concentration du sulfolipide entre
les blotypes S et R étant significativement plus marquée que dans les
autres clagsses lipidiques. D'une manidre plus globale, les membranes
résistantes sont enrichles en lipides ianiques, les rapports {MGDG+DGDG)
/ (SQDG+PG+PC) étant de 3.8 et 3.0 pour S et R, respectivement. Cette
observation est en accord avec Burke et al. (1982), Lemoine el al,
{1983}, Vaughn & Duke (19B4) et Vaughn {1986) qui propesent un enrichis-
sement membrsnaire des grana des chleroplastes R. Elle est aussi en
accord avec Murphy (1986a), Li et al, (198%s) et Sigrist et al. (1988)
qui proposent que les phospholipides et le sulfolipide sent



MORELLE SERSIBLE {mall)

16:=0 16:1 l6f1(3t) 16:2 16:1 18:1 18:2 18:3 [1:38
MCDG 3.2:0.1  0.720.1 ---—- 1.6+0.1 23.920.5 2.2x0.1  6.330.6 2.120.9 2.77:x0.01
GG 14.1%1.4 1.840.6 5.040.2 3.2x0.2 §.2+0.4 69.921.8 2,4220.04
‘PG 14.320.6 2.5:1.0  35.4%2.5 T 4.111.9  9.321.0 20.1:Q.5 14.4%0.9 1.08#0.05
5QDG il B812.0 4.941.6  ----=-  —e—-- 5.4014.5 7.0t1.6 B.7*0.4 30.511.6 1.35:0.04
TOTAL 8.2%0.2 0.30,1 2,720,) 1.320.2 17.920.4 2.520.1 8.2:0.4 59.1%0.5 2,5320.04

MOGRELLE RESISTANTE (moll)

1619 16:1 16:1{3%) 16:2 1633 18:1 18:2 18:3 DBEI
;GDG 2.1#%0.2 0.5:0.1  --——- 1.010.‘1 A1.2+0.9 1.520.2 31.5208.2 60.210.? 2,8540.01
DGDG  13.30.%  1.420.2 ———— - $.3:0.8 2.0%0.31 4.3:0.1 74.320.85 2.5420.09
PG 10.920. & 1.320.2 40.2490.3 T . 2,620,2 6.780.1  21.246.3 17.2#0,2 1.1420.01
5QDG  4%.2:1.8  1.6%0.€ B B 4.420.5  4.2%0.3  7.2:0.4 J2,4:2.5 1.3320.47
TOTAL 8.420.3 0.520.3 2.920.3 0.920.1 19.8%3.6 2,340.3 €.2:0.2 59.0:3.2 2.5320.04
Tab. V : cComposgition en acides graa dam diffdreniea claapas da 1ipides des menbranes thylacoidalaa
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préférentiellement assoclés aux complexes protéiniques du photosyscidme
II, localisés dans les grana.

La table V et la Fig. 3 présentent la compesition en acides gras des
différentes classes de lipides. Nous remarquons la présence de 1'acide
hexadecatriénoique qul classe la morelle noire dans le groupe des plantes
dites en "16:3". (Harwood, 1980; Whitaker, 1986),

Le Tab. V et la Fig. 3 mettent en évidence aucune différence notaire
dans 'la composition en acide gras des MGDG des blotypes § et R, Par
contre, les teneurs en aclde linclénique et en acide palmitique des DGDG
et S5Q0G du R sont quelque 10% supérieures 4 celles du §. La teneur en
aclde hexadéca-(3 trans)-énoique du PG du blotype R est quelque 10%
supérieure et celle en acide palmitique,-enviren 10X inférieure & celles
du blotype S. Nos chservations quant aux teneurs en acides gras sont en
accord avec d'autres suteurs (Lemoine et al., 1983 et Chapman et al.,
1985). Pilllai & St. John, (198l1) et Burke et e1.(1982) rapportent ume
augmentation de l'acide linolénique au détriment des acides linoléique
et oléligue dans le MGDG de plusieurs mauvaises herbes résistantes aux
triazines. Ils observent également une insaturation supérleure des acides
gras (s.lato) des thylacoides R qui leur suggére une plus grande fluidité
des membranes thylaceidales de ces blotypes. Cecl leur permet d'émettre
1'hypothese qu‘une modification lipidique se preduit avec 1'apparition
du phéneméne de la résistance chloroplastique. Pour notre part, nous
avons également observé de parells écarts dans la composition des acides
gras a4 18 carbones et plus particuliirement dans le DGDG. Chez le biotype
R, l'insaturation des acides gras (Tab. V) des MGDG, DGDG et PG est
toujours supérieure mals légérement inférleure chez le SQDG. Lorsque le
D8I est calculé pour un extrait lipidique tetal, on ne note plus de dif-
férence entre les deux blotypes. Restall et al. (1979}, par des expéri-
ence d"hydrogénation, en présence du catalyseur hydrophobe de Wilkinsen
(Rh(PPh,},C1), réussirent & saturer 40% des doubles lialsons présentes
dans lesa lipides membranalres du chloreplaste sans altérer le rendement
du transport d'électrons de la chalne photosynthétique. Ceci les amena
4 mettre en doute le réle gque certains -auteurs prétent aux doubles
liaisons des acides gras, Cependant, Oquist (1982) démontra une corréla-
tion entre 1'activité du flux éleccronique H,0 —> NADP* et le niveau
d'insaturation du MGDG dans les thylacoides de Pinus sylvestris. En
effet, une réductlion de la mobilicé des plastogquinenes dans les membranes
thylacoidales en hiver, alors que le degré d'insaturatioen du MGDG
s'abaisse, inhiberait 1l'activité du transpert des électrons. Egalement
par des méthodes d'hydrogénation mais avec un catalyseur hydrosoluble
(Pa(QS), = palladium di (sodium alizarine monosulphonate)), Vigh et al.,
(1985b) conclugrent que la saturation progressive des acldes gras des
lipides des membranes thylacoeidales inhibe, premigrement le transport des
électrons entre les deux photosystémes et ensulte autour du P§ 1I.
L'activité du PS I, elle, n'est pas affecté méme lorsque $0% des doubles
liaisons sont hydrogénées. Gombos er 2I. (1988), par des expériences avec
le méme catalyseur, démontrérent que la diffusion des plastoquinones
réduites n'est pas ralentie bien que le catalyseur ait sensiblement
diminué la fluidité membranaire.



pmol lip/g Chl g prot/g Chl pmol lip/g prot

5 2584 t 336 .. 7.0 + 0.2 370 + 48
R 3104 % 285 7.2 ¥ 0.2 431 * 40
Tab.VI: Comparaison des rapports (lipides/chlorophylles;

protéines/chlorophylles et lipides/protéines) pour des
membranes thylacoidales de morelles sensible (S) et
résistante (R} a l'atrazine cultivées en serre.

nmal/mg Chl mol % DBI

GLYCEROLIPIDES 5 R 5 R s | r

MGDG 1082 | 1291 53 55 | 2.95 | z.92
DGDG 577 787 3z 30 | 2.82 | 2.79
PG 9z | . 144 6 5 | 1.23 | 1.18
500G 174 203 8 9 | 1.a5 | 1.3
PC - 17 25 1 1| 1.57 | 1.40
TOTAL ) 1942 | 2450 100 100 | z.54 | 2.57

Tab. VII: Composition lipidigue des membranes thylaccidales de
5. nigrum sensible (S) et résistant (R) a l'atrazine.
Les plantes ont é&té cultivées a 1l'extérieur.

pmol 1lip/g Chl g prot/g chl umol 1ip/g prot
3 1942 7.0 277
R 2450 7.9 310

Tal.VIII: Comparaison des  rapports (lipides/chlorophylles;
protéines/chlorophylles et lipides/protéines) pour des
membranes thylacoidales de morelles sensible (§5) et
résistante (R) a 1l'atrazine cultivées en couche &
ltextérieur.
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Sur la base de 1'étude das contenus en acldes gras, peu de différ-
ences entre 5 et R existent. Pourtant, le DBI qui refléte 1'augmentation,
de 1'acide linolénique au détriment d'espéces d'acides graa moins
insaturées pourrait contribuer & une légdre augmentation de la fluidité
des membranes résistantes (Burke et al., 1982}). L'analyse de la composi-
tion en acides gras, comparée avec celle trouvée dans la.littérature
(voir p. précédentes), montre que les différences observées entre les
biotypes S et R varient d‘une espéce & l'autre et entre suteurs. Par
conséquent, la composition en acldes gras ne semble pas &tre nécessaire-
ment liée a 1"acquisition de la résistance chloroplastique. Néamnmoins,
la seule différence de nature lipidique susceptible de modifier 1a
fluidité des membranes R est la quantité plus élevée d’'acide hexadéca-
(3 trans)-énoique dans le PG ainsi que la diminution du C,, des DGDG,
SQDG et PG, (pour ces deux derniers lipides, voir Murata er al., 1982),
Cette llaison en position trans confére 4 la molécule de PG une rigidicé
accrue (Murata et al,, 1982), Par ailleurs, ce lipide, que 1l’on trouve
préférentiellement dans les parties acceolées des membranes thylacoid-
ales (L1 et al., 1989a), c’est-a-dire, proche cu en étrolte relation avec
le BS II porteur de la protéine 32 kDa fixatrice d'herbicides, pourrait
jouer un rdle dans la fonction de capture de la lumiire du LHCP associé
au PS II (Rémy et al., 1982 et Dubacq & Trémolidres, 1983).

Comme nous l'avens mentionné plus hput, plusieurs paramétres sont
susceptibles de moduler la fluidité membranaire: le degré d'insaturation
des acides gras {McMahon, 1979, Oquist, 1982; Gounaris et al., 1983d et
Vigh et al., 1985b), le degré d'hydratacion du systéme membranaire (Quinn
& Williams, 1983), la température et la présence de stérols {Yemamoto et
al., 1981; Chapman et gl., 1982 et Rawyler & Siegenthaler, 1989b), le pH,
le type et 1la concentration de cations {(Gounaris et al., 1983a) et la
présence de protéines dans la bicouche {Chapman er al., 1983 a et b;
Millner et al., 1984a et b). Le Tab., VI présente quelques rapperts entre
les protéines thylacecidales et les lipides de ces mémes membranes: sur
la base des chlorophylles, les membranes R ne sont que légérement plus
riches en protéines par rappert aux S. Par contre, sur la base du contenu
protéinique, les membranes du biotype R sont sensiblement enrichies en
lipides {14%) comparé aux $. Les études de Miliner et al. (1984a) ont
démontré que la quancité de protéines dans une membrane modifie 1la
dynamique des chaines acylées des lipides, c'est-A-dire qu'une valeur
élevée du rapport lipide/protéinc est associé & une fluidité accrue de
la membrane. Or, la valeur de ce rapport, qui est plus grande chez les
membranes R, suggére que ces membranes sont plus fluides que les
membranes S. Selon Murphy & Woodrow (1983 & et b), la valeur du rapport
lipide/protéine des membranes granalres est le double de celle mesurde
pour des membranes thylaccidales stromatiques et granaires ensemble.
Cette répartition différenciée entre membranes accelées et non-accolées,
suggére que le rapport lipide/protéine, qui est plus élevé dans les
membranes thylacoidales R (Tab. VI et VIII), peut refléter davantage une
augmentation des saccules par grana {Burke et al., 1982, Lemoine et al.,
1983, Mattoo ec al., 1984, Vaughn & Duke, 1984 ec Vaughn, 1986) plutst
qu'une fluidité accrue des thylaceides R par rappert aux §.
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Les différences observées entre les plantes sensibles et résistantes
cultivées sous serre sont toujours visibles chez les plantes cultivées
a l'extérieur, Lorsque 1’'on compare la composition lipidique des biotypes
S et R cultivés en serre avec celle des biotypes cultlvés en couche a
1'extérieur (comparer .les Tab, II1 et IV avec le Tab VII), on observe
pour les plantes § et R cultivées en couche a 1l’extérieur: 1) des
. membranes appauvrles en lipides:; 2) wun rapport liplde/protélne des
thylacoides diminué de 25 & 30X, 3) des contenus en PG et SQDG diminués
au profit de celui du DGDG et 4) des DBl des différentes classes de
lipldes toujours supérieurs. Dn observe donc une adaptation des membranes
sux conditions de culture et deux tendances semblent s‘oppaser: l'une
cherchant & sugmenter la fluldité des membranes (augmentation des valeurs
du DBI) et 1'autre, cherchant a2 la dimlnuer (diminution des wvaleurs du’
rapport lipide/protéine). Cette observation est probablement liée au fait
que les plantes d’extérieur ont di s’adapter aux fortes luminosités et
aux importantes variations thermiques antre le jour et la nuit, alors que
les cultures sous serre ont été protégées contre le solell par un ombrage
artificiel (peinture blanche et lattes de bais) et contre l'amplitude
thermique entre le jour et la nuit par 1'effet tampon de la serrc.

4.3 Déte nation de densité guperficie de charge des

membranes thylacoidales

La densité superficlelle de charge des membranes thylacoidales
module, par 1'intermédiaire du potentiel de surface, de nombreuse
propriétés membranaires (Barbex, 19BD, 19B2). Elle contrdle, en parti-
culier, la concentration des fons a 1'interface des membranes, la force
d'attraction entre les protéines périphériques (p.ex, plastacyanine et
ferédoxine), 1'accessibilité des donneurs et accepteurs d’électrons a la
surface membranaire, ainsi que 1les propriétés blophysiques de 1la
membrane, notammant sa fluidité. La densité superficielle de charge agit
également sur 1'accolement des thyaceides (Barber, 1980 et Davies et al.,
1986) et la- formation des grana. La Fig. 4 présente les résultats d'une
expérience typique réallsée dans le but de déterminer la densité
superficielle de charge o.

Lorsqu' une suspension de membranes thylacoidales est ajoutée & une
solution de safranine, 1'absorbance, a 520 nm de cette derniére, diminue,
Le niveau minimal de 1'absorbance est atteint lersque les thylacoides et
la safranine sont seuls en présence et que toute trace d'ions divalents
résiduels a été neutralisée par chélation avec de 1'EDTA. Les thylacaides
sont ensuite traités par des concentraclons croissantes de KC1 et/ou de
méthylviologéne (MV) qui induisent a chaque fois de nouvelles différences
d'absorbance (520-552 nm). Quatre concentrations de KCl, respectivement
de MY, donnant la méme valeur du rapport A/A . permettent de calculer
quatre valeurs de ¢ proches et de tirer un ¢ moyen, Les valeurs trouvées
sont de -0.016 * 0.001 et -0.017 + 0.003 C/n® pour les membranes
thylacoidales § et R, respectivement (n=3 pour chacun des biotypes). Ces
valeurs sont inférieures & celles trouvées pour les membranes thyla-
coidales de 1’Epinard ou du Pois qui ont un ¢ de -0.025 C/of (Barber,
1980; Chow & Barber, 19BD), La charge de surface étant- associée aux
protéines membrapaires plutdt qu'a la matrice lipidique (Berg et al.,
i974), la wvaleur du rapport lipide/protéine devient un paramétre
important qui influence la wvaleur de ¢. Pourtant, ces rTapports
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lipide/protéine chez les thylaccides des Morelles S et R (Tab. VI et
VII1) sont assez proches de celui des membranes de 1'Epinard (Rawyler et
al, 1987). Ainsi, il faut admettre que d'autes paramétres influent
épalement sur la charge de surface, par exemple la composition en
protéines, la séquence des acides aminés de ces protéines ou la valeur
du rapport P§ I/P5 II (Davies et al., 1986). En considérant les charges
de surface des membranes thylacoidales au sein de 1‘espéce Solanum
nigrum, la légére augmentation de o des membrames thylacoidales du
biotype R pourrait refléter leur Ffaible enrichissement pretéinique
relativement aux S (Tab., VI)., Dfautre part, nous &vons vu précédemment
que la diminuticn de la valeur Chl /b est accompagnée d’une augmentation
en LHCP du PS5 II (Leong & Andersom, 1983). Or, la présence du LHGP a été
reconnue pour jouer un réle important dans le phénoméne de 1l'accolement
des membranes thylaccidales ou "stacking” (Anderson, 1984). En 1986,
Davies et al. démontrérent qu’'un pourcentage @’accolement élevé était
en relation directe avec une faible irradiance lors de la culture des
plantes, une faible charge de surface et une proportion élevée de LHCP.

4,4 Organisation transmembranaire des lipides des membranes
thylaccidales )

Les trols complexes protéiniques responsables du flux d'électrons
possédent un arrangement interne fortement asymétrique lié & leur
fonction vectorielle (voir Ort, 1986 pour une revue). Une hétéropénéite
latérale des complexes protéiniques est aussi largement reconnue et par
voie de conséquence, les pigments, associés spécifiquement & certains
complexes polypeptidiques, le sont également (Murphy & Woodrow, 1983 a
et b). En plus de 1l'arrangement hétérogéne des protéines, plusieurs
auteurs ont montré que les lipldes scnt distribués de maniére hétéropéne
danis le plan de la membrane (Gounaris et al., 1983c; Hurphy & Woodrow,
1983 a et b et Murphy, 1986 a et b) et entre les deux feuillets membran-
aires du thylaceide (Rawyler & Siegenthaler, 1981a; Ciroud &
Siegenthaler, 1984; Unitt & Harwoed, 1985; Sundby & Larsson, 1985;
Rawyler & Siegenthaler, 1985; Rawyler et al. 1987; Siegenthaler et al.,
1987; Giroud & Siegenthaler, 1988 et Slegenthaler et al., 1989). Par
ailleurs, certains lipides peuvent aussi interagir spécifiquement avec
certains complexes pretéiniques (Dubacg & Trémoliéres, 1983 Gounaris &
Barber, 1985; Pick et al., 1985; Sigrist et al., 1988, Horvath et al.,
1989 et Li et al., 198%a et b).

Au vu "de ces résulracs, il paralt légirime d'envisager qu'un
changement de la distribution transversale des phospho- et/ou des
galactolipides puisse influer sur le caractére de la résistance chlore-
plastique. KNous procédercns de la manidre sulvante et nous discuterons
de:

- la méthodolegie enzymatique

- quelques prepriétés des scndes et des membranes

- 1'analyse de la distribution des phospholipides dans les
thylacoides des bictypes § et R

- 1'analyse de la distribution des galactolipides dans les
thylacoides des biotypes § et R

et nous concluerens sur quelques implications de nos résultats.
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Méthodologie

Celle-ci a déja fait 1'objet de nombreuses revues {(Op den Kamp, 1979;
van Deenen, 1980; Siegenthaler, 1982 et Siegenthaler & Rawyler, 1986).
Le principe est basé sur l'utilisation d'une enzyme lipolytique (*} qui
modifie uniquement les lipides acylés localisés dans le feulllet externe
de la bicouche membranaire pour autant que 1l'on travaille 2 basse
température, Pour estimer valablement la localisation des lipides, la
méthode enzymatique ne peut étre utilisée que dans certaines conditions:

1¢/

20/

3/

4t/

st/

6/

Les membranes étudiées dolvent former des structures fermées et
de mé&me orientation.

L'action de 1’enzyme lipolytique ne doit pas modifier 1'archi-
tecture de la membrane, nl son intégrité structurale (et si
possible fonetlonnelle),

La lipase ne delit pas induire des séparations ou des transi-

‘tions de phase des lipides,

La modification des lipides situés uniquement dans le feuillet
externe peut engendrer un déséquilibre transverssl que la
membrane tend 4 compenser par une redistribution des lipides
entre les deux feulllets. Ce mouvement des lipides du feuillet
interne vers le feuillet externe et wvice versa, naturel ou
provoqué par la lipase, doit &tre négligeable par rapport a la
vitesse de travall de cette enzyme.

Tous les lipides dolvent &tre accessibles & la lipase lors-

qu'elle a accdés aux deux feuillets membranaires. Pour rendre
les deux faces de la membrane accessibles & la lipase, il faut
provoguer 1l’ouverture des vésicules sans pour dutant disloguer

. l'organisation molécylaire de la membrane.

L'enzyme lipolytique ne dolt en aucun cas lyser les structures
membranaires, S1 les membranes sont lysées, la lipase pénétrera

A l'intérieur des vésicules ‘et hydrolysera les lipides du

feuillet interne, dislogquant ainsi compliétement la structure
membranaire.

(*) Remarque: Dans notyre étude de 1"asymétrie 1ipidique par la mérhode

enzymatique, nous avons eu recours unlquement & des
lipases, aussl nous patrlerons de ces dernlires également
dans le sens large d’'enzyme lipolytique, tout en sachant
que la méthode enzymatique fait appel & plusieurs types
différents d'enzymes (p.ex. acyl-hydrolase, palactose
oxidase etc...).
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Ces six points résument la problématique de la déterminatlen de la
distribution transversale des différentes classes de 1lipides par
1'approche enzymatique ({voir Siegenthaler, 1982 et Siegenthaler &
Rawyler, 1986 pour des revues). Das 19EE, Siegenthaler et al. démon-
trérent que 1'asymétrie, feulllet externe/feuillet interne, des galacto-
lipides des membranes thylacoidales inversées ("inside-out vesicles"}
d'Epinard était d’env. 40/60 et de 20/B0 pour les MGDG et DGDG, respect-
ivement. Ces valeurs sont inverses de cellés observées (soit .env 60/40
et 80/20) dans des membranes thylacoidales "natives" de la méme plante.
Gette réciprocité démontre la fiabilité de la méthode.

Notre 1ntérét s’'est porté, dans cette deuxiéme partie, sur 1la
distribution transmembranaire des lipides thylacoidaux des deux biotypes.
Nous nous sommes basés. sur des techniques qui respectent, complétement
ou partiellement, les six conditions citées ci-dessus et qul ont été
développées dans ce laboratoire (volr également les théses de Rawyler,
1980 et Giroud, 1986)..

Propriétés des deux lipases (LRa et FLA))

Les dehx lipases utilisées dans cette étude de 1'asymétrie transvers-
ale des lipides thylacoideux sont deux lipases, la phospholipase A, de
pancréas de porc (PLa,) et la lipase A, de Rhizopus arrhizus (LRa) a
spécificité plus large.

L'analyse des cinétiques d'hydrolyse enzymatique des phospholipides
disposés en fllms monomoléculaires a été décrite par Dawson (1969). La
réaction suit une cinédtique de type:

- do/dt = k x ¢ x [HO]

ol ¢ est la concentration du. substrat a la surface de la monocouche
aprés un temps t et k est une constante de vitesse.

Fn lntégrant, on trouve:
lag ¢ = K ¥ t + constente
ol K = k x [H0]

ainsi en exprimant le log de ¢ en fonction de t, on obtlent une
droite.

Les caractéristiques des deux enzymes sont les sulvantes:

* Phosphelipase A, (PLAY (E.C. 3.1.1.4)

Qrigine : pancréas de porc
Substrat : PG > PC

Poids moléculaire : 14000
Cofacteur : Ca?t (1-10 mM}
Inhibiteur : EDTA

pH optimum : 7.9 - 8.4

pl : 7.4

Produits d'hydrolyse : acldes gras libres + 2-lyso-lipides
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* Lipase A, (IRa)} (E.C. 3.1.1.3)

Origine ' : Rhizopus arrhizus (Mucotrale)
Substrat ’ : MGDG > DGDG = SQDG > PG et PC
Poids moléculaire : 401000

Activateur : Na*

Cofacteur : (Ca® |, Mg™)

inhibiteur : (EDTA, Zn®*, Co®*, Fe*)

pH optimum : 7.0

pl : 6.3

Produits d'hydrolyse : acides agras + I-lyso-lipides

Les enzymes PLA, et LRa sont dépendantes de plusieurs paramétres physico-
chimiques (Rawyler & Siegenthaler, 1985), dont:

- la pression latérale membranaire ou preﬁsion de "packing". Les
enzymes peuvent travailler tant que cette pression n'excéde pas
une valeur limite {Roelofsen, 1982). Il est & noter que, dans
notre cas {PLA, et LRa), I'hydrolyse des substrats (un
lysolipide et un acide gras) s'accompagne d'une augmentation de
la pression,

- le potentiel de surface 4,. Une modification de la valeure de
ce paramétre s'accompaghe d'un changement des propriétés
biophysiques de la nmembrane, que ce selt la fluldité, le
"packing”, le pH de surface, ou la congentration des ions a
1'interface membranaire (Barber, 1980 et- 1982; Rawyler &
Siegenthaler, 1985). La charge de surface native des membranes
peut &tre augmentée par les produits d'hydrolyse {acides gras

+libres}.

- ia température, Elle contrdle la viresse d’hydrolyse des
lipides, en accord avec la Iel d'Arrhenius qui lie vitesse et
tempdrature et par l'effet méme que cette derniére exerce sur
la fluidité et la pression latérale membranaire (Rawyler &
Siegenthaler, 1985; Roelofsen, 1982).

B " les protéines qui peuvent masquer certains sites de reconnais-
sance et géner ou méme bloquer ainsi lL’hydrolyse des substrats.

- les produits d'hydrolyse. En effet, les dérivés "lyse" et les
acides gras libres, par leur pouveir détersif, peuvent modifier
la perméabilité membranaire (Shier, 1982). Des transitions de
phase peuvent également apparaitre suite a4 .la présence de ces
produits dans la blcouche (Thomas et al., 1985),
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4.4.) Asymétrie transversale des phospholipides

Les Figures 5 A et B présentent les courbes seml-logarithmiques
d*hydrolyse de la PC (A) et du PG (B), c'est-a-dire, le pourcentage de
lipide hydrelysé versus le temps d*incubatlion en présence de la phospha-
lipase A, de pancréas de porc. Ce sont les courbes d'une expérience
typlque d'hydrolyse dans les conditions mentionnées sous "Matériel et
Méthodes". )

Les cindtiques d'hydrolyse de la phosphatidylcheline sont biphasiques
{Fig. 5A). L’extrapolation au temps zérc de la deuxlime phase permet de
définir une valeur qui indique la quantité de PC localisée dans le
feuillet interne du thylacoide. On constate: (1) que la deuxléme phase,
correspondant au "pool topologlique" (Rawyler & Slegenthaler, 1985), est
atteinte plus rapidement chez le bilotype 5.que chez le R; (il) que
1'hydrolyse des lipldes du dernler pool est slgnificacivement plus raplde
chez les membranes R que chez les §; (i11) que 1'extrapdlatlon au temps
zéro de la dernlére phase indique une distribution de 45 t 10% de la PC
dans le feulllet externe et de 55 t 10X dans le feulllet Interne des
membranes thylacoidales des biotypes § et R (n = & et 3 pour § et R,
respectivement). Alnsil, blen que la distributien transmembranaire de la
PG soit similaire dans les deux biotypes, les cinétiques d'hydrolyse sont
quelque peu différentes. Ces différences indiquent que le pool de PC du
feulller externe est plus rapldement accessible 4 la PLA, dans les
thylacoides S5 que dans les R. Cela peut étre-dd & un état plus fluide du
pool externe de PC.

La pente de la droite correspondant 4 1"hydrolyse du dernier pool est
assoclée. au mouvement des lipldes du fevillet interne vers le feulllec
externe (mouvement transmembranalre ou "transbllayer movement"). Or, la
.penite de cette dralte est plus grande chez le blotype R que chez le §,
ce qul suggére que le mouvement transmembranaire des molécules de PG est
accru dans les membranes R par rapport aux § &4 la température de
1'expérience (20°C). Cecl nous permet d'émetcre 1l'hypothése que la PG
peut &cre plus fortement assoclée & certalus complexes protélniques
situés dans la monocouche interne des thylacoides S, qu‘a des complexes
protéiniques situés dans la monecouche interne des R. La mutation peut
avolr affalbli ce type d'associatlon (procéines-PC) chez le R.

Les cinétiques d"hydrolyse du phosphatidylglycérol sont triphasiquea
(Fig. 5B). L'extrapolaction au temps zéro de chacune des phases permet de
déterminer 1'exiatence et la tallle de trols pools de lipldea de
réactivicé décrolssante (Oemant et al., 1979). Le deuxizme paol ou pool
Intermédiaire, seralt la conséquence d'une augmentaticn de la presalon
latérale membranalre induite par la libération des prodults d'hydrolyse
dans la membrane (Rawyler & Siegenthaler, 1985). Comme dans le cas de
1'hydrolyse de la PC, le dernier pool est le pool topologlque. I1 indique
un contenu en PG du feulllet externe de 63 + 5X et 65 % 53X chez § et R ~
respectivement et un centenu du feulllet incerne de 37 + 5% et 35 t 5%
chez 5 et R, respectivement (n = 4 et 3 pour § et R, respectivement).
Ainsl, on constate 1A aussi que la distribution du PG est simllaire chez
les deux blotypes. Pourtant, le pool topologique est atteint plus
rapldement chez le blotype R, D'autre part, le mouvement transmembranaire
de PG, est légérement plus prononcé chez le blotype S & la température
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de 1l'expérlence (20°C). Alnsi, dans le cas du PG, il semble qua cé soit
les membranes R qui soient plus fluides que les 5, pulsque plus rapide-
ment attaguées. ) .

La vitesse d'hydrolyse ainsi que le mouvement transmembranaire des
phospholipides peuvent également étre associés, outre au phénoméne de la
fluidité, & celui de 1l'accessibilité de i'enzyme pour son substrat
Certaines molécules de PC chez le biotype § et certalnes molécules de PG
chez le blotype R étant plus difficilement hydrolysabls que chez ie
blotype opposé. Suite & la mutation chez le biotype R, deux possibilités
sont envisageables: 1) la membrane présente des irrégularités au sein des
phospholipides; 2) <certaines liaisons spécifiques phospholipides-
protélnes sont affaiblies. L’une ou l'autre, voir les deux possibilités
peuvent contribuer a4 ralemtir (cas de la PC) ou accélérer (cas du PG) la
vitesse d’'hydrolyse des phospholipides des thylacoides R. On peut
également envisager que l'amplification du mouvement transmembranalre
{cas de la PC} ou son atténuation (cas du PG), reléve du méme phénoméne.

La distribution transaembranaire des phospholipides et principalement
celle du PG, est en accord avec les travaux de Rawyler & Siegenthaler
{198Bia) et de Siegenthaler et al. {1987 et 1989) dans le cas de 1'Epin-
ard, de Unitec & Harwood (1985) dans le cas de 1'0rge, de la Laitue et du
Pois et de Slegenthaler & Giroud (1986) dans le cas'de l'Avoine. Tous
constatérent un enrichissement du feuillet extetne en PG (environ 70/30,
feuillets ext/int), Unitt & Harwood (1985), démontrérent méme que
1'espéce moléculaire de PG contenant 1'acide hexadéca-{(3 trans)-énoigque
értait excluslvement locelisée dans le feuillet externe. Pour la PC, les
résultats varient davantage selon ces auteurs. A ce propos, il faut.
rappeler que la PC constitue, chez la Horelle, enviroen 1% du contemu

“1lipidique total des membranes thylacoidales, contre environ 10% pour le.
PG. La PC est donc un lipide mineur dans le thylacoide. Elle est
principalement concentrée dans les enveloppes et dans les structures
membranaires étrangéres aux chloroplastes (Dorme et al., '1990). Si les
nembranes thylacoidales ne sont qu'imparfaitement purifiédes, 1a locaiisa-
tion de la PG s'en trouvera faussée. 0'autre part, la faible quantité
de PC rend ia méthode de dosage difficile et parfois a la limite de
résolution de cette technique dans nos conditions, ce qui explique, en
tout cas partiellement, 1'écart-type plus lmportant lors de 1l'hydrolyse
de ce liiplde comparé a celul du PG. Néanmoins, on peut proposer une
distribution transmembranaire de la PC proche de 50/50 (feulllets
ext/int) (voir aussi Siegenthaier et al., i989).

Les conditions choisies lors de L'hydrolyse des phospholipides nous
ont permis de déterminer la distribution t:ansmembranaire des phospho-
lipides, Nous avons observé qu’clle étalt similaire autant pour la PC que
pour le EG dans les membranes thylacoidales des deux bliotypes. Quelgues
légéres différences apparaissent dans les cindtiques d'hydrolyse: Le pool
topologique de PC est plus rapidement atteint chez le biotype S que chez
le R d'une part et d'autre part, le pool topologique de PG est, quant a
lui, plus rapidement atteint chez le R que chez le 5. Il est difficile
d'interpréter ces deux observgtions, pourtant, vu la faible concentration
des thylacoides en PG, 11 est pensable que cette dernidre soit localisée
de maniére tré%s spécifique, peur-&tre dans certaines régions du P§ II
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(Hoxrvath et al., 1989). Dans ce cas, la conformation de la praotéine,
probablement altéxée chez le mutant, peut aveir, engendré un affaiblis-
sement de cohésion entre les polypeptides et les molécules de PC d'ume
part, et d’autre part, avoir masqué ces derniéres contre l'attaque de la
lipase, La concentration plus importante de PG permet d'interpréter de
maniére plus fiable les courbes de la Fig. 5B: 1'hydrolyse du PG, plus
rapide dans les membranes thylacoidales R, supggére ume fluldité acerue
de ces dernidres. Cette interprétation est confirmée par. un rapport
lipide/protéine et des DBI supérieurs, comparés i ceux du biotype S (Tab.
V, VI et VIII). .

4.4.2 Asymétrie transversale des galactolipides

La lipase de Rhizopus arrhizus a largement contribué & la détermina-
tion de la distribution transmembranaire des galactolipides. A 1’'heure
actuelle, il est généralement accepté que le MGDG est localisé préférent-
iellement dans le feuillet externe et le DGDG dans le feuillet interne
du thylacoide et ceci dans plusieurs genres de plantes des réglons
tempérées (Rawyler et al., 1987)

La figure 6 montre les cinétiques d'hydrolyse des galactaolipides par
la lipase de Rhizopus arrhizus. Rous avons wutilisé treils conditions
d'hydrolyse (Tab. IX).

MILIEUX  COMPDSANTS {mM) T (*C) $, (mV)
1 sorbitol 300 i
MOPS /NaOH 1 20 -111
2 sorbital 300
MOPS /KOH 5
NacCl 10
KCl 85 20 - 22
3 sorbitol 300
MOFS /KOH S
NaCl 10
KCL 85 2 - 0

Tab.IX : Composition chimique des milieux d'incubation, ajustés &4 pH 7.6
et le potentiel de surface qu'ils engendrent chez les membranes
thylacolidales des biotypes § et R.



129

La vitesse de dégradation va, pour chacune des phases successives, en
décreissant (Figs 6 A, B et C}, ce que nous ohservons dans les trols
conditions qul furent les odtres (Tab. 1X). Une dislocatien de la
membrane pouvant é&tre visualisée par wne brusque accélération de la
vitesse d’hydrolyse, nous constatons que les "pools topoleglques” des
MGDG et DGDG sont atteints sans que l'architecture membranaire scoit
fondamentalement modifiée, et ceci méme aprés 50 a 60 minutes d’incuba-
tion des membranmes thylacoidales en présence d’une concentration élevée
d'enzyme (30 U/mg Chl).

Dans les trois conditions étudiées, 1'hydrolyse du DGDG est biphasi-
que. L'amplitude des deux pools de DGDG est constante et sSans rapporc,
ni avec les conditions loniques, ni avec la température. Ce comportement,
dans des conditlons oG la lipase et le Na' sont en excés, est propre au
pool topologique. Par ceonsédquent, ce premier pool de DGDG (12% + 2 pour
$ et 16X + 3 pour R) peut étre attribué 4 la monocouche extérieure alors
que la seconde (BBX % 2 pour § et B4X * 3 pour R) & la monocouche '
intérieure.

L*augmentation de la concentration fcnique dans le milieu d‘incuba-
tion a pour effet de masquer la charge de surface, donc de diminuer la
valeur absolue du potentiel de surface. L’augmentation de la température,
quant a elle, tend 2 fluidifier la structure membranajire. On assiste,
dans les conditions o4 la concentration ionique est forte, & une
augmentation de la vitesse et de l'amplitude de l'hydrolyse du MGDG,
d'une part (comparer les Fips 6A et B) et d'asutre part, lors de 1'abais-
sement de la température pendant 1’'incubation, & une légére diminution
4 la fois de la vitesse et de 1'amplitude d'hydrolyse du MGDG (comparer
les Figs 6B et G). Ainsi,la pression latérale membransire des thylacocides
peut étre modulée par la concentration ionique du milleu de suspension
(si1 la concentration lonique aupgmente, la pression de packing diminue)
et/ou par la température {si 1la température augmente, la pression de
packing diminue également)

Les cinétiques d'hydrolyse du MGDG sont difficiles & Interpréter.
Trois pools de réactivité décroissante peuvent étre discernés, chacun
caractérisé par sa propre vitesse d’hydrolyse. Lles valeurs extrapolées
su temps zéro pour la phase intermédiaire et la phase finale sont
respectivement 75 et 47% pour les deux hiotypes. Si nous appliquens A ces
cinétiques la méme interprétation que celle que nous avons utilisée lors
du traitement par la PLA,, le pool de plus faible réactivicé représente
la quantité de lipides localisés dans le feuillet interne et l'existence
d’un pool intermédialre serait la conséquence d’une augmencation de la
pression latérale membranaire Iinduite par la libération des produits
d’'hydrolyse dans la mewmbrane (Rawyler & Siegenthaler, 1985).

La concentration ionique dans le milieu influence le potentiel de
surface, mécanisme-clé qui agit sur la fluldité et la pression latérale
membranaire et par-la méme sur l'activité enzymatique. Ou note que
lorsque la valeur népative de ¢, est falble et que le fonccionnement de
1'enzyme est favorisé, les thylacoides sont accolés:-Or, 1'accolement des
membranes .thylacoidales ne semble pas restreindre l'accessibilité de la
lipase pour son substrat (Rawyler & Siegenthaler, 1985).
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Nous n’avons noté aucune hydrolyse significative du SQDG. Cecl peut
&étre attribué: 1) 4 la spécificité de la LRa, la pression de packing
étant- supérieure entre les molécules de SQDG qu’entre les molécules de
DGDG ou de MGDG, la LRa hydrolysera d"abord ces derniers; 2) au SQDG qui
pourrait étre entiérement localisé dans le feulllet interne, pulsque nous
avons démontré -que, dans nos conditions, 1'hydrolyse des galactolipides
se limitait & la momnocouche externe; 3) au sulfolipide qui pourrait étre
inaccessible & l'activité de 1a LRa parce que protégé de 1'hydrolyse par
une forte interaction avec des protéines, cette Iinteraction étant
associée & une pression de packing supérleure & la pression de packing
limite pour laquelle la lipase pourralt hydrolyser les molécules de SQDG,

Au terme de cette partle, nos résultats (Tab. X) nous permettent de
conclure que la distibution du MGDG dans le feulllet sexterne et dans le
feuillet interne est de 53 et 47 (mol¥%) pour § comme pour R. Par contre,
la distribution du DGDG, feuillets ext/int est de 12/88 pour § et de
16/84 pour R, En d'autres termes &t au vu des valeurs du Tab. X, les
palactolipides ne sont pas répartis également de part et d'autre de la
membrane, avec des rapports ext/int de 0.73 pour R et 0.68 pour 5. Cette
dernilére observation est assoclée & un enrichissgment des galactolipides
dans la couche ilntérieure des membranes thylacoidales de S par rapport
a4 celles de R, Plus particuliérement, c'est le DGDG qui contribue a cet
enrichissement lipidique. Ge lipide, & 1'état natlf, est reconnu pour
former des doubles couches lamellaires en milieu acqueux, contrairement
au MGDG, qul dans les mémes conditions, forme des structures non-
bicouches gu hexagonales inverses (Quinn & Williams, 1983},

Le rapport molaire MGDG/DGDG (Tab. X) est élevé dans le feulllet
externe (>7.0) et beaucoup plus petit dans le feuillet interne (<1.53},
Etant donné que le MGDG est un lipide non-bicouche, on peut se demander
quelle est la signification d'un rapport si élevé dans le feulllet
externe d'une membrane, qui pourtant, adopte la structure bicouche. S§i
on considére un rapport MGDG/DGDG de 2.5 comme étant critique dans la
formation de phases non-lamellaires (Sprague & Stachelin, 1984), aloars,
un mélange de galactolipides dont la ccmposition serait similaire & celle
du feuillet externe devrait contenir excluslvement des structures non-
lamellaires, alors qu'un mélange de galactolipides dont la composition,
seralt simllalre & celle du feulllet interne devrait contenir seulement
des structures lamellalres. Ainsi, une configuration lamellaire du
feuillet interne serait due aux galactolipides seulemenc, en faisant

- abscraction de la contribution des autres llpides bicouches {5QDG et PG).
Ceci n'est vraisemblablement pas le cas pour le feulllet externe,
Cependant, il est bilen conou que la membrane thylacoidale est une
structure blcouche en conditlons physioclogiques (Arntzen & Briantals,
1975). Il est donc évident que d’autres composants contribuent & la
stabilisation de la configuration lamellaire du feuillet externe €t les
premiers candidats capables de stabillser 1z membrane sant les protéines
{Cullis & de. Kruijff, 1979). La présence des autres. lipides peut
également &tre Iimportance.
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5 R
MGDG (mol% des lipides acylés totaux) 55 51
DGDG (mol% des lipides acylés totaux) 24 21
MGDG (mol3) extérieur : intérieur 53:47 53:47
DGDG (mol%) extérieur : intérieur 12:88 16:84
Rapport molaire des galactolipides
mohacouche ext / wmonocouche int 0.68 0.71
MGDG / DGDG
- monocouche extérieure 9.67 7.00
- monocouche intérieure 1.24 1.32
Quantité des lipides non-bicouches *
~ monocouche extérieure 14.1/29 16,7726,
(0.49) (0.60)

- monocouche intérieure 30.9/26 30,3725

' (1.19) (1.21)

Tab. X : Asymétrie des galactolipidés des membranes

thylacoidales de Morelles sensible (S) et résistante
({Ry & lfatrazine. Les valeurs sont la moyenne de 5
expériences.

* puantité de lipides non-bicouches dans les deux
feuillets thylacolidaux. Les guantités sont calculées
en supposant gque tout le MGDG est un  lipide
potentiellement non-bicouche et gue tous les autres
lipides (DGDG, 5SQDG, PG, etc.] sont des lipides
bicouches. L& distribution transversale du PG est de
70/30 {(mol%) dens les monocouches extérieure et
intérieure du thylacofde {(voir point 4.4.1) et celle
du 8QDG, supposée, de 40/60 (mold)

Bien que la configuration la plus prebable du feulllet externe sait
une configuratlion lamellaire, 11 n'est pas Ilmpossible que les deux
structures, hexagonale et lamellaire, puissent coexister, cecl ayant été
démontré dans des conditions partlculléres, c¢'est-3-dire, solt 4 pH bas
(=4), soit en présence de catlons métalliques (<10 mM) (Gounaris et al.,
1983a), La signification des grandes quantités de Lipides non-bilcouches

. dans la membrane thylacoidale n’est pas connue. Pourtant, la proportion
de MGDG dans le feulllet externe est 51 1lmportante que 1'on peut
envisager que des structures non-lamellaires scient induites per des
changements subtils de: i) température (Giroud & Siegenthaler, 1984); 1i)
catlons particuliers (Unltt & Harwood, 1985); 11i) protéines membranaires
(Cullis & de Kruijff, 1979; Millner et al., 1984 et Pick et al., 1984).
Par ailleurs la présence de structures hexagonales peut jouer un rale
dans les phénoménes de fousion lors de la blogenése du chloreplaste
(Cullis & de Kruljff, 1979), dans l'adaptaticn morpholegique lors de la
croissance 4 la lumlére et & l'owbre (Boardmam, 1977) ou dans une
adaptation rapide lors des transitlons "state 1 / state 2". (Staehelin &
Arntzen, 1983)., Quol quril en soit, Glroud et Slegenthaler (1988)
démontrérent que le passage du prothylacoide au thylacoide lors du
verdissement ne modifie pas 1'asymétrie transmembranaire des galacto-
lipides mais que c'est 1'incorporaticn des complexes chlorophylles-
protéines dans la membrane thylacoidale naissante qui semble préserver
la configuration blcouche & la membrane verdissante, sans quel elle
adepterait des structures non lamellalres.
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Finalement, naus devons mentlonner que les asymétrles décrltes sous
les points 4.4.1 et 2, n'excluent pas le possibllité que les phespho-
tipides et/ou les galactollplides pulssent adopter une dlstributien
transmenbranaire différente dans les grana et dans les thylacoides
stramatiques.

4.5 Fluidjté relative des membranes thylacojdaleg

Le masquage des charges négatives de surface des complexes protéini-
ques du thylacoide par les catlens proveque leur diffuslion dans le plan
de la membrane et décrolt les échanges d'énergle entre les deux photo-
systémes (spillover). La fluocrescence du PS II augmente su détriment de
celle du P5-1. Les complexes P§5 1I se regroupent en unltés fertement
connectées dans des réglons & basse denslté de charge de surface
permettant sainsi 1’accolement des thylaceides et la formatlen de grana
(Barber et al., 1980). Les unltés PS5 1 restent locallsées dans des
domaines & densité de charge dlevée (Barber, 1980). La vitesse & laquelle
se produit 1'augmentation de fluorescencé du PS5 11 est directement lide
4 la fluidité membranaire. La-Fig. 7 présente les effets d'une addition
de Mg'" sur la fluorescence émlses par les P5 11 des membranes thyla-
coidales suspendues en présence de DCMU & 20°C. En mesurant le demi-
temps de montée de la fluorescence (T,,) pour les deux types de membranes
thylacoidales, il apparalt que ce dernler est plus élevé chez le blotype
R que chez le § (12 et B sec, respectivement). De plus, le falt que
[“amplitude du maximum de la fluorescence sait réduite chez le blotype
S montre qu'a un effet sur la fluidité membranalre s’'ajoute un effet sur
les complexes eux-mémes {Yaemamota et al., 198l), comme sl la connectlion
entre les unités PS IT du biatype R étalt plus farte que celle du S, ou
encore, qu'un plus grand nombre de grana se formelt, ce que nous avans
déja suggéré précédemment (§ 4.1).

Quand les thylacoldes sont traltés avec du cholestérel, un agent
rigidiflant qui augmente la viscosité de la partie lipldique, 1le T
s'accrolt significativement (Pederson & Cox, 1984). La Flg. BA présente
effectivement une augmentation de la valeur T,, lorsque 33 pM de
cholestérel sont ajoutés a4 la suspenslon thylacoidales, De plus, aux
cancentrations supérieures & 33 uM de cholestéroel, on asesiste non
seulement & un ralentlssement de 1'lnductlon de la fluorescence mals
également a une diminution de 1'amplitude de cette derniére. Par contre,
une addition d'atrazine (0.4 mM)} sur des menbranes thylacoidales traltées
au cholestérol {83 uM), rétablit partlellement la baisse de fluarescence
induite par le stérol(Fig. 8B), comme sl 1'atrazine avalt un effet
inverse 4 ce dernier et qu’'ll fluidiflait la membrane dans ces condl-
tions (voir 1" Partie). Il est & noter que la modulation de 1’induction
de la fluarescence (T, et amplitude) n'est cbhservable que sur des
membranes thylacoidales 5. 'Sur des membranes thylacoidales R, une
adjonction de stérol ou d'herbicide n'a pas modiflé le signal d'induction
de 1la fluorescence par le Mg® (résultats non montrés). Oeux causes
peuvent étre invoquées, l'une d'elle est un endommagement des complexes
chlorophylle-protéine sulte & la mutatlon survenue chez le blotype R,
d'une mani2re telle que la formatlion de grana soit relentle par 1'augmen-
tation de viscoslté dans 1'environnement Immédlet des PS5 II du mutant
comparées 4 celles du sauvage. L'autre passibilité est que ' le migration
des complexes ’
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nécessite un rapport lipides fon-bicouche/lipides bicouche élevé. Or,
1a valeur de ce rapport est significativement plus bas dans 1a monocouche
extérieure des membranes thylacoidales § que dans celles du R.

Une autre maniére de rendre compte de la fluidité relative des
membrasnes thylacoidales censiste 3 mesurer le “steady-state"” de la
" polarisation de ia fluorescence de la DPH incorporée dans les thylacoides
{Fig. 9. Ces donndes out été obtenues par 1'équipe du Dr. Vigh 4 Szeged |
{Hongrie) lors d'une de nes collaberatiens. On comstate qu'aucune dif-
férence de fluidité entre les deux types de membrane ne semble apparaitre
entre 5 er 50°C.

Ainsi, nous avons d'abord suggéré une fluidité accrue des membranes |
thylacoidales R par rapport aux §, par la technique hydrolytique des
lipides de la monocouche externe des thylacoides, Nous avons, par la
wéthode de 1’induccion de la fluorescence par le Mg™™, ~sugpgéré le
contraire et par la méthode de la mesure du "steady-state” de la
polarisation de la DPH, il semble que nous ayons atteint un "statu-quo®
entre les deux biotypes. Cependant, il se peut, comme nous 1'avons déja
évoqué dans la premisre partie, que les différentes techniques reflétent
des niveaux de fluidité a différents endreits de la membrane. En effet,
la technique hydrelytique dans nos conditions expérimentales ne touche
que le feuillet externe; la technique d'induction de la fluorescence par
les catlons est le reflet de modifications localisées principalement dans
le voisinage des-unités PS I1 et la technique faisant appel au DFH,
réparti ce dernier dans toute la membrane sans distinction d’asymétrie
transversale ou latérale des lipides thylacoidaux (Barber et al., 1984).

0 10 20 30 40 50
0.40 — + + + t 040
s -
— [} [ ] . Ll
£0357 Jegev ., R 10,35
= et .
EZ e 4 < 4
= , _
< 0.30+ . A4y ‘ ]
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55 «t :
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Fig- 9: Degré de polarisation de la sonde 1,6-diphényl-1,3,5-hexatriéne
) incorporée dans des membranes thylacoidales des biotypes de la
morelles noire sensible (§,-) et tésistant (R,4 ) & 1l’atrazine
enttre 5 et 50°C. Résultats obtenus daus le laboratoire du Dr.

L. Vigh (Szeged, Hongrie).
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5 RESUME

Nous &avons, dans cette troisidme partie, caractérisé les phases
lipidiques de Selanum nigrum L. sensible et résistante & 1l'atrazine dans
le but de chercher si des différences de nature structurale et composi-
tionnelle étalent apparues suite 2 la putation. PNous résumons ces
principales différences dans le Tab., XI. ’

s R

Pigments

Chl a/b . 2.5 2.2
Glycd de
- Totaux (nmol/mg Chl) 2584 3104
5QDG (molX) 11 15
Acide

18:3 du DGDG {(molX) 69.9 ) 4.1
tl6:1 du PG {moll} 35.4 40.2
DBI du MGDG 2.77 2.85
Lipide téines 370 431
Asymé e idigue

ext/int du DGDG (molX) 12:88 - 16:84
rapport molaire ext/int

des galactolipides 0.68 0.73

Tab. XI: Résumé des différents paramétres étudlés dans cette troisiéme
partie pour les biotypes sensible (S) et Tésistant (R) &
1'atrazine de Solsnum nigrum. Seuls les caractéres dont les
écarts-types ne se chevauchent pas_ont été pris en considéra-
tion. .

Nous présenterons les résultats sans mentionner de références, que vous
trouverez dans le texte ci-dessus, puis nous formulerons quelques con-
sidérations générales. On constate que :

- la valeur du rTapport Chl a/b est plus grande chez le biotype S que
chez le R, ce qui permet & certains auteurs de rapprocher le blotype
R des plantes d'ombre. Ce caractére est assoclé & une augmentation
des LHCP du PS IT.

- la quantité de lipides totaux, exprimée en fonction des chlorophyl-
les, est supérieure chez le blotype R. Ce caractére est corrélé avec
une plus grande masse membranaire par grana.
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Le blotype R contient une plué grande propbrtign de 3QDG que le 5§, ce

param2ire peut @tre en rapport avec l'augmentation des' LHGCP du PS
II. . :

le biotype S contient un DGDG- relativement plus pauvre en acide
linclénique, un PC appauvrl en acide héxadéca-(3 trans)-énoique et un
MGDG molns Insaturéd que le biotype R. Le phénoméne de la résistance
chlereplastique ne semble pas dépendre de ces trols différences mais
elles reflatcent, probablement, davantage une adaptatlon du bictype R
sulte a la mutation. '

Le rapport lipide/protéine des membranes thylacoidales du biotype §
est inférieur 4 celui des membranes thylacoidales du biotype R. Cette
différence pourrait contribuer & rendre la phase membranaire de ce
dernier plus fluide,

Les galactolipides (MGDG et DGDG) ne sont pas répartis également de
part et d'autre des membranes des bictypes 5 et R, On assiste & une
augmentation des galactolipides dans la moneccuche 1lntérleure des
membranes thylacoidales du bletype S. Cet enrichissement est prin-
cipalement di au DGDG.

Considérations genérales

Nous avons noté quelques différences entre la phase llpidigue
du biotypes S et celle du blotype R. Les changements observés
touckent 4 la fois la composition et la structure des membranes
thylacoidales. Ainsi, plusieurs caractéristiques que 1‘on
rencontre chez les plantes résistantes 4 1l'atrazine se
retrouvent- également chez des plantes cultivées dans des con-
ditions particuliéres de lumlére, de température, ou en
présence de pestlcides etc... On a, par exemple, souvent
rapproché les plantes R aux plantes d'ombre, sulte & une basse
valeur du rapport Chl a/b, & un plus grand nombre de membranes
thylacoidales par prana, & l’absence de substances de réserve
dans le chloroplaste etc... (Burke et &l., 1982; Lemolne et
al., 1983; Vaughn & Stephen, 1984; Holt & Goffner, 1985 et
Vaughn, 1986). On a édgalement rapproché les plantes R des
plantes cultivées & basse température, suite a4 1'augmentation
de la quantité des lipides (rapport lipide/Chl) ou & la
diminution de la valeur du rapport lipide/protéine (Chapman er
al., 1982 et Chapman et al., 1983 a et b), &t & une augmenta-
tion de 1’insaturation des acides gras des lipides thylac-
aidaux (Oquist, 1982, Reison et al., 1982; Chapman er ail., 1983
&; Aro et al., 19B7: Orr & Raison, 1987 et Kunst et al-, 1989).
871l est vrai que les mutants résistants & l'atrazine présen-
tent des modifications membramaires, 11 n’est toutefols pas
aisé de saisir la finesse de chacune d’elles, ‘Furner et al.
(1987), par exemple, démontrérent qu'll n'y a pas de différence
de capacité photosynthétique entre le type sauvage et un mutant
d'Hordeum vulgare, déficient en chlorophylle b. I1-u'apparait
pas mnon plus clairement qu'une différence de DBI solt a
l'origine d’une augmentation de fluidité (McCourt et al., 1987;
Miller et al., 19BB et Kunst et al., 1989). Quant a 1'origine
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de ces mud{fications. certains auteurs ont observé qu‘en
conditlons de cralssance ralentle des plantes, par exemple ‘&
des falbles lrradiances (Bjorkman, 198l) ou lors de la présence
d*herbicide dans le milleu de culrure {Matteco et al., 1984}, le
turnover du polypeptide 32 kDa drait significativement diminué.
I1 est donc pensable que ce peolypeptlde agisse cemme un
détecteur des changements de 1'environnement et qu’il force la
membrane & modifier son organisation ‘autour, des photosystémes
IT afin de maintenir une efficlence optimale de ces dernlers.
Dans le cas de la résistance chloraoplastique, la mutetion a
échangé un acide aminé (sérine --> glycine) du polypeptide 32
kDa fixateur d’‘herbiclde, et empéche ainsi toute molécule
d'atrazine de s'y fixet (Hirschberg et al., 1983). Dr, c’est
précisément sur ce pelypeptide que s’effectue la réexydation du
premier accepteur rédult du photosystéeme II (Q) par une
plastaquinone (B8) située entre Q et le pool des plastoguinaones
(PQ) (pour une revue, voir Fedtke, 1982). Pour que cette
réduction alt lleu, on peut envisager qu'un rapprochement de Q
et de B dolve s'opérer. Chez le mutant, ce rapprochement
pourreit étre empéché par la perte du site de lialson de

" 1'atrazine. Il est donc envisagéable que les modifications ou
que des effets allostériques de ces modifications lipidiques
solent & méme de compenser le "défectuosite" du polypeptide
résistant et de faclliter alnsi la réactlen de transfert des
électrons entre Q et 8. Il est sussl envisageable que des.
changements subtlls, soit dans les propoertions relatives entre
certalns groupements protéiniques liés plus ou mains fortement
aux lipides, solt dans 1la distributlion’ transversale des
lipides, condulsent & dea modifications de 1a conformation des
complexes polypeptidiques du thylacolide.

& CONCLUSIONS DE LA TROUISIEME PARTIE

Nous avens comparé quelques paramétres physico-chimigques des
membranes thylacoidalea des Morelles 5§ et R. Il apparait que la phase
lipidique des thylacoides du blotype R a subl, outre la mutation sur la
protélne 32 kDa, un certaln nombre de medificatlons cu d’adaptations, Il
est également pensable que les. esphces moléculalres des classes de
lipldes soient différentes selon leur emplacement {en interaction avec
des protélnes ou en interactlon avec d'autres lipides seulement). La
cenvergence de nos résultats, résumés dans le Tab, XI, suggire que les
membranes thylacoidales du biotype R sont plus fluides gque celles du
blotype S. Mais, la fluidité est-elle impliquée dans le phénoméne de la
résistence chloroplastique 7... Aprids avolr tenté d'estimer la portée et
les conséquences des diverses modifications de la phase lipidique des
thylaceides du bietype R par rapport au S, 11 nous semble du plus grand
intérét de mleux connaltre la nature des Interactlons entre les herbl-
cldes de type-DCMU et la phase lipidique des membranes thylacoidales.
Pour ce failre, nous nhous -proposons, dans la quatriéme partie de ce
travail, de rtraiter quelques aspects des interactions possibles de deux
herblcides photosynthétiques (atrazine et DCMU) evec des membranes
thylacoidales deé Morelle S et R, placées en conditions de stress.
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QUELQUES ASPECTS DE L’ACTION DE
I’ATRAZINE ET DU DCMU SUR DES
MEMBRANES BIOLOGIQUES.

(IMPORTANCE DE LA PHASE LIPIDIQUE)
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1 INTRODUCTION

La plupart des herbieides qui inhibent les activités photosynthétl-
gques interagissent avec le polypeptide 32 kD appartenant au photosystéme
IT (Pfister & Urbach, 1%83). Les 5 chalnes o constituant ce polypeptide
traversent la membrane (Trebst, 1987). Ce polypeptide expose son
groupement carbexyle et peut-étre é£galement seh groupement amine-
‘terminal & la surface externe de la membrane thylacoidale. Les partles
lipophiles du polypeptide sont, selen toute vraisemblance, imbriquées
dens les deux monocouches du thylacoide. Récemment, Trebst (1987) a
propesé un modéle dans lequel la niche fixatrice des herbicldes, Q, - O,
est locallsée proche et/ou a 1'intérieur de la monocouche externe de la
membrane thylacoidale, La réglon de cette membrane est donc d'un intéréc
particulier, pulsque la conformation du polypeptide 32 kD, altérée par
la mutation {dans le cas de §. nigrum R une sérine est substituée par une
glycine [Hirshberg et al., 1984]) prend place préférentiellement dans
cette partle de la membrane. Il est Intéressant de menticnner, d'autre
part, que la niche fixatrice des herblcides est entourée d'une partie
lipidique, dont la nature précise est encore Ilnconnue. FEn effer,
plusieurs études, blen qu'indirectes, ont monté l'importance possible de
cette dernlére dans un maintien adéquat de la conformation du polypeptide
32 kD ce qul lul confére une fonctlon physlologlque optimale {(Rivera &
Penner, 1979; Jursinlc. & Stemler, 1983; Lehoczkl et al., 1985; Wettern,
1986; Adir & Ohad, 1986; Horvath at al., 1987; Glardi er al., 1988).

2 BUT DE LA QUATRIEME PARTIE

Afin de mieux tomprendre le rdle que peut jouer la partle lipidique
des membranes’ thylacoidales dans les phénoménes de liaison et d'inhibi-
tion des herbicides photesynthétiques de type urées/trlazlnes, nous avons
recherché, dans un premier temps, les différents paramétres susceptibles
de modifier les interactions herbicldes-membranes, comme par exemple: la
qualité des membranes, le type de flux d'électrons étudiéd, le falt de
travalller en conditicens couplée, basale ou découplée, en présence ou
absence de lumidre, ete... Dans un deuxiéme temps, nous avons soumls des
membranes thylacoidales & divers "stress" qui affectent de plus en plus.
spécifiquement les lipildes déja existants des thylacoides, comme les
"stress": osmotique, thermique, chimique (cholestérol, alcool benzyli-
que), Induit par une hydregénation des acldes gras des lipldes in situ
ou encore par dégradatlon de certains lipides localisés dans le feuillet
externe uniquement des membranes‘thylacoidales,

Cette approche dlffére quelque peu de celle qul -consiste & moduler
les voies métaboliques associées A la synthése des lipides: i) en
ajoutant des inhibiteurs ou des herblecldes dans le milieu de culture des
plantes (voir Lichtenthaler, 1989, pour une revue récente); Lii) en
cultivant les plantes a différentes températures. et/ou Intensités
lumineuses {Bervaes et al., 1987; Huner et al., 1987, Ketchle et al.,
1987; Miller et al., 1988), iii) en sélectlomnant des mutants déflclents
en certalns constltuancs {(Norman & St, John, 1986; Browse et al., 19B6;
McCourt et al., 1987; Kunst et al., 1989).
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3 MATERIEL ET METHODES
3.1 té u ' n Lda
Matériel biologique

Toutes les expériences décrites dans cette quatriéme parcie ont été
réalisées sur des fractions subcellulaires isolées, solit de Morelle noire
(Solanum nigrum L.} sensible (S} ou résistante (R) & l'atrazine (voir la
deuxidme partie du présent mémoire concernant les conditions de culture
et l'dge du matériel biologique), soit d’'Epinard (Spinacia oleracea)

"provenant du marché local.

Blen que le principal matériel blologlique dans ce travall soit 1la
Morelle noire, nous avons eu recours & 1'Epinard pour plusieurs raisons
pratiques: (L) Les Morelles (plantes de jour court) fleurissent précocem-
ment entre septembre et mal (blen que cultivées en serre et sous
éclalrage artificiel) et produlsent donc peu de phanes. A pareilie
époque, on trouve sur le marché locaml des feuilles d'Epinard (plante de
jour long) de belle qualité. (ii) L’Epinard est une plante bien connue
dans notre laboratoire et Ia plupart des techniques adaptées aux Morelles
sont originellemenc issues des techniques ddveloppées pour 1'Epinard.

Il est intéressant de noter que la Morelle et 1’'Epinard sont toutes
deux des plantes en "16:3". Par contre, la Morelle est sensible au froid
("chilling sensitive”), slors que 1'Epinard y est résistant ("chilling
resistant™) (voir Murata et =l,, 1982).

L'Epinard nous & servi de référence dans la mise au point des techni-
ques, surtout pendant la wmauvalse saison. En outre, 11 a répondu
différemment de la Morelle face & certzins stress, notamment face Aux
scress thermiques.

Isolement des membranes thylacoldsles

*  MORELLES

Les membranes thylacoidales de Morelles ont été isolées selon la
méthode d&ji décrite (voir 3*™ partie § 3.2). La derniire étape de 1la
technique consiste alors & resuspendre les membranes dans le milieu
adéguat et variable selon les expériences.



143

*  EPLNARD

Les différentes étapes de la préparation des membranes thylacoidales
d'Epinard sont effectuées le plus rapidement possible et a basse
température (4°C), afin d’éviter une dégradation trop rapide du matériel
biologique.

Les feuilles (120 a 150 g) sont rincées A l'eau délonisée et sont
entreposées une nult a4 1'obscurité 4 4°C, afin d'épuiser leurs réserves
d'amidon. Les feullles, dénervées et déchirdes de fagon grossiire, sont
broyées dans un Waring Blender 2 x 2 sec, directement dans 300 ml de
- milieu de broyage {Sorbitol 330 mM; Tricine 20 mM, pH 8.0, MgCl, 20 mM).
L'homogénat est ensuite rapidement filtré A travers & couches de gaze
puis deux couches de tissu & bluter. Le filtrat est centrifugé a 2200 x
g (rotor S5-34, Sorvall RC-5B) pendant 30 sec, temps d’accélération et
de- décélération non compris {les centrifugations suivantes seront
toujours effectuées avec le méme rotor). Cette centrifugation permet
d'obtenir un premier culot de chloroplastes bruts, le surnageant ayant
été éliminé par asplration. Le culot des différents tubes est resuspendu
"& l'aide d'une pipette en verre de 10 ml par aspiration et refoulement
" de gquelgques ml de milieu de lavage (Sorbitel 330 mwM; Tricine 10 mM, pH
8.0). Les culots sont rassemblés dans deux tubes, complétés chacun a 38
ml avec du milieu de lavage. La suspension de chloroplastes bruts est
alors centrifugée (1300 x g, 1 min). Cette étape constitue un premier
lavage des chloroplastes. Aprés aspiration des surnageants, les culots
sont resuspendus dans quelques ml de milieu d’éclatement; 1 vol de milieu
‘dé suspension (MS) de composltion warlable selon les expériences pour 9
vol d'eau déionisée. Les tubes sont complétés i 3B ml avec le méme mllieu
puis centrifugés (4300 x g, 3 min). Cette étape permet d'obtenir un culot
de membranes thylacoidales, le choc osmotique ayant brisé 1'enveloppe des
chioroplastes. Aprés aspiration des surnageants, les culots sont
resuspendus dans quelques ml de MS et rassemblés dans un seul tube,
complété A 38 ml avec le méme milieu. Un dernier lavage par centrifuga-
tion (1500 x g, 2 wmin) permet d‘obtenir des membranes thylacoidsles
fonctionnelles pendant plusieurs heures. Aprés aspiration du surnageant,
le culot est resuspendu 4 1 mg Chl/ml dans du milieu de suspensiomn.

3.2 a de ticules du PS IT

Nous avons préparé, & partir de feuilles d'Eplnard, des particules
enrichies en photosystéme II (PS II) et dégageant de l'oxygéne. Nous
avons utilisé la méthode de Berthold ez al. (19B1l) que nous avons
légtrement modifiée., Ces particules sont communément abrégées “psar-
ticules BBY".

Les membranes thylacoidales sont préparées comme décrit ci-dessus
{voir 3.1) et resuspendues & 4 mg Chl/ml dans le milleu de suspension
MSl:. MgCl, 5 mM; NaCl 15 mM; MOPS 20.mM, pH 7.B. Un aliquot de cette
suspension est dilué & 1 mg Chl/ml dans le milieu de suspension MS2:
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Sorbitol 100 mM; Tricine 25 mM, pH 7.8; KCl 100 mM, MgCl, 2 mM, il sera
conservé dans la glace er 4 1'obscurltéd et nous servira de contréle. On
ajoute lentement au reste de la suspension, placée & 1'obscuriré et dans
la glace, un volume égal d'une solutlon de Triton X-100 (30 mg/ml dans
Msl). Le tout est incubé 30 min 4 1'obscurlité et dans.la glace. Nous
transférons ensuite la suspension dans des tubes plastique ave¢ capsule
at nous les centrifugeons 30 min, & 30 000 x g, avec le rotor Ti-5¢, dans
une centrifugeuse Beckman, type "La 55 ultracentrifuge™. Les surnageants
sont éliminés par aspiration et le ¢ulot (enrichl en particules BBY) est
resuspendu, soit dens un petit volume de miliew M52, soit dans un milieu
composé de Sorbitol 400 mM; MES 25 mM, pH 6.5; KCl 100 mM; MgCl, 2 oM,
glycérine 50% final (v/v), permettant la conservatlon des particules BBY
dans 1'azote liquide ,

3.3 égra 'al \E!

L’albumine .sérique de boeuf (BSA) est-dégralssée par 1la méthode
décrice par Siegenthaler et al. {1987). La BSA provienc de FLUKA A.G. at
10g sont lavés comme suit: (a) dans 100 ml d"acétone sous agitatien pour
13min, suivie d'une filtration sur Bdchner; (b) 1'étape (a) est répétée;
(c) dans 100 ml d'éthanol sulvie d’une filtation et d'un ringage avec de
1*acétone. Le cycle complet est répété trois fols puls la BSA est séchée
sous vlde. Ce n'est que dans ces condltions de lavage qu'un extralt de
la B5SA dans le mélange hexsne/ncétone (3:2, v/v) est exempt de tout
lysolipide.

3.4 Dosage du c¢holestérol

Ce dosage s'inépire'en grande partie de la méthode décrite par Smith
& Steln (1982). Nous rappelons bridvement les quatre étapes de cette
technique:

1. Seponificatlion : On ajoute aux échantillons, contenant au
maximum 10 ug de cholestérol, 300 p) KOH 33%
et 300 ul d'éthancl. Le mé&lange est agité et
chauffé 15 min & 60°C

2. Extraction et

concentration ! Aprés refroidissement, on ajoute 2 ml HO et
: 2 ml de pentane, on agite et centrifuge. La
phase supérieure pentanique est récupérée
dans un grand tube conique SVL. L'opération
est répétde et on rassemble las phases
pentaniques. Ces derniares sont évaporées &

sec sous courant d’azote,
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3. Réaction
colorimétrique H Aprés avoir ajouté 500 sl de FeCl, (840 mg/1),
on aglte et lalsse le mélange reposer 10 min.
On ajoute ensulte 300 ul H,50,. Cette derniédre
addition est suivie d'une agitation puis de
45 miln de repos &4 1'obscurite.

4. Mesure : L’absarbance des échantillons est lue & 560
nm et reportée sur une drolte étalen, qui
permet de déterminer la quantité de cholesté-
rol dans 1l'aliquot. N

3.5 Mesure des activités de transport d* électrons

3.5.1 Activités du P§ 11

Pratique

) L'activité PS I1 des membranes thylacoidales est déterminée dans un
mélange réactionnel préalablement dégazé. Nous avons utilisé les accep-
teurs d'électrons suivants en présence de dibromothymoquinone (DBMIB):

potentiel redox

le 2,5 diméthyl-p-benzoquinene (DMQ) + 180 mV
le 2,6-dichlorophénolindophénol (DCPIP) + 217 mv
le p-phényléne-diamine (PD) + 360 mV

Le dépagement d'0, associé aux activités o --> Accepteur -->
K ,Fe(CN), est mesuré (électrode a4 oxygéne,.type Clark) dans un volume de
4 ml {20 ug Chl/ml) avec les mélanges réactionnels sulvants:

Sorbitol 100 mM; Tricine 25 mM, pH 7.8; KC1 100 mM; MgCl, 2 mM,
K,Pe(CN), 1 mM; DBMIE luM; + FCCP 2 uM; DMQ 0.5 mM

Sorbitpllloo mM; Triéiné 25 oM, pH 7.8; KC1 100 mM; MgCl, 2 mM;
K Fe(CN), 1 mM; DBMIE 1luM; PD, 0.4 mM

La photoréduction du DCPIP par les membranes thylacoidales (10 pug
Chl/ml) est mesurée, de préférence, par spectrophotométrie a 590 nm
(flltre interférentiel 589 nm, Balzers). La réaction a lieu dans une
cuvette de 2 mm de trajet optique contenant dans un volume final de 0.5
ml; ’

. Sorbitel 100 mM; MOPS 50 oM, pM 7.6; KC1l 100 mM; MgCl, 2 mM;
DBMIB 1uM; + FCCP 2 wM; DCPIP 50 uM
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3.5.2 Activités du flux d'électrons non-cyclique’
L'activicé PS 11 + PS 1 des wembranes thylaccidales est dérerminde

dans un mélange réactlonnel préslablement dégazé. Nous avons utilisé
trols accepteurs d'électrons: '

ote redox
le ferricyanure (K ,Fe(CN),) + '¢|30' mV
le méthylviclogine (MV) - 440 mV
le nicotinamide adénine dinucléotide-
phosphate (NADP') - 320 mv

. La photoréduction du K ,Fe(CN), par les membranes thylacoidales (10 ug
Chl/ml) est mesurée par spectrophotométrie (Aminco OW-2a) a 421 % 3 mnm
{filcre interférentiel 421 mm, Balzers), La réaction a lieu dans wne
cuverte de 1 cm de trajet optique contenant dans un volume final de 3 ml:

Sorbitol 300 mM; MOPS 50 mM, pM 7.2; MgCl, 5 mM; K [Fe(CN), 0.5 .
mM + NH,Cl 5 mM; et/ou £ FCCP 2 uM;

L'autooxydation du MV photorédult est mesurée dans un volume de 4 ml
par la mesure de consommation d'oxygéne (électrode & oxygéne, type Clark)
des thylacoides (25 pg Chl/ml) dans le mélange réactionnel suivant :

Sorbitol 100 mM; Tricine 25 mM, pH 7.8; KCl 100 mM: MgCl, 1 mM;
NeN, 2mM; MV 0.3 mM; + NH,Cl 2 mM

La photoréduction du HADP' par les membranes thylacoidales {100 ug
Chi/ml) est mesurée par spectrophotométrie (Zeiss PMQ II) & 340 nm
(filtre interférentiel 339 nm, Ealzers) dans une cuvette de Verre de 2
mn de trajet optigue (Siegenthaler & Morakova, 1974) et qui contlent,
dans un volume final de 0.5 ml

Sorbitol 100 mM; Tricine 50 mM, pH 8.4 NaCl 35 mM; MgCl, 2 mM; -
Fd 72 ug/ml; NH,Cl 2 mM; NADP' 2 mM

NB - L'irradiance est fixée a 2.5 x 10° ergs x cm® x sec' (250

. mW/cn?) dans les expériences qul nécessitent 1‘emplol solt de

1'électrode & oxygéne (type Clark), solt du spectrophotomdtre

Zelss PMQ II. Lors de la mesure de la photoréduction du

ferricyanure, l'irradiance & la sortie du filtre Klett n* 6

(610-700 nm) est de 0.6 x 10° ergs x em? x sec’' (60 mW/ca®). Ces

valeurs sont saturantes pour les différents transports
drélectrons. La température est fixée a 20°C,

- Lorsgue nous avons mesuré la photoréduction du ferricyanure par
les mentbranes thylacoidales en fonction de la température, nous
avons usé de quelques artifices pratiques afin d’évicer la
formation de buée sur les parols de la cuvette, ce qui auralt
faussé les mesures d'ahsorbance:



1477

* antibuée incolore sur les parois de la cuvette

* bloc réfrigérant dans le compartiment de la cuvette
* jer dfalr comprimé sur les parols de. la cuvette
_ Galculs :

Ny x ¥V x KO, x 60 min x 1000

“# umoles O, dégagé ou consommé x mg Chl'™ h™ =

PxtxQ
C Ny - : nombre de carreaux parcourus pendant un temps t (min)

v : volume du milieu réactionnel (ml)

KO, ! .. concentratien 0, dans 1'eau, p.ex. a 20°C 4 Neuchitel (720
mm Hg) = 250 .uM

r : nowbre de carreaux correspondant a 100% 0, (callbrat1an
KQ,)

t L. temps (min)

Q : quantité de Chl dans la cuvette (ug)

* umal DCPIP ou K,Fe(CN), ou NADP* rédult x mg Chl'x h' -

Ny % V x 60 min x 1000 pg Chl

¢ ¥ 100 carreaux x £t x Q .

'pour une calibration sur 100 carreaux (de 0 a4 1 Abs.)

g : nombre de carreaux parcourus pendant un temps t

v : volume du milieu réactionmel (ml)

€ : coefficient d'extinction de la molécule pour un trajet

optique de 1 cm {(mM")

t : temps {min)

Q : gquantité de Chl dans la cuvette {ug)

- €ocrp - 21 mM?' & 590 nm
- € kacn -1 mM? a 421 nm

- €04 - 6.22 mM' & 340 nm
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3.5.3 Mesure de la demi-inhibition

Nous avons déterminé la concentratfon d’atrazine et de DCMU néces-
salre pour inhiber de 50X (I,) l'ume ou l'autre des activités du flux
électronique (voir 3.5.1 et 2). Des quantités croissantes d'herbicides

- dans 1'érhanol sont ajoutées dans le milieu réactionnel aprés avoir
illuniné les membranes thylacoIdales. Nous avons veillé a ce que la con-
centration finale d'éthanol ne dépasse en aucun cas 1X,

L*'inhibicion de 1'activité du flux d'électrons par l'herbicide (par
rapport au contrdle) est exprimée en fonction de la concentratien finale
d'herbicide dans le mélange réactionnel, ce qui nous permet de déterminer
graphiquement 1a valeur 1,. Pour faciliter la détermination de I, la
concentration en herbicide est reportée sur une échelle logarithmique
(Fig.1).
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z 1(?.01 0.10 1.00 9,
— - N Lo
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[ ]
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w40t | 40
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}S ' /. 1

= 20t . 120
& o K

g [— N |

w 9 + : 0
& 0.04 0.10 - 1.00 10.00

ATRAZINE CONCENTRATION (uM)

Fig. 1: Courbe d'inhibitfon d'une activité par un inhibiteur. Ce type
de courbe sigmoide permet de déterminer la valeur I,. Cette
Figure particulidre représence 1’Inhibition du flux non-
cyclique d'électrons (H,0 —> K, Fe(CN),) découplé par NH,Cl de
thylacoides d'Epinard traités par 1'atrazine a 21°C. L'activité
avant 1'inhibirion est de 190 pmol FeCn réd, x mg Chl' x h™.
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3.6 M e des paramétres de lisison {"binding") entre l’atrazine

ou le DCMU et les membranes thylacoidales

3.6.1 Aspect théorique

Il est possible de symboliser la liaison d’une petité molécule -par
exemple un herbicide (H)- avec une membrane (M) par l'équilibre:

M+ H <—=i> MH

Une telle association est généralement caractérisde par deux parameétres
qui sont:

- la constante intrinséque d'association (Ka) de l'herbicide-

- le nombre p de sites.de fixation de i'herbicide par unité de
"support” (dans notre cas, la membrane)

Ces deux paramétres sont liés entre eux selon l'expression (Scatchard et
al., 1950): '
’ MH / H = -Ka x MH + Ka x pn

qui n'est autre que l'éguation d'une droite- (Fig. 2):

0.0 0.5 1,0 - 15 2,0 2.5 .0
§300 + t +— + — 3 300
z <5 Kaxn
£ 2504 ~. T?ED
5
='2001 0o —2 200
— - . o
ég .)... * \\\\\\\ ’

o 1501 /": . 1150
EE ) \T\\\\ ™ '
3 100 Kd = 10 UM 1100
= n = 2.8 nmol/mg Chl \ n -
§ 50 - : ., ‘ 150
g 0 + t 7 —— — \
S 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
nmol DCMU bound / mg Chl
Fig. 2. Représentation graphique de la 1i;ison d'un,herbicide su% des

membranes thylacoidales selon Scatchard.

Ka =~ canstante d'association
n = nombre de sites de liaison
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ol MH - la quantité d'herbicide 1ié par unité de membrames (nmol
herbicide 116 / mg Chl) ~
H - la concentration d'herbleide libre (uM)
Ka - la constante ¢'assoclacion (uH™)
n - nombre de sites de liasison par unité de membranes (nmol

herbiclde / mg Chl)

Une représentation courante du "binding” est eelle de Lineweaver et
Burk ou représentation en double-inverse ("double recipreocal plet"), voir
Fig. 3, A partir de cette représentstion, la constante d'association (Ka)
et le nombre de sites de Iialson (n) peuvent écre déterminés, Le
processus de Lialson est décric par 1'équation:

MH = {(n x H) / (Ka + H)

Cette représentation a le désavantage de comprimer les valeurs cor-
respondant aux fortes concentrations d'herbiclde sur une plage graphique
restreinte. En revanche, les valeurs correspondant aux faibles concentra-
tions d herbleide sont amplifiées. Le ctraltement mathématique de
Scatchard (Fig. 2}, quant & lui, ne présente pas ces désavantages, mals
Ia lecture de Ka et n est moins aisde.

NB HNous exprimerons le phénoméne de la lisison par la constante de
dissceiation (Kd, unité molaire}, plutét que psar la constante
d'associstion (Ka) car cette derniére est exprimée en unité

.molalre” mais attention! lorsque Kd augmente, 1‘affinicéd diminue !, ..

M50 -5 50 150 260 30 450 S0 680 750

o +
2
[=F1% - . 19
L
z Kd = 10 nM -
2 4 n = 2.8 nnol/mg Chl 14
o .
—~al L
g H ‘/,. 3
c ./'.
~ 2t 1 n ,/" =
| - K(] /' ® d
L "
3 1 ‘ ./ +4
o —~8
E ob——szic - + + + + + ' + +
-150 -850 &0 150 250 350 450 550 650 750
1/ pM free OCMU
Fig. 3: Liaison d'un herbicide sur des membranes thylacoldales selon la

représcntation graphique des doubles loverses.

Ka = constante d’assoclation
n = nombre de sites de llaison
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3.6.2 Méthode expérimentale

Partie pratique

Les membranes thylacoidales (50 pg Chl/ml) de Morelle (§ et R} ou
d’Epinard sont incubées dans le milieu de suspension ccmposé de: Sorbitel
400 wM; Tricine-NaCH 25 mM, pH 7.8; MgCl, 10 mM et des concentrations
croissantes d’herbicide radiocactif (soit du ['C)-atrazine (16 Ci/mol),
soit du ["C]-diuron (57 Ci/mol); Amersham International). La concentra-
tion finale en herbicide n’a jamais dépassé 0.5 uM. Dans les expériences
oit ni les effets dc la lumiérc ni ceux de la température sont étudids,
les incubations sant conduites & 1'obscurité, dans la glace (env. 4 °C).
Elles sont effectuées pendant 10-15 min. Ce temps est largement suffisant
pour que 1l'herbicide puisse atteindre son équilibre de partition entre
la phase membranaire et la phase aqueuse {Laasch et al., 19Bl). Les
échantillons sont ensuite cehtrifugés (Beckman, Hicrofuge B) a4 8700 x g
pendant 9 min. Des aliquots (250 pl) des surnageants sont mélangés &4 1.5
ml de scintillant (OptiFhase "HiSafe" 11, LKB wallac) et comptés dans un
compteur & scintillation liquide (Kontron-Betamatic). Les mesures de

 radicactivité permectent de déterminer la concentration d‘herbicide
libre. . .

Traitement mathématique

La quantité d'herbicide 1ié aux membranes est abtenue en soustrayant
la quantité d'herbicide iibre & la quantité d'herbicide totale. Cette
derniére a été préalablement déterminée & partir d’une calibratien
effectuée comme ci-dessus mais en 1‘ahsence de membranes.

Nous avons développé un programme en Turbo Pascal (voir annexe 1) qui
nous a permis de gagner un temps précieux dans le calcul des différents
paramétres des représentations graphiques (Figs 2 et 3).

3.7 ‘Dé diques de onocouche exte es membrane

thylacoidales

Phospholipides

Nous utiliserons la phospholipase A, (PLA,) de Vipera russelli,
(SIGMA} sans autre purification. Tour camme la PLA, de pancréas de porc
{voir 3*™ partie § 4.4), la’ PLA, de V. russelli hydrolyse la liaison
ester des phaspholipides en position sn,, engendrant ainsi un 2-lyso-
phospholipide et un acide gras. Par contre, elle hydrolyse préférentiel-
lement 1a PC, contrairement a4 1'enzyme pancréatique qui dégrade préféren-
tiellement le PG. La PLA, de serpent présente en outre 1'avantage
d'hydrolyser les phospholipides en présence d’une forte concentration de
BSA. La technique utilisée dans cette 4" partie est basde sur les
récents travaux de Siegenthaler et al. (19B9a).
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* Phosphelipase A, (PLA,) (E.C. 3.1.1.4)

Origine : venin de Vipera russelll

Substrat . PC > PG

"Polds, moléculaire : 30'000

Cofacteur . Ca® (1-10 mM)

Inhibiteur : EDTA

pH optimum : 7-8

pl : 4.0

Produits d'hydrolyse : acldes gras lLilbres + 2-lysophospho-
: lipides

L*incubation des membranes thylacoidales (] mg/Chl) avec la phospho-
lipase A, est effectuéa & 1l'obscurité et & 4°C dans le milieu suivant :
Sorbitol 300 mM; Tricine/KOH (pH 8.0) 20 mM; HgCl, 2.5 mM; CaCl, 1 mM, 8SA
40 mg/ml et PLA, 0.1 U/mg Chl. Aprés prélévement dfun échantillen
contrdle au temps zéro, la lipase est ajoutée A& la suspension qui est
agltée pendant toute la période d’incubdtion. Aprés lh, 10 xl EGTA 250
mM, pH 7.8, sont ajoutés. L’EGTA chélate le Ca® et garantit alnsi une
inhibition de 1‘activité de la PLA;,. Les membranes sont ensulte lavées
une premiére fois dans le milieu suivant: Sorbiteol 300 mM; Tricine 15 mM,
pH &.0; B5A 5 mg/mi et une deuxi2me fols dans le méme milieu exempt de
8SA (centrifugation 2 min & 1000 x g, rotor §$5-34, Sorvall RC-58). Les
pourcentages d'hydrolyse des PC et PG sont déterminés (voir 3*™ partie
§ 3.6.1).

Galactolipldes

La procédure d'hydrolyse des galactolipides reprend exactement celle
des phospholipides et lés milieux sont les mémes. La lipase utilisée est
celle de Rhizopus arrhizus (3™ partie § 4.4) a raison de 30 U/mg Chi.
Les poutcentages d'hydrolyse des MGDG et DGDG sont décerminés (volr 3*™
‘parctie § 3.6.2), .

- NB 1l n’est pas possible d’inhiber 1‘activité de la lipase de Rhizopus
arrhizus par l'addition d’'EGTA car son activité est peu dépendante du
Ca® ., Par contre, les deux lavages successifs des membranes thylacoi-
dales et les basses températures {=4 *C) auxquelles les différentes
expériences sont condultes, permettent d'éviter une dégradation
ultéricure des galactolipldes (Rawyler & Siegenthaler, 1985;
Siegenthaler et al., 1989).
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3.8 defogénation catalytique des membranes thylacoidales

Gette technique est basée sur les travaux de Vigh er al. {1985a). Le
catalyseyr employé dans ces expériences est le Pd(QS), ou palladium
di{scdium alizarine monosulphonate), que le Dr Vigh L. nous-a simablement
‘offert. Ce catalyseur présente le grand avantage d'étre hydrosoluble et
peut donce étre Facilement séparé de la phase membranalre par lavage. Les
membranes restent fonctlonnelles (Vigh et al., 1985a, b; Horvath, .G. et
al., 1986; Vigh, 1987)

" Les thylacoides de S§. nigrum § et/ou R sont resuspendus a 0.06 mg
Chl/ml dans le milieu sulvant:  Sorbitel 400 mM; MOPS-KOH 50 mM, pH 7.5,
MgCl, 2 mM-(=MS). GCe mélange est contenu dans des "réacteurs” en verre
capables de supporter de fortes pressions, L'atmosphére d’air des
réacteurs est progressivement remplacée par de 1'hydrogéne (1 atm). Le
catalyseur est injecté &4 1'alde d'une seringue dans chaque réacteur (0.1
mg Pd{QS), / ml) a travers un septum en caoutchouc. Le catalyseur est
préactivé avant son emplol par une conversion en sa forme-8 hydride, qui
lui permet d'hydrogéner les doubles lisisons sans période d'induction
(Pak et al., 1990). Les réacteurs sont lmmédiatement agités par rotation
(45 tours/min) & 1'obscurité a 2 °C pendant le temps désire. A la fin de
1'incubation, la pression dans les réacteurs est lentement reldchée et

. la suspenslon est agltée sous atmosphére d'alr, ce qui a pour effet de
stopper la réaction d'hydrogénmation. Les mewmbranes sont lavées dans le
méme milieu {voir ci-dessus) contenant en plus 9.1% BS& (v/w), 2 min &
1500 x g (rotor HB-4, Sorvall RC-5B). L’appareillage (développé par Vigh
& Jod, 1983) permet de prélever des aliquots (5 ml) des réacteurs et de
déterminer le pourcentage d'hydrogénation des acildes gras en fonetion du
temps d’'hydrogénation. Dans cette sérile d’'expériences, le degré d4'hydro-
génation des différents acides gras a été déterminé aprés séparation des
méthylesters par GC (voir 3™ partie § 3.4) et quantifié par un intégrat-
eur.

4 RESULTATS ET DISCUSSIONS

L'atrazine et le DCMU sont reconnus (avec dfautres herbicides
photosynthétiques, cf revue de Pfister & Urbach, 1983) pour inhiber le
transfert des électrons de la chaine photosynthétique dans les chloro-
plastes en se liant au polypeptide 32 kD (= Qy, B, R, A,, pour -la
terminologie, voir Haehnel, 1984 et Kyle, 1985). Ces herbicides bloguent
le transfert des électrons au-deld de Q, qui se trouve maintenu 4 l'état
réduit Q.. Dans la réaction de réduction qui met en jeu cette quinone Q,,
fixée auv polypeptide 32 kD (Q,) et la quinone Q;:

. QPQ + hv —> QQy <—> QQy + hv <—> Q@ <> QQy" <—> Q,:PQH,

il semble que seule la semiquinone Qy soit. fermement liée a4 1'apopro-
téine, alors que les formes quinone et quinol le sofent beaucoup moins
(Velthuys, 1982; Farineau, 1986).
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Trols différents modes d'actlon des herbfcides du PS II ont &té
envisagés pour expliquer le bloquage du transport des électrons de Q,
vers Qu: 1) Le changement du potentiel redox de Q, vers des valeurs plus
négatives, le rendant thermedynamiquement inaccessible .4 PQ (Velthuys &
Amesz, 1974; Pfister & Arntzen, 1979; Trebst, 1980). 2) Le déplacement
de PQ de son sice de liaison Q,, selt directement par le remplacement
d'une molécule d'herbicide (Velthuys, 1981l), solt 3) via des modifica-
tions allostériques qui induisent un changement conformationnel du
complexe protéinique et qui 1limitent la lialson des PQ ou d'autres
molécules herbicides (Vermaas et al., 1984; Renger, 1986).

Sur la base des expériences de Jursinic & Stemler (1983) pour 1’atra-
zine et de Laasch et al. (1983) pour le DCMU, le mécanisme de remplace-
ment des PQ liées au polypeptide‘EZ kD par- ¢ces herbicides est assez
largement accepté. Pourtant, sur une base expérimentale, on ne peut pas
exclure les deux autres mécanismes, 1l est méme envisageable que deux,
voir les trols mécanlsmes agissent de concert,

4,1 Mode gd! de 1' ne

Remarque préliminaira

Nous avons observé que ls valeur I, ainsi que la qualité de la courbe
d'inhibition obtenue, dépendaient du nombre de lavages des membranes
thylacoidales (Tab. I)}. En effet, lorsque le nombre de lavages augmente,
il apparalt que a) l'acrivicé du flux électronique H,0 —> FeCn (NH,Gl)
& 20 *C diminue; b) la valeur I, augmente; ¢) la détermination de 1la
valeur I, est facilitée, c'est-A-dire que la qualité de la courbe du
pourcentage d'inhibition versus la concentraticn en atrazine est bonne
(faible dispersioen des polnts, velr Fig. 3); d)} le trolsliéme lavage ne
semble pas &étre nécessaire. Ainsi, on constate que la valeur I, dépend
grandement de la qualité des membranes: une fraction thylacoidale
contenant certains contaminants extra-thylacoidaux (alcaloides, phénols,
lipases, protéases, etc...) vielllit rapidement suite A 1'action des
enzymes lytiques libérés dans le milieu de suspension lors de la rupture
des structures subcellulaires, Cette altération membranaire permet aux
herbicides d'augmenter leur pouvelr d'inhibition (diminution de la valeur
1,) mals les résulcats, dans ces conditions, sont peu repreoductibles. La
détermination de la valeur I, permet donc, de tester la qualité (fonction
et structure) des membranes thylacoidales. Schreilber & Pfister (1982)
constatérent également que 1'intégrité des structures chloroplastiques
pouvalt étre estimde via 1'acclon du DCHI. .

aepbranes thylacoidales de 5. nigrum (5}

HUMBRE DE LAVAGES ACTIVITY (n=3) la (M) QUALITE DE LA COURBE
o] 118 t £3 0.08 médjocre
L 100 t 14 0.1s suf{ issnte
2 83 110 0.20 ‘bonne
3 “BO t Y1 0.20 bonne
Tah. I: Cerermination de 1a wvaleur [, (concentratlon d'atraszine néces-

falre pour inhlbaer 1'actlvité HQ - > farricyanuye (MH,C1) de S0%)
en Lonctlon du nombre de lavages des seabranes thylacoldales de
% Morelle noire sengible & I'strszlos. L'activite est exprimée
#n umol de FeCn rdduit/mg Chl/h.
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4,1,1 Le pouvpir inhibiteur

Tout au long de cette quatriéme partie, nous parlerons de la valeur
I, pour les différencs herbicides. En fait cette valeur exprime le
pouvoir inhibiteur d'une molécule (inhibitory potency) sur une activité.
ainsi, une valeur I, élevée est associée & un pouvolr inhibiteur faible®.

o Cartelns sutsurs ont égalemsnt erprimdé ce parsmdtre psr 1v velsur inverss du I, ou par ls plg,,
Plgg = ~log Igy I, [M] (FedtXs, 1982). Pour notre part, nous ne ferons pan umege de cex
axrpressionn cur %'.lln sxpriment moins directemant Ly notlon de concentration pratique
d'harbicids ndc aires pour inhiber de 50X une quelconque actlvitd.

Le Tab. 11 présente quelgques valeurs I, que nous avons déterminées
pour des membranes thylacoidales d'Epinard et de Morelles 5 et K: on
observe dans ce tableau que les valeurs Iy sont plus élevées 1) pour
1'atrazine que pour le DCMU; 2) pour un flux d'électrons en condition
basale qu'en condition découplée (comparer également les Figs 4A et B).

Ta (uk)

FELUX D*ELECTRONS FPHOTODSYNTHETIQUE ESFECE ATRAZINE DCHU 100X ACTIVITE

Ps 11 B0 ---> DNQ (Basal) E &.15 0.040 6D
(+ DBM1B) HO0 ---> DMQ  (FGCP) E 0.06 0.010 100~
HA3 ---> PDp {NH,C1) E. 0.12 LEEN 190+
H,0 ---> DCPIP (basal) E 0.95 0.042 50"
H,0 ---> DCPIP-‘(FCCP) E 0.40 R o
PS I1 + FS 1 H,0 ---> FeCn (basal) E Ci.ﬁi 0,160 7o
H,¢ ---> FeCn - (FGCF) E U.13 0.0640 170
B0 ---> FeCn (MH.Cl) E 0.17 0.045 190!
B0 ---> FeCo (NHCLl) § 0.12 0.93s 1207
H,0 ---> FeCn (NHC1) R 85.0 0.100 100r!
HA ---> MV (NH,.C1} E 0.13 140
HO ---> NADP® {NHCl) S 0.30 107
HOQ ---> NADP* {NH.Cl) R 75.0 ---- 50
Tab. I1: Valeurs 1, (pH) de I’atrazine ot du DCHMU sur des oembranss

thylacoldales solt d'Epinard (E) soit de Morelles sensible (5)
et/ou résistante (R), Le 100X des acclvités est exprimé en a)
pmoles D, dégapgé/mg Chl/h; by umoles de dichlorophénol -indophénol
réduit/mg Chl/h; ¢) pnoles de ferricyanure réduit/mg €hls/h: d)
pmoles 0, consommé/mg Chl/h et e) umoles de NADP* rédutt/mg Chis/h,
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DCMU CONCENTRATION (1M)

Courbes d'inhibition du flux 4'électrons H0 —> R Fe{lN), dans
des membranes thylaceoidales d'Epinard traitées par 1'atrazine
(A) 2t le DCMU (B). Les I, sont déterminés soit en condition
basale, soit en condition découplée par le FCCP. Les fléches
indiquent les valeurs I, respectives. Le 100% d'activité est
de 70 pmoles FeCn réduit x mg Chl”’ = h”" en condition basale et
de 170 en condition découplée, Noter qu’en condition basale, de
faibles concentrations d'herbicide stimulent 1’activité du fiux
4’ électrons photosynthétique.



Atrazine - DCMU

1)

En effer, le pouvoir inhibiteur de 1'atrazine est moins puissant que
celui du DCMU. Cette différence peut é&tre attribuée a: i) une
lipophilicicé différente, celle du DCMU étant supérieure a celle de
1*atrazine (voir 1** partie de ce travail et Neumann et al., 1987);
ii) une stéréochimie différente, le DCMU mimant une malécule de PQ
plus fidélement que ne le fait 1’atrazine (Gardner, 1989); iii) des
changements conformationnels allostériques du polypeptide 32 kD
différents, le DCMU induisant un changement plus important gque ne le
fait 1l"atrazine, ce qui limiterait davantage la liaison des PQ dans
la réaction d'oxydoréduction (Vermaas et al., 1984; Renger et al.,
19843,

Basal - découplé

2)

Le pouvoir inhibiteur d’un herbicide sur une activité du flux d’'élec-
trons en conditians hasale est environ 2?2 2 4 feis plus faible qu'en

-condition découplée. Ceci peut &tre associé au gradient protonique a

travers la membrane. thylacoidale (Barber, 1985). En effet, la con-
centration de protons dans le lumen contréle le taux de transfert des
électrons, celui-ci étant plus élevé dans les centres PS Il encore
actifs, permet que. l'inhibition’ due aux herbicides soit contre--
Lalancée par le ralentissement des électrons {Siggel et al., 1972).
Par contre, en conditions découplées ceci n’apparait pas car la
cancentration en protons dans le lumen du thylacoida reste basse
suite 4 leur sortie facilitée. Whitmarsh (1986} propecse qu'un fort
gradient protonique (condition basale) & travers la membrane
thylacoidale, favorise un équilibre de dissaciation des PQ vers la
forme enilonique (Q,), fermement 1liée au polypeptide 32 kD, qui
entraverail ainsi la liaison des herbicides sur leur site d'action.

Le Teb. IT présente également une variarion des valeurs I, suivant: 3)
1’ accepteur final d'électrons et 4) le matériel biclagique.

Accepteurs d’'électrons (PS II)

3)

Nous considérerons d'aboerd les acceptedrs finals d'électrons
situés "en aval" du PS5 II (Fig. 5), danc en présence de DBMIB (le
DBMIB est reconnu pour ne¢ pas découpler, ni interférer avec le site
diuron, pour une revue, Voir-Trebst, 1980)., Le 1, de 1'atrazine
augmente de plus de six fois lorsque le DCPIP est utilisé plutdt que
le DMQ et ceci aussi bien en conditions basale que découplée par le
FCCP, Ort et al. (1983) proposent que le DCPIP interagit directement
avec le site Q4 et influence significativement le mode d’action des
herbicides. De plus, l'utilisation de cette malécule comme accepteur
final d'électrons a été remise en gquestion lors d’expériences de
stress des membranes thylacoidales {Thomas et al., 1986a). De telles
différences ne s’observent pas pour le DCMU. Lorsque le PD, est’
1’ accepteur final des électrons en condition décquplée par le NH,.C1,
on observe une valeur I, de 0.1? uM, prache des wvaleurs rencontrées
lorsque le FeCn est photeréduit en condition décauplée.
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Chaque composant de la chaine de transport d'électrons est
placé & la valeur de son potentiel normal & pH 7.0.

M, systéme de dégagement de 1’oxygéne; Z, donneur du PS II;
Py, centre réactionnel du PS5 II; Pheo, phéophytine, 1*
accepteur du P5 II, Q,, quinone fixée; Qy, quinome semi-libre;
PQ, plastoquinone:; PQH,, plastoguinol; Fe-5;, protéine FeS de
Rieske; Cyt f et Cyt b,, cytochrémes; PC, plastocyanine; P,
centre réactionnel du PS I; A, et A, premiers accepteurs du PS
I, x, F‘eSB at,FeS,, protéines FeS, acceptrices du PS5 I; Fd,
Ferrédoxine; FNR, ferréddoxine-NADP réductase.

Trait continu, flux non cyclique; trait discontinu, flux
cyclique des électrons; LHC II et LHC I, complexes polypeptidi-
ques collecteurs de lumizre des PS II et PS I, respectivement.
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Accepteurs d'électrons (PS II + P§ I)

En considérant les accepteurs finals d'électrens situés en
"aval" du PS I.(flux d'éleetrons noen-cyclique), on constate que la
plage des valeurs I, est beaucoup plus restreinte que dans le cas
précédent. Pour lfatrazine comme pour le DCMU, on n’observe que peu
ou pas de différences en conditions découplées solt par le NH,CL, scic
par le FCCP lorsque le FeCn est 1l'accepteur flinal d’électrons. Le
pouveir inhibiteur de 1fatrazine est légérement augmenté (25X}
lorsque le MV remplace le FeCn. Ceci peut étre attribué i 1la

" propriété du FeCn d'oxyder chimiquement solt le Cyt by, (Drechsler &

Neumann, 1982), seit Qy, fixant la semi-quinone a4 la membrane et
rendant ainsl plus difficile la liaison des herbicildes ({Farineau,
1986), ou encore & la propriété du FeCn d'affaiblir la liaison des
herblcides dans des membranes thylaccidales légérement endommagées
{Renger et al., 1988).

On constate également que 1'atrazine et le DCMU, en faible con-
centration, stimulent le flux total d'électrons non-cyclique en
conditions basales (Figs 4A et B), ce qui n'a jamals été observé pour
les réactions partielles du PS II. Ceci peut étre attribué solt & un
effet découplant des herbicides qui élimine toute compéticion entre
les flux d'électrons cyclique et non-cyclique (Nishimura et eal.,
1975), soit &4 des modifications de certains composants de la membrane
thylacoidale sicués aprés le PS II.

Matériel biologique

4)

Le pouvoir Inhibiteur des herbicldes dépend sussi du matériel biclo-
gique (espéces ou biotypes). En effet, on observe dans le Tab II, que
1'atrazine et le DCMU ont un pouvolr Iinhibiteur plus fort sur la
Morelle § que sur 1'Epinard. Par contre 1'atrazine n'a d'effet qu’'en
concentration élevée sur le fiux d’électrons du biotype R (rapport I,
de R/, de § = 250 lorsque le FeCn est l'accepteur final d‘électrons
et 700 lorsque c'est le NADP*), Le DCMU égzlement est moins efficace-
sur le biotype R que sur le § (rapport Iy, de R/I,, de § = 2.9), mais
on ne peut pas parler dans ce cas de résisrance au DCMU (Cettmeler et
al., 1982; Pfister et al., 1979; Thiel & Bdger, 1984) mais plutédt
d'une "pseudotoiérance”. ’

Le Tsb. 1I montre enfin que les thylaceides R ont une activicé de

transport d'électrons non-cyclique d’environ 20% plus petite que celle
des § {pour un explication, voir le § suivant). Entre les espéces
également on observe une différence du taux d'activité photesynthécique,
1’Epinard montrant un flux HO —> FeCn (NH,Cl) plus élevé que celui de
l1a Morelle §. Cette dernigre observation est probablement associée &
1'intégrité des membranes thylacoldales celles de Morelles étant plus
fragiies, donc plus facilement endommagées que celles de 1'Epinard.
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Lumiére

Nous avons constaté que l'origine et la qualité des thylecoidés, le
type d'accepteur final d'électrons et la présence d’un agent découplant
influencent le pouveir inhibiteur des herbicldes, Dans un deuxiéme temps,
nous nous sommes intéressés & mesurer une activité photosynthétique en
conditions d'éclairement limitant. Nous avens mesuré 1*activité HO —>
NADP* (NH,C1l) en fonction de 1'irradiante chez des membranes thylacoidales
de Marelles S et R (Fig. 6). Ces courbes de saturation Suggérent que
l'efficlence photosynthétique du blotype R est plus faible que celle du
biotype 5, ce qui peut étre assoclé, selon Ireland et al. (1988), au fait
qu'un "pool” de Q, n'est plus oxydé rapidement psr l’activité du PS 1
chez le mutant, Ce résultat confirme ceux de Helt et al. (1981}, Burke
et al. (1982), Ore et al., (198B3), Ahrens & Stoller (1983) ct Ireland et
al. (1988), . qui observent que le rendement quantique relatif des biotypes
R de plusieurs espéces (S. vulgaris, B. campestris ou A. hybridus) est
environ 20% Inférieur & ceiui des biotypes S respectifs. Le comporte-
ment des mutants vis-i-vis des conditions d'éclairement les rapproche
donc des espéces d’ombre, ce que corrobore les résultats relatifs &
1'étude structurale des thylacoides R par rapport aux § (voir 3*~
Partie}. :
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Fig. 6: Courbes de ;aturation des biotypes sensible (-) et résistant

(4) exprimées en ymoles NADP' réduit x mg Chl' x b' en fonction
de 1l'intensité lumineuse.

HB: las courbés ne partent pas de l'arigine pour des rsisans d'sppereillage.
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Le pouvoir inhibiteur des herbicides diminue proportionnellement &
1'intensité lumineuse, tant que celle-ci est Iimitante (Fig. 7). En
conditions de lumiére saturente, les valeurs I, de I'atrazine tendentc
vers un plateau, tant qu’sucune photoinhibition n’appsrait (Chow et al.,
1989), (résultats non montrés). Apr2s extrapolation des droites de 1a
Fig. 6 pour une irradiance nulle, nous constatens un I, égal & 0 pH pour
S et -20 uM d’atrezine pour R. Ceci nous suggére que 1'atrazine affecte
le flux d'électrons des membranes thylacoidales § déji aux faibles
irradiances, ce qui peut gétre associé &4 l’action trés spécifique de cet
herbicide sur le polypeptide 32 kD (Tischer & Strotmann. 1977). Par
contre, chez R, il semble qu'{l existe une sorte de "réservoir®™ dans
lequel 1'herbicide n’surait qu’un effet latent sur l'activité du flux
électronique. II pourrait donc s'agir d'une inhibition des activités
photosynthétiques via une action aspécifique de 1'atrazine qui n'exerce-
rait son action inhibitrice que lorsqu’elle se trouve en grande quantitcé
dans toutes les structures chleroplastiques (=inhibition par un effet de
concentratian}.
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Fig. 7: Relation entre la valeur I, pour 1l'atrazine et 1'irradlance et

la chez les biotypes sensible (+) et résistant )(4) de §.
nigrum.



Conclusions

I} apparsit que plusieurs facteurs extrinséques (1'intensité
lumineuse, le type d'accepteur final d'électrons, la présence d'un agent
découplent, etc...) et intrinséques aux membranes thylacoidales (1'ori-
gine spécifique, 1'intégrité, ete,..) modulent le pouvolr inhiblteur de
l'atrazine et du DCHU. Cela nous paralt &tre une bonne ralsen pour expli-
quer, en ne considérant l'actien des herblecldes que sur des membranes
thylacoidales de plantes supérieures, les plages étendues de valeurs I,
que 1l‘on trouve dans la littérature: pour 1’atrazine, de 0.05 & D.8 pM
et pour le DCMU, de 0.03 & 0.2 uM (Pfister et al., 1979; Fedtke, 1982:
Laasch et al., 1982, Oettmeler et al., 1982; Thiel & Bdger, 1984).

Les électrons sont transportés entre le PS II et le complexe cyt bf
via des plastequinones qul se déplacent dens la partie lipidique (Fig.
B) en proche -interaction avec le slte de liaison des herbicides sur le
polypeptide 32 kD. Comme nous sommes Intéressés par le rble que pour-
ralent jouer les lipides diacylés des membranes thylacoidales en
interactlon avec les herbicldes de type diuron, nous avons mesuré un flux
électronique total non-c¢yclique (PS II + PS I). Dr, le flux d'électrons
HO - > K,Fe(CN), comprend 1‘'étape de déplacement des PQ & travers la
phase lipidique. De plus, les activités du flux électronique mesurées en
condition découplée sont significativement plus élevées qu'en condition
basale (= 2X) ce qul rend la détarmination des valeurs I, plus précise.
Pour cette ralson, chaque fols que les conditlons expérimentales le
permettront, neous mesurerons la réduction du FeCn en présence de NH,CI1.
Ce flux élcectronique présente 1'avantage d'étre raplde (Tab, II) et peu
celiteux comparé & cgelui qui fait intervenir le NADP* comme oxydant de
Hill. D’autre part, de faibles quantités de membranes thylacolidales
permettent de travalller dans des domaines de sensibilité satisfeisants,
contralrement 4 la mesure de la consommatlon d'0, en présence de MV, qui
nécessite des échantillons en quantité plus élevée.

NON APPRESSEQ

Fig. B: Schéwe d'aprés Gounerls et al, (]986) représsntent l‘lnterectlom dem protéines
intrinsdques et ut.rl.nﬂquu de le nechrane thyleccidels permesttant 1) ie tranefert des
électrons de 1° H,O au KADP* ot aimuitanbment 11} le pompege des protons de le surfece
externie vers ls surfece interne du thylecolde, engendrant le potwntiel il.-:r.m:hlulqu-
dont dépandra ie eynthése d"ATF dans le complaxze CF “CF,.
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4,1.2 La liaison herbicide-membrane {"binding®)

La constante de dissociation (Kd) et le nombre de sites dea liaison
{n} de I'atrazine et du DCMU appliqués & des membranes thylaceoidales ont
été calculés & partir de la représentation de Scatchard (Fig. 2). Dans
tous les cas étudiés, la quantité d’atrazine liée aux membranes thyla-
coidales du biotype 5 (Fig. 94) ou 1a quantité de DCMU liée aux thyla-
coides des deux biotypes (Fig. 98) augmente progressivement avec .la
concentration d'herbicide. Des résultats similaires (oon montrés) sont
obtenus avec des thylacoides d'Epinard. Par contre, les membranes
thylacoidales de Morelles R n’ont, aux concentrations d'atrazine testées,
jamais iIncorperé cet herbicide (Fig. 94), phénoméne é&galement observe
chez Senecio vulgaris R par Pfister et al. (1979).
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Fig. 9: Incorporation des herhicides (A) [“C]-atrazine et (B} ["(C]-
DCHU (nmol/mg Chl) dans des membranes thylacoidales de 5.
nigrum sensible (§) et résistante (R) & l'atrazine en fonction
de la concentration d’'herbicide (uM). :



Coopérativicé

Les représentations de Scatchard concernant 1tatrazine (résultacts non
montrés) et le DCHU (Fig. 10) présentent deux parties distinctes: une
partie lindalre (lorsque la concencracion d'herbicide dans le milieu
d'incubation est supérleure & 0.04 uM, ce qul correspond & env. 0.7 nmol
d'herbicide lié/mg Chl) et une partle non-linéaire (aux concentrations
inféricures). La forme de.cette dernidre phase suggére qu’aux con-
centrations d'herbicide inférieures & 0.04 pM, les deux herbicldes se
lient aux membranes de maniire coopérative. A notre connaissance, cette
phase de coopérativité positive n'a jamais été mise en évidence aupar-
avant. Pourtant un tel comportement de lialson aurait dG étre observé par
ia représentation graphique de Hill (Pfister et al., 1979, wvan Rensen,
1984) mais, cette derniére méthode considére une plage de concentrations
d'herbicide trop étendue, qul masque le phénoméne de coopérativité. Or,
ce phénoméne n'est observable qu'aux falbles concencrations d‘herbiclde

(0-0.04 uM).
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Fig. 10: Constantes de dissociation {Kd) et nombres de sites de llaisan
(n) du DCMU pour des membranes thylacoidales de biotypes
sensible ($8) et résistant (R) de S. nigrum. Kd et n sount

' déterminés A partir de la représentation de Scatchard, Les
coefficients de corrélation sont de 0.997 at 0,999 pour les
blotypes § et R, respectivement,
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Spécificité de la liaison des herbicides

L'amplitude de la-phase de coopérarivité positive a toujours été plus
marquée (env..2X) chez le biotype $ de la Morelle que chez le R (Fig.
10). Cette dernidére observation pourrait indiquer que 1la substirurion
dune sérine par une glycine du polypeptide 32 kD du biotype R (Hischberg
et al., 1984), a eu pour effet, non seulement d'empécher toute fixation
de 1l'atrazine, mais encore d'altérer le phénoméne de coopérativité
positive dans la liaison du OCMU, probablement suite & un changement
conformationnel du polypeptide (volr plus loim). La phase linédalre {Fig.
10) observée aux concentrations d‘herbicide > 0.04 uM, correspond
vraisemblablement & la lialson spécifique de 1'herbicide sur le poly-
peptide 32 kD (Pfister et al., 198l), La Fig, 10 montre également que le
OCMU a une moins forte affinité pour des membranes thylacoidales du
biotype R que pour celles du blotype S5 (voir aussi Tab. I1I, Kd du OCMU
est 2 & 3} fois plus élevée chez R gque chez S). Cette derniére observation
suggtre que nen seulement le site atrazine est modifié chez le biotype
R suite 2 la mutation mais aussi le site DCMU, quoique dans des propor-
tions nettement plus faible. Ainsl, apparalt le concept de deux sites
de liaison différents sur le polypeptide 32 kD, 1‘'un pour les urées
substituées ¢t 1'autre pour les triazines symétriques. Plusieurs modties,
faisant tous intervenir des subrécepteurs soit communs soit spécifiques
pour les différents herbicides, ont été proposés {(Bfister & Arntzen,
1979, Pfister et al., 1979; Trebst, 1980; Thiel & Béger, 1984). Ces
subrécepteurs impliquent 1'existence d'un domaine au sein du polypeptide
32 kD ob les sites de lialson des herblcides se chevauchent. Wos
résultats corroborent ces moddles, plus particulirement le modile de
Trebst (1980) (Fig. 1l). -

”
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. _— shialdiag protein ar
dinding induces inhidilion B~ orotesm
wteclron flow sysiem
Fig. 11: ! &5 Trebs 03): Représentation schématique d'un site de

lialsen du DCMU sur la membrane thylacoidale, situd du coté
accepteur du photosystéme IT {P5-II). L'{mage que nous avens du
PS II a quelque peu évelué ces dix derniéres anndes, mals celle
d'un domaine ol les sites de liaison des différents types
d'herbicides se chevauchent, est encore actuelle.
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Compétltion

Il a été ohservé que tous les herbicides du PS5 11 se déplacent
wutuellement (Pfister & Urbach, 1%83). Cecl indique que tous ces
herbicides:

1) entrent en compérition pour un site commun de la membrane thyla.
coidale (Tischer & Strotmann, 1977; Pfister & Arntzen, 1979, Laasch
er al., 1982; Allen er al., 1983; Tellenbach et al., 19B4: Thiel &
Béger, 1984) :

2) 1interférent avec le site de réduction des PQ (Velthuys, 1981, 1982;
Vermaas et al., 1933;; Trebst, 1985; Soll & Oettmeler, 1984, Farinesu
& Mathis, 1985; Satoh er al., 1986; Farineau, 1986; Wydrzynski &
Inoue, 1987; Trebst et al., 1988; Drechsler & Neumann, 1989; Gardner,
1989) ’

3) interférent avec le site de fixation du €O, (ven Rensen & Vermaas,
1981; Khanna et &l., 1981; Vermaas et al., 1982, 1984; wvan Rensen,
1984; Nugent et al., 198B8; Eaton-Rye & Govindjee, 1988).

L'analyse du mécanisme de compétition entre herbicides pour un méme
site de liaison est possible par la représentation en double-inverse des
valeurs de la lialson d'un herbicide "chaud" en présence d'un herbicide
compétiteur différent "froid". Sous cette forme de représentation (Fig,
12), la compécition entre deux moléculies est indiquée par une intersec-
rion commune des droites sur 1’ordonnée {nombre de sites de llaison con-
stant), alors que l’'inrersection sur 1'abscisse tend vers zéro (diminu-
tion de 1’affinité) lorsque la concentration de 1'herbicide "com-
petlcour” augmente,
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Fig. 12: Liaison du DCMU sur des membranes thylacoidales d’Eplnard
controle {-) et en présence de 0.2 uM d’atrazine («). Ce type
de -représentation en double-inverse, permet de déterminer
alsément le type d’interaction entre les deux herbicides
("competitive", "uncompetitive”, "noncompetitive"}, voir Fersht
(1977). Dans ce cas, {1 s'agit d’'une Interaction de Ctype
exclusivement compétitif.



En effet, lorsque des thylacaides sont incubés avec 0.04 uM de DCMU
“froid" en présence d’atrazine radicactive (Fig. 13A), on.constate que
la valeur Kd de 1'atrazine passe de 21.a2 46 nM, 1'affinité étant alors
diminuée de plus de maitie.

5i les membranes sont incubées avec 0.04 uM d’'atrazine *froid" en
présence de DCMU radiocactif (Fig. 13B), on constate que la Kd du DCMU
passe de 4.5 3 8 nM, 1l'affinité étant alors dimlnuée de molns de 1.5
fols. Alnsi, 1’affinité du DCMU est quelque 6 fois plus forte que celle
de 1l’'atrazine dans ces conditions.

Le nombre de sites de liaison, quant & lui, se situe toujours entlx:e
2 et 3 nmol/mg Chl pour les deux herbicides.

En présence de 0.2 pM d'atrazine "froid® la wvaleur Kdé du DCMU
augmente & 22 nM (Figs 12 et 13B) et la phase de coopérativité pasitive
est complétement éliminée {Fig. 12). Par contre, lorsqug les membranes
sont incubées en présence de 0.2 pM de DCMU "froid"™, l'atrazine perd
toute son affinité spécifique (sur le polypeptide 32 RD) et 11 n'est plus
possible d'estimer 1'affinité de cet herbicide,

La diminution draffinité des herbicides en canditions compétitives
par rapport i des conditions non compétitives est associée a4 la présence
d'un (des} site(s) commun{s). On constate que lors de ces dsplacements
mutuels, le DCMU est plus compétitif que 1’'atrazine.
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Fig. 13: Cnnut,pm.s da di'ssuciutio'n (kd. blanc) et nombre de sites de lielson (n, noir) de

1"atrazine (A) st du D2 (B) en conditions de compétlition mutueile. nb: 1'atrezine

n*est plus & mdme de se lier lorsque les membranes thylacoidales d'Epinsrd sont incubdes
#n présence de 0.2 uM de DCMU (Fig. 134).
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Valeurs Kd et g

On constatera que les valeurs Kd et o trouvées tout au long de eette
quatritme percle (pour un résumé, veir le Tab, III) sont 1.5 & 4 fois
plus faibles que celles reportées pour §. vulgaris (Pflster er al.,
1979), 8. oleracea (Tiseher & Strotmann, 1977, Laasch et al., 1982), A
retroflexus (Oettmeier et al., 1982) et P. sativum (Jursinie & Stemler,
1983; Vermaas et al., 1983). Ces différences pourrafent &tre attribuées,
outre la varlation triviale entre les espdces, aux eonditions particul-
iéres que nous avons cholsies et qui asont: 1) 1l*'adaptation des feuilles
4 1'obscurité avant 1'isolement des membranes thylaeoidales, 2) 1’inecuba-
tion des thylacoides en présence d*herbicide radicactif effectuée & basse
température (4 °*G) et 3) les herbicides radicactifs dont 1'activicé
spécifique dépasse 15 Cismal, Ces conditions expérimentales semblent
influencer significativement les wvaleurs Kd et p (Paterson & Arntzen,
1982; Jursinie & Stemler, 1983; Laasch et al., 1984; Neumann er al.,
1987; Jursinic & Dennenberg, 1989).

Les thylacoides sont saturés en herbicide lorsque ia concentration du
pesticide est comprise entre 2 et 3 nmol/mg Chl ( Fig. 10 et Tab III).
Cette valeur ecorrespond & une moléeuwle d'herbicide 1iée pour 350-550
molécules de Chl. Cette stoéchiométrie -entre chiorophylles et herbicides
suggére qu’une wolécule d'herbicide est lide par unité photosynthétique
(Tischer & Stretmann, 1977; Pfisver et al., 1979; Laasch et al., 1982;
Oettmeier & Masson, 1980; Chow et al., 1989)., Dans certains eas, de
faibles affinités (Kd élevés) ont été observées pour des coneentrations
d'herbicide bien supérieures a4 celles qui inhibent totalement un flux
d’élecrrons photosynthétique (Tischer & Strotmann, 1977; Laaseh et al.,
1981, 1982; Oettmeier et al., 1982). Ils sont associés & des Iialsons
aspécifiques et représentent la liaison des herbicides sur différents
sites pas toujours elairement idencifiés (lipides, pigments, diverses
protélnes, etc...). :

108K . ETRL 0 (mol/eg chi)
Atrazina =) Atraxloe (o= ) Atrasine Dot
1 0.17 ¢+ 0.03" o0.045 1 0.005" 10t 9 5.7 % 360 2.5 2 0.4s5® 2.43 £ 0,45%
s 0.1 ¢t 0.0 0.01% ¢t 0.005" FERE 1.5 2 1.5 2,05 £ 0.35° 2.85 % o.:s."
] 75t 20" 0.060 & 0,0309 =ea—- 22,0 ¢ 3,0% ——— 2,55 £ 0.45"

Tab, I11i Meyannas des valeurs I, N at p pour 1'atresxime et le DO ched des mambraneas
thylscodaina d'Epinara le at de porTelles sanalble {£) at rdsistante (R) & 1l'atraczina,
La# Kd at p ot dtd ditareinda eur des s#EbTunes thylecoidiima incubded & & “C. Les
dcarte-types sont calculda 4 partir de a) 5. b) 4, c) 1 at 4] 2 géries dtexpirignces, une
#drle d'expiriances correspond, an ghnérél, 4 ¢ mesurds inddpandantsa. Pour plus
d‘information, voir le texts.
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Gorrélation entre ”iphibltion et affinité”

Le Tab. III montre les valeurs moyennes de Im,' Kd et n de 1'atrazine
et du DCMU, pour l'Epinard et les Morelles 5 et R. Ge tableau est une
moyenne de tous les contréles lors de 1'étude des différents stress que
nous avens analysés (volr plus lein). Bien que ces valeurs alent été
obtenues & différents moments de l'année et avec un matériel d'age
chrenoclogique et/ou physiclogique différent, elles présentent une
fourchette réaliste de la variabilité a) de la valeur I, pour un flux non
cyclique découplé & 20 °C (HO > FeGn, NHGLl), b) des valeurs Kd et
n obtenues & ['obscurité et 4 basse température (4 °C). Nous constatons
que le pouvelr inhibiteur de 1l'atrazine est 3 & 7 fols plus falble qu
celui du DGHU et que son affinité est réduite de 3 & 9 fols par rappert
& la phénylurée (voir aussi 4.1.1). Par contre, le nombre de sites de
lialson est semblable pour les deux herbicides, et se situe entre 2 et
3 sites/mg Chl. Ainsi, on observe une bonne corrélation relative entre
le pouveir inhibiteur et 1'affinité des deux herbicides.

Lumiére et obscurité

Nous avons vu précédenment que le pouvelr inhiblteur de 1'atrazine
est plus fort sous éclairement limitant que sous éclairement saturant
(Fig. 7). Pour cette ralson, nous avons recherché sl les propriécés de
1iaisen des herbicides étaient également modifiées lorsque les membranes
thylacoidales étaient éclairées par rappert & des thylacoides restes a
1'cbscurité (Fig lay. .

Dans ce type d'expérience, nous gvons utilisé des thylacoides
d'Epinard et les ipcubations ont été conduites 4 20 °C en conditiens
couplées '(sorbitel 300mM, NaGl 10 mM, Tricine 20 mM pH 8.0, MgCl, 5mM,
KH,PO, luM, méthylviclogéne 0.15 mM, ADP 1 mM) et découplées (méme milieu
d'incubation + NH,Cl). Les thylacoides, en absence de tout herbicide, ont
été préalablement illuminés pendant 10 sec par une lumiere blanche
saturante afin d'initiallser le flux d'électrons photesynthétique, aprés
lesquelles, les thylaccides ont été incubés (6 min) dans un sgitateur
thermostaté “home made* permettsnt un éclalrage saturant des membranes
et une agitatien continue A4 température constante. Lorsqu'en conditions
couplées ou découplées (veoir les milleux ci-dessus) les membranes ont Bté
incubées A4 l'obscurité, nous avens pris garde A ce qu’elles soient A
1'abri de toute lumiere directe.

NB: Par rapport aux valeurs des Kd déterminées précédemment & basse
température, les Kd mesurés en conditions ebscures & 20 °C sont
significativement plus élevdes (velr plus loin pour le stress
thermique, § 4.2.2), :

La Fig. l4A mentre que l’affinité des herbicides pour des thyla-
coides éclairés est plus faible que pour ceux restés & 1'obscurité, aussi
bien en conditien couplée que découplée. Cetre cbservation est 4 mettre
en relation avec les résultats de Renger (1979}, Jureinic & Stemler
(1983), Laasch et al. (1983, 1984), Millner & Barber (1984), Farineau &
Hathis {1985), Farineau {1986) et Graan & Orxrt (1986), gqui indiquent, que



170

les herbicides ne peuvent se lier que lorsque le site de liaison est
vacant, c'est-a-dire exempt de quinones fortement liées au polypeptide
32 kD. Cet état est maximal & 1'obscurité, puisqu’environ 25% seulement
des centres PS Il contiennent Qy (Mathis & Haveman, 19877; Rutherford et
al., 1982). De plus, il apparait que 1'affinité du DCMU diminue de plus
de 2 fois & la lumiére par rapport & 1'obscurité, alors que celle de
1'atrazine ne baisse que de 1.3 fois, coci en condition découplée et de
1.5 et 1.3 foils, respectivement, en condition couplée (Fig. l1la).

DCMU ATRAZINE

4 20 [ 40 . B 80
COUPLED
(H20 -=> MV} + ADP
ARk
I
LIGHT
UNCOUPLED
(H20 ~> MV) + ADP + NHACL
40 B 0 20 0 & 80
Kd (nM)
DCMU ATRAZINE
35 25 15 05 05 1.5 25 35
couPLED
00 —> W+ AP
DARK
N
LIGHT
UNCOUPLED —
$H20 > N+ ADP + NHACL

35 25 15 05 06 15 25 3.5
n {nmol herbicide bound/mg Chi)

Fig. l4: (A) constante de dissociation (Kd) et {(B) nombre de sites de
liaison (p) de l'atrazine et du DCMU pour des membranes thyla-
coidales d'Epinard, Les paramdtres de liaison ont été détermin-
és en conditions couplée et découplée, & la lumidre et/ou a
1’obscurits a 20 *C. ’
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La lumidre, 1'affinité des herbicides diminue lorsque le flux
d'électrons est découplé par rapport & un flux couplé (12X pour 1'atra-
zine et 30X pout le DCMU). La Fig. 14B montre que le nombre de sites de
liaison est plus élevé en condition couplée qu’en condition découplée,
ce qul suggeére qu’en condition découplée, une plus faible quantité
d'herbicide suffit pour atteindre la demi-inhibition pulsque le nombre
de sites est plus faible qu'en condition couplée.

Nous avons vu que le pouveir inhibiteur de 1'atrazine est diminué en
condition de lumiére saturante par rapport 4 des conditions de lumigre
limitante {4.1.1). Cette.observation est corroborée par une diminution
du nombre de sites de lialison de cet herbicide A la lumidre par rapport
4 1'chscurité (Fig.l4B). Le nombre de sites de liaison de 1'atrazine est
plus faible & la lumiére qu’a.1l’chscurité, alors que celui du DCMU ne
varie pas (Flg. 1l4B). Cette dernlére observation peut &tre assoclée au
fait que la membrane change d'état (packing, fFluidité, etc...) a 1la
lumi&ére par rappert & 1'obscurité (voir Rawyler & Siegenthaler, 1989 et
publications cltées dans cet article) et que les sltes de liaison
spécifiques & l'atrazine et au DCMU peuvent étre modifiés différemment.

Ainsl, les propriétés de lialson des deux herbicldes sont altérées
différemment par la lumidre: i) 1'affinité du DCMU est diminuée plus
fortement que celle de l'atrazine; ii) le nombre de sites de liaison de
1'atrazine est diminué alers que celui du DCMU reste constant.

Résumé et considérations générales

Nous avons résumé sous la forme d'un tableau (Tab. IV), les différ-
ents paramdqtres observés dans les § 4,1,1 et 2. On constate dans la Table
IV, qu'une bonne corrélation existe entre le pouvelr inhibiteur des
herbicides et leurs propriétés de liaison; une augmentation du pouvoir
inhibiteur d’un herbicide est généralemant associée 2 une augmentation
de 1'affinité de cet herbicide pour son site de liaison, gquant & p, il
peut augmenter mais pas nécessairement.

CORDITIONS POUVDIR IKHIBITEUR AFFIKITE

WG DC SITES DE LIATSON
Herbicides {5} DCHI > atrazine DCHD > atrazine DOMJ > atrazwne
DCHU (5 & R) S>R S>R 5«R
Lumlére (5 L&) limltante » satyrante obscurité > Tumidre AR : obsc  » lumidre
. DCHU: obst = Tumiére
flux d'&lectrons (5 b R) dhcoupld > basal découplé £ couple aécouplé = couplé

Tabs. LV:Résuwt des diFférentes observations reportées dans Tes § 4.].1 &t 2 Pour plus d"information, voir
le taxte.
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I1 est plus difficile d"établir une correspondance stricte entre
17affinité, le nombre de sites et le I, pour les différents types de flux
d*électrons, aingi que 1’ont déjA constaté Jursinic & Stemler (1983) et
Thiel & Béger (1984). Ceci peut étre assoclé aux conditions expériment-
ales légdrement différentes selon que 1’on mesure des Kd, des n ou des
-I,. Cela peut encore étre di a4 la fagon 'de formuler les phénomdnes de
liaison et d’'inhibition. Le pouvoir inhibiteur d’'un herbicide est souvent
exprimé par une valeur ‘I, mais ii est égaiement possible d’'exprimer ce
paramétre par la constante d'inhibition (Ki}. Cette wvaleur présente
1’'avantage d'étre indépendante de la concentration en chlorophylle dans
1’ échantillon (Tischer & Strotman, 197?):

La relation entre le I, d’un herbicide et la concentration en chloro-
phylle est iinéalre (Fig. 15; volr aussl Tischer & Strotman, 1977). La
Fig. 15 présente une valeur de Ki égale & 0.15 gM pour l’atrazine et 0.03
uM pour le DCMU, pour un fiux d’électron H0 —> FeCn (NH,C1) 4 20°C. Ces
valeurs sont 4 mettre en relation avec celles présentées dans la Fig, 14:
En effet, les constantes de dissocistion de 0.07 et 0.03 gM pour
1’actrazine et le DCMU, respectivement, pour le flux d'élecérons!go >
FeCn (NH,C1) & 20 *C sont tr&s proches des précédentes. Ainsi, pour des
conditions compsarables, les valeurs des constantes d’'inhibltion se
sitvent dans un méme ordre de grandeur que celles des constantes de
dissocialion,
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Fig. 15: Vaieurs de demi-inhibition (I,) du flux d’électrons H,0 ~—>
. FeCn (NHCl) & 20 *GC chez 1'Epinard, par 1'atrazine (*) et le
DCMU {m), en fonction de la concentration en chlorophylle. Ki

= constante d'inhibition {(xM).
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4.2 bition du flux non-c ue_ e de l'atragine et du
des membran t es & divers &

La stratégie de recherche dans cette partie 4.2, consiste & évaluer
les propridtés a'inhibition et de liaison de 1'atrazine et du DCMU sur
des membranes thylacoidales d'Epinard et de Horelles 5 et R, soumises &
différents stress. Nous tenterons don¢ de modifier la structure de la
membrane en cherchant & altérer le plus spécifiquement possible sa partie
lipidique. Dans un premier temps, les stress agiront sur l'ensemble de
la membrane (stress osmotique, thermique et chimique). Dans un deuxiéme
temps la partie lipidique sera visée plus directement (stress par
hydrogénation catalytique) et dans un troisiéme temps, seule la partie
lipidique de la monacouche externe, sera altérée (stress lipolytique).

4.2.1 Stress osmotique
Principé

La méthode consiste & incuber des membranes thylacoidales d’Epinard
et de Morelles S et R dans des milieux dont la concentration en sorbitoel
augmente. Compositiaon du milieu: Sorbitel, variable de 25 & 600 mM, MOPS
10 mM, pH 7.5 (KOM); MgCl,, 5 mM; NMCLl, 5 mM. Lors de la détermination
des I, dans ces différentes conditlons, le milieu réactionnel cemtient
en plus (0.5 mM FeCn.

Les wéslcules sont d'abord turgescentes aux basses osmolarités
(Lockau, 1979), passent par un stade d’isoosmolaricé (env 300-400 mOsm),
puls se contractent aux fortes osmolarités (Tolberg & Macey, 1965;
Hongladarom & Honda, 1966). Par ailleurs, il a été observé, que des
thylacoides éclairés gonflent (Packer er al., 1965; Dilley & Rothstein,
1967, Siegenthaler, 1968), ce qul induit un "rétrécissement” de 1’ épais-
seur de la membrane (Dilley et al., 1967). )

Inhibicfon er liaison

La Fig. 16 présente pour des membranes thylacoidales d’'Epinard et
pour l’'atrazine, (A) les valeurs des Kd et p et (8) les valeurs I versus
les mOsm du milieu de suspension, On constate qu’aux basses osmolarités,
1'affinité et le pouvoir inhibiteur de l'atrszlne sont plus élevés qu’en
conditions iscosmolalres. Par contre, le nombre de sites de liaison de
cet herblclde ne semble pas étre modifid significativement (2.8 1+ 0.2).
Pour les Morelles $ et R, nous avons trouvé les mémes tendances (résul:-
ats nop monttés) mais le pouveir Inhibiteur de 1’atrazine est minimal &
une osmolarité wvoisine de 400 mOsm. Cette derniére valeur semble cor-
respondre aux conditions d’isctonie pour les membranes thylacoidales des
Solanacées (Blumenthal-Coldschmidt & Poljakoff-Mayber, 1966), wvoir
également le § 3.2 de la 3*™ Partle.
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Fig. 16: (A) Valeurs des constantes de dissoclation (Kd (M), nM -
atrazine) et du nombre de sites de liaison (n [-], nmol

atrazine/mg Chl} dans la glace et & 17ohscurité.

(B} Valeurs de la demi-inhibition (I, [4], sM atrazine) de
1" activitd H0 —> FeCn (NH,CI) & 20 °C.

(4) et (B) sont estimés pour différentes osmolarités (mDsm) du
milieu de suspension des membranes thylaceidales d'Epinard,
L'osmolarité du milieu est augmentée par des concentrations
creissantes de sorbitol, alors que la force fonique du milieu
reste constante,
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La Fig. 17 présente pour des membranes thylaccidales d'Epinard et
pour le DCMU, (A) les valeurs des Xd et n et (B) les waleurs I, versus
les mOsm du milieu de suspension. On-constate que ni 1'affinité, ni le
nombre de sites de liaison ni le pouvoir inhibiteur du DCMU sont signi-
flcativement madifiés. Des résultats comparables ont &té abservés pour
les Morelles 5 et R (résultats non montrés).
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Fig. 17: (&) Valeurs des constantes de dissociation (Kd [NM), nM DCMU)
ec du nombre de sites de lialson (n (-], nmol DCMU/mg
Chl} dans la glace et a l'obscurité.

(B) Valeurs de la demi-inhibition (I, [«4], sM DCMU) de
1'activité HO —> FeCn (NH,Cl) a 20 "C.

{&) et (B} sont estimés pour différentes osmalaritds {mOsm) du
milieu de suspension des membranes thylacoidales d'Epinard..
L'osmolarité du milieu est augmentée par des concentrations
croissantes de sorbitel, alors que sa concentration ionique
reste constante.
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Noys avons travalllé dans des conditions loniques qul faverisent un
état accolé des membranes thylacoidales (= 2 mM MgCl,; Barber, 1980), car
cet état se.rapproche de 1'état in vive des thylacaides. Cependant, il
a été observé que le pouvelr inhibiteur de certains herbicides est plus
faible dans des thylacoides a 1‘état désaccolé qu'a 1'état accolé (Olsen,
1984). Lors de la détermination des wvsleurs I, (Figs 16B er 178},
1'activité contrdle (sans herbicide) du Flux des élect¥ons photosyn-
thétique n’a pas varld significativement en fonction de 1'osmolarité du
milieu réactlonnel: Epinard, 165 + 25 (Fig 18), Morelle 5, 95 t 15 et
Morelle R 80 % 25 umal FeCn réduit x mg' Chl x h').
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Fig. 18: Activité du flux d'électrons photosynthétique H0 —> Feln
(NH,C1) & 20 "C chez des membranes thylacoidales d'Epinard
" versus 1’'osmolarité du milleu réactioenmel. Cette dernidre est
augmentée par des concentrations crolssantes de sorbitol, alers

que la concentratlon lonique reste constante. (n = 11}.
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Cas particulier des Solanacées.

Les changements d'affinité et de pouveir inhibiteur de 1l’atrazine ne
semblent donc pas étre en relatlon avec une éventuelle augmentatian ou
diminution de l'activité du flux électronique. Par contre, le flux
d'électrons est réduit 4 zéro aux eswolarités inférieures & 100 mOsm chez
les Morelles § et R, ce qul corrchbore les travaux de Blumenthal-
Goldschmidt & Poljakoff-Mayber (1966), qui abservérent une plus grande
fragllité des membranes thylacoidales de la Tomate (Solanacée) en milieu
trés hypotonique. Ainsi, une dislocation complate (Dilley er al., 1987,
Laasch, 1987) des membranes de Marelles, trop fragiles pour supporter une
turgescence élevée, n'est pas & exclure; des basses osmalarités pouvant
alors, inhiber la réaction de Hi{ll (Shavit & Avron, 1967} et l'activité
du PS T (Lockau, 1979),

Contraction ou gonflement des thylacoides

Nous avons observé par la technique du "light scattering" (LS) a 436
mm, des changements dynamiques de volume des thylacoideés d'Epinsrd
(résultats non mentrés). Le LS augmente de 45 et de 15X paur des
thylacoides dans un milieu de 35 et de 335 mOsm, respectivement, par
rappart & des thylacoides en suspension dans un milieu de &35 mOsm.
Pourtant, le sens de ces changements de volume ne peut étre Interprété
de maniére stricte par cette méthode, car des augmentations de diffusion
du LS peuvent apparaftre soit quand les thylacoides gonflent, seit guand
ils se contractent (Packer & Murakami, 1972), Pourtant, l'augmentstian
du LS lorsque la concentratian en sorbitol diminus, suggére, & l’instar
de Tolberg & Macey (1965) et Hongladarom & Honda (1966), que les
thylacoides gonflent en milieu hypotonique et se contractent en milieu
hypertonique. Selon Blumenthal-Goldschmidt & Poljakoff-Mayber (1966} les
thylacoides ponflent aussi bien en milieu hypo- qu’ hypertonique.

Atrazine et DCMU

On cohserve que 1'affinité (Flg. 16A) et-le pouvelr inhibiteur (Fig.
16B) de l'atrazine sont plus élevés chez des membranes en conditiens
hypo- et hypertonique que chez des membranes en milieu isotonigue. Ceci
suggére que l'accés de l'atrazine & son site d'action est facilité
lorsque les membranes sont scumises & un stress asmotique. Selan Dilley
et @al., (1967) et Dilley & Rothsteln (1967), on assiste & un amincissement
de la bicouche membranaire lorsque les vésicules thylaceidales =ont
gonflées ou contractées. Il se pourrait que les augmentations d'affinité
et de pouvolr inhibiteur de Ll'atrazine soient attribusbles 2 une
élévatian de la pression latérale membranaire suite 4 cet amincissement
de la bicauche membraznaire. Un packing membranaire augmenté pauvant
induire une compression et pousser hars de la membrane certains poly-
peptides, voir méme des complexes proatéiniques et modifier ainsi, leur
structure tartiaire et/ou quaternaire. Une modification de cet ordre
pourtrait altérer la conformation du polypeptide 32 kD et le rendre plus
accessible 4 I1'atrazine (Dilley, communications personnelles). Il se peut
que certaines protéines se détachent de la membrane lorsque lfan varie
la pression osmotique du milieu de suspension. Pourtant, on constate que
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le nembre de gites de liaison de l'atrazine reste constant {Fig. 16A) et
que 1'activité du flux des électrens photesynthérique n'est pas altérée
(Fig. 18), ce qul suggére que la cemposition des membranes thylaceidales
n'est prebablement que peu ou pas modifiée peur autant qu'elles sup-
portent le stress osmetlque sans se disloquer.

Contrairement & 1'atrazine, 1’affinité (Fig. 17A) et le pouveir
inhibiteur du DCMU (Fig. L7B) sent insensibles & 1'oesmolaritéd du milieu
de suspension. Il est pensable que la lipophilicité plus éievée du DCMU
{Neumann et al., 1987), sa stéréochimie plus sppropriée {(Gardner, 1989}
et la conformation de sen site de liaisen moins profondément altérée par
le stress osmotique (van Rensen, 1982; Vermaas et al., 1984; Renger et
al., 1984), fassent que le DCMU puisse sccéder & sen site sans aucune
restriecion due aux tensiens latérales. Les différences de comportement
entre les deux herbicides, renforcent le concept des sites de liaison
différents pour les urées substituées et peur les triazines symétriques,
bien que certains d'entre-eux puissent se c¢hevaucher (Trebsc, 1980). Ii
est, par ailleurs, pensable que les sites de lialsen respectifs de
1’atrazine et du DCMU solent situés & différentes profondeur dans 1ia
biceuche membranaire, le site atrazine étant plus prefondément ancré que
celui du DCMU,

Les lipides

I1 esc difficile de mettre en évidence un réle spécifique des lipides
dans ce type de stress, puisque l'ensemble de 1a membrane est seumis seit
4 un gonflement, scit & un rétrécissement. Néanmeins, les propriétés de
liaisen et d'inhibitlon de 1’atrazine sent modulées par la pression
osmotique & laquelle sont soumises les membranes thylacoidales. Geci
suggére que des changements de "packing” de la partie lipidique altirent
la conformation des protéines sans en altérer la fonctien. Selon Goltsev
et al. (1987), des concentratiens élevées de saccharese stabilisent les
membranes thylacoidales en (i) augmentant leur viscosité, (ii) diminuant
la diffusien latérale de certaines protéines, (iii) augmentant 1'organ-
isation de 1a bicouche lipidique. En fait, nous sommes probablement en
présence d'un sytéme synergique oit le rétrécissement de la membrane
induic des modificatiens des deux parties, pretéinique et lipidique.

Le pouveir inhibiteur

Une aucre manidre de rendre compte du mede d'action d'un herbicide
est d'exprimer sen pouveir d'inhibition relativement & 1'affinité qu'il
a pour son site de liaison (Kd/Iy x 10%, Kd en nM et Iy, en uM). Ce
rappert exprime done l'efficaclcé relative de 1‘herbicide (Fig. 19)
Ainsi, on censtate que 1'efficacité relative de l'atrazine est plus
élevée (Fig. 19) lersque le thylacoide esc turgescent et qu’il semble se
stabiliser lorsque les thylaceides sent en cenditions ise- et hypertoni-
que.,
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Fig. 19: Efficacité relative de 1’atrazine sur des membranes thyla-
" cofdales d'Epinard versus l'osmolarité du milieu. Les condi-
tions expérimentales sont les mémes que celles décrices dans la

Fig. 1B. Pour plus d'infarmation, voir le texte.

Conclusions

On observe qu’un sctress osmotique infligé & des membranes thyla-
coidales et plus particuliérement un stress hypotonique, augmente
1'affinité et le pouvoir inhibiteur de 1‘atrazine, dont 1‘'efficacité
relative est alors maximale en milieu fortement hypotonique. Le comportc-
ment du DCMU ne semble guére é&tre influencé par 1'osmolarité du milieu.
Ainsi, un changement membranaire de nature plus structurale que fonction-
nelle (l'activité du flux d'électrons n'étant pas altérée), affecte le
site d'action de l'atrazine mais pas celui du DCMU., Cette observation
suggére que les sites de liaison spécifiques des deux herbicides sont
localisés & différentes profondeurs dans la bicouche membranaire, celui
de l'atrazine étant situé plus profondément que celui du DCMU.
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4.2.2 Stress thermique

Principe

La vitesse des réactlons photochimiques de la photosynthése n’est pss
affectée par les changements de tempérsture, & moins que des modifics-
tions structursles interfdrent svec 1l'orgsnisation des pigments et des
centres résctionnels ({(CR). Psar contre, les étapes enzymstiques et
notamment celles de 1s chsine de trsnsport d’'électrons dsns les thyla-
coldes et le couplsge entre le flux d’'électrons et la photophosphoryls-
tion sont dépendsncs de la tempdrsture (Oquist, 1982).. En fsit, la
photosynthése se déroule & une tempérsture optimale qui semble dépendre
de trols fscteurs (1) 1l'augmentstion de la vitesse des résctions
chimiques en fonction de tempérastures croissantes, (2) 1'insctivation des
enzymes Sux tempérstures élevées et (3) la mobilité des PQ modulée psr
1'intermédiaire du degré d’inssturation du MGDG (Oquist, 1982). Concern-
snt les hsutes températures, les premlers signes d'inhibition de 1la
photosynthése appsraissent ddns le couplage du LHCP svec les CR du PS IT
(Schreiber & Armond, 1978) et dans le découplsge entre le trsnsport
d’'électrons et la photophosphorylation (Thomas et al., 1986b). Concernsnt
les basses températures, les événements gemblent plus complexes. Il s été
suggéré par exemple, qu’aux bssses températures, une diminution de
1'énergie d'sctivation (E)}) de certsines réactions enzymatiques permet-
trgit sux membranes thylacoidales de maintenir leur capscité photasyn-
thétique (Oquist, 1983),

L'énergie d’activation

Pratiquement, 1'effet de ls tempérsture sur ls vitesse de résction
geut étre exprimée psr 1'équation d'Arrhenius :

diog V / dT = E, / 2.3 RT
par intégrstion,

log V.~ - [(E, / 2.3R) x (i/T)] + constante

ou : E, - qusnticé empirique sppelée énergie d'sctivation
R - constante des gaz = 8.31 J x 'l(' x mole’ = 1.98 csl x
*K' x male”
v - = vitesse maximsle de réaction
T - tempérsture absolue

La fonction log V =~ F(1/T) est représentée psr une droite de pente -E, /
2.3 = R. 11 suffit donc, de déterminer grsphiquement ls pente de Is
droite et de multiplier cette valeur psr 2.3 x 1.98 ¢sl x °*K' x mola™ -
4.5 e8]l ¥ *K' % mole’ pour en déduire l'énergie d’'sctivation E,.
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L'exposition de plantes senslbles au froid ("chilling sensitive
plants") & des températures lnférleures a4 10 *C inhlbe la photosynthése
et cecl plus particullérement a la Jumiére (Powles, 1984), In vitro, le
systéme de photolyse de l'eau des chloroplastes soumls 4 une température
voisine de 0 °C est inhlbé (Quinn & Williams, 1985; Misr & Meens, 1986).
De plus, 11 a été observé que le niveau d'inhibition dépend des espécés
(Smillie, 1%79), de 1‘4pe des feullles (Kaniuga et al., 1978), des
régimes des basses températures (Lyomns, 1973) et de la durée du traite-
ment (Smillie, 1979). Shneyour et gl. (1973) montrérent que 1'E, du flux
drétectrons photosynthétique H,0 — > NADP' en condition couplée augmente
d'environ treis fols aux températures inférieures & 12 °C, pour des
thylacoides isolés de plantes sensibles, comparé & des thylaceides de
plantes résistantes au frold. Nolan & Smillie (1976 et 1977) observérent
épgalement des changements d'E, chez des espéces résistantes au froid
lorsque 1l'activité du flux des électrons est découplée.

Transition de phase des lipides

Les changements d'E, de réactiens enzymatiques se déroulant dans des
. membranes ont souvent été essoclés i des transitlons de phase des lipides
membranaires. Il & été suggéré que 1’état physique des lipldes affecte
les proprlétés des enzymes liés 4 la membrane de telle fagon que leur E,
augpente lorsque la température descend au-dessous de la température de
transition des lipides (Shneyour et al., 1973; Lyons, 1973, Murate et

, -1975; Roughan, 1985, Kenrick & Bishop, 1986; Ralson & Orr, 1986a et
b; Orr & Ralson, 1987 et 1990). Cette derniére observation a été
‘contestée, pulsque la proportion de lipldes insaturés est.si élevée dans
les plantes sensibles et les résistantes au frold, gu’une.transition de
Phass de 1'ensemble des lipldes d'un état ligulde-cristallin a un état
gel n'apparait qu’a des tempérstures blen inférieures & 0 °C (Murata &
Fork, 1977; Bishop et al., 1979, Quinn & Williams, 1985; voir également
la 1% Partie). Ainsl, pour expliquer les changements d'E, du transport
d'électrons dans les thylacoides des espices sensibles et résistantes au
freid, 11 faut prendre en consldératlon 1l’existence de domalines de
lipides mineurs mais hautement spécifiques, dont la trensition de phase
s'opére & des T> 0 ° C et qui affectant la conformatlon des protéines
(wolfe 1978). -

Pratiqgue

Dans cette appreche, 1l s'sglt de déterminer: 1) 1'E, & partir de la
représentation 4'Arrhenius pour le transport d°'électrons total non
cyclique; 2) le pouvoir inhibiteur de l'atrazine et du DCMU en fonction
de 1lsg température et 3) 1l'affinité et le nombre de sites de liaisen des
deux herbicides sur des membranes thylacoidales d'Epinard, de Morelles
S et R soumises & des températures creaissantes. '
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L' énergie d’activation

La relation entre 1’activité H0 > FeCn (NH,Cl) chez les Mecrelles
S et R et la tempéradature, sous forme de représentation d'Arrhenius est
dédcrite dans la Fig. 20. On constate gu’'une rupture de linédariteé ("break
point”) apparait vers 12 °C pour la Morelle 5 (Fig. 20A). Aux tempé-
ratures inférieures & 12 °C, 1'E, est de 15.1 et aux températures
supérieures, de 2.6 kcal/mel. La température optimale pour cette activité
photosynthétique chez ia Morelle S est volsine de 30 °C; au-deli de cette
température, l’activité du flux total découplé diminue rapidement. Dans
la littérature, une température veisine de 12 °C a seuvent été mentiocnnee
comme étant la valeur critique au-dessous de lagquelle les fonctions du
chloroplaste et de la mitochondrie des plantes sensibles au froid
subissent des dommages (Lyons, 1973; Shneyour et al., 1973; Oquist, 1983;
Powles, 1984; Quinn & Williams, 1985).

“Break-point”

La température critique située & enviren 12 °C a été associée A une
augmentation de la saturation des acides gras chez les plantes sensibles
au froid, par rapport aux réslstantes (Nolan & Smillie, 1976 et 1977),
4 une altératlon de la structure membranaire (Raison & Orr, 1986a), a une
inhibition de 1l’étape de réoxidatlon de Q. (Scoufflalre et al., 1985;
Mavaux, 1987}, 4 une augmentation des centres PS5 IIg 2u détriment des
centres P§S II, (Sundby et al., 1986; Maenpaa, 1988), ou encore & des
changements 1individuels de configuration des complexes protéiniques
membranaires ou de leur lipides associés (Miller et 21., 1988). Cepen-
dant., des ‘“ruptures® dane la rveprésentatlen d’avrrhenius pour des
activités photosynthétiques découplées de plantes résistantes au froid
(Nolan & Smillle, 1976, 1977; Williams & Qulnn, 1987) ont aussi été
signalées mals beaucoup moins fréquemment que pour des plantes sensibles.
Notons qu’un changement 4’E,  n'a pas .non plus été systématiquement
observé chez ces derniéres (Ogquist & Hellgren, 1976). Par ailleurs, il
semblerait que de tels dommages n’apparaissent que lorsque les plantes
sont exposées A la lumlére (Powles, 1984; Misr & Meena, 1986).

Biotypes sensible et résistant

A& partir des représentations d'Arrhenius (Fig. 20), nous avons
déterminé une E, constante de 8 * 2 keal/mol entre 6 et 25 °C pour
1’activité HO . > FeCn (NH,C1) chez le biotype R. Cette activité est,
par rapport au biotype S5 (Fig. 20) : i) molns dépendante de la tempé-
rature quand T < 12 °C, 11) plus dépendante de la température quand T >
12 °C; 1ii) ralentie a 25 °C alors que chez le blotype S elle ne diminue
que lorsque T > 30 °C. Darmency & Casquez (1982), ayant déterminé des E,
de 14 et 3.6 kcal/mol en mesurant le dégagement d’oxygéne en présence de
FeCn et de NH,Cl chez Polygonum lapathifolium § et R, respectlvement,
c¢oncluent gque leur biotype R pourrait avoir les caractéristiques d’une
plante résistante au froid. Chez le Chénopode blanc, Jansen et al. (1986)
observent des E, de 7.7 et de 11.6 kcal/mol pour § et R, respectlvement.
Dans le cas de §. nigrum 5 et R, les choses ne semblent.pas aussi bien

_définies. Le biovtype R de la Morelle se comporte effectivement comme une
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plante résistante au froid lorsque T < 12°C, comparé & la Horelle 5. Par
contre, lorsque T > 12°C, 1l'inverse se prodult. De plus, nous avons
toujours observé chez R une chute de 1'activicé du transport d'électrons
& une tempéracture inférleure (env. 5 °C) que celle observée chez 5. Cette
derniére propriété a déja été mise en évidence chez les blotypes R de la
Morelle (Ducruet & Ort, 1988) et du Sénegon vulgaire (Havaux, 1989). En
comparant 1'E, de l'activité HO > FeCn (NH,C1) chez 1'Epinard, plante
résistante au froid, on observe une valeur constante de 6.0 kcal/mol
entre &4 et 30 °C (résultat non montré). Ainsi, le comportement du biotype
R vis-a-vis de la température se rapproche de celui de 1'Epinard blan
que plus dépendant de la température entre 4 et 25 °C et plus sensible
gux’ températures plus élevées, Cette sensibllité thermique accrue chez
les mutants R a été attribuée, solt & une plus grande fragilité du
systéme de photolyse de 1'eau (Lemoine er al., 1983), soit & 1‘altération
d'une partie des PS II ou & l'accumulation de @, réduit (Ducruet &
Lemoine, 1985; Ducruet & Ort, 1988; Havaux, 1989).

' Flux d*é&leccrons couplé, dédecouplé ou basal

1l apparait que la réponse des biotypes vis-a-vis de la température
dépend : 1) du type d'activité mesurée (dégagement d'0,, fixation du CD,,
photophosphorylatien, fluorescence, ete...), 2) du type d‘accepteur final
d'électrons utilisé et 3) de la présence d'un découplant du transport
d'électrons, En effer, Shneyour et al. (1973) observérent des discont-
inuités dans les représentations d'Arrhenius lors de la photoréduction
du NADP' mais pas ‘du Diquac. Par contre, Nolan (1988) chserve des
interruptions dans les .représentations d'Arrhenius aussi bilen en
utilisant le FeCn (hydrosoluble) ou ie DAD (1lipophile) comme accepteur
final d'électrons chez des membranes thylacoidales de Pois fixées ou non
par le glutaraldéhyde. L'utilisstion de DCPIP, de MV ou de FeCn a permis
4 Lemolne et al. (1983), de mattre en évidence une sansibilité thermique
accrue des plastes R chez la Navette, mais & des seuils de sensibilité
différents selon le type d'accepteur final d'électrons. Par contre, en
absence de FeCn, Ductuet & Lamoine (1985) n'observérent pas de diminution
de dégagement d'D, chez R entre 20 et 30 °C, Nous avons déterminé 1°E,
pour le flux d'électrons HO > MV (basal) chez 1'Epinard (résultat
non montré) et avons trouvé une valeur de 5.5 kcal/mol, constante entre
. 4 et 30 "C. Cette E  se rapproche beaucoup de la valeur de 6,0 kcal/mol,
décerminée également entre 4 er 3D *C pour le flux d'éléctrons HO >
FeCn découpléd. Pourtant, Nolan et Smillie (1977) observérent une chute
de 1'activité du transport d'électrons & des températures systématlque-
ment plus basses pour un flux découplé que pour un flux basal. Il
‘spparalt donc que les résultats se contredisent selon les conditions
choisies et entre auteurs. Pourtant, 11 semble gque nos résulvacs
corroborent davantage les travaux d'Horvdth et al. (1986}, qui suggérent
que les discontinuités rencontrées dans les présentations d’'Arrhenius,
reflétent plutdt des processus 1lids su transport d'électroms, qu'un
phénoméne de couplage du flux des électrons avec la photophospho-.
rylation. -




Considérations générales

Les résultats exposés dans la 3*™ Partie (composition lipidique, DBI,
rapport lipides/pratéines, asymétrie des galactolipldes et stimulation
de la fluerescence par les cations), suggérent que les membranes
thylacoidales du blatype R sont plus fluides que celles du biotype 5.
Reprenant 1'idée de Darmency & Gasquez (1982), qui suggérent que les
biotypes R s'apparentent aux espéces réslstantes au froid, neus con-
statons, effectivement, que plusieurs analogies peuvent éire mises en
évidence: i) moins d'acide hexadéca- (3trans)-énoigue et d’'acide palmi-
tique dans le PG du bliotype R que du S (3*™ Partie § 4.2 et Murata et
al., 1982; Murata, 1983) et ii) un rapport lipides/protéines plus grand
chez le biotype R que chez le -biotype S (3% Partie § 4.2 et Chapman et
al., 1983a et b). Ainsi, & l'instar de plusleurs auteurs, nous pensons
que les ruptures de linéarité rencontrées dans les représentations
d'Arrhenius sont asseciées &4 une transition de certains iipides spécifi-
ques et étroitement 4dssociés aux complexes protéiniques {(Lyons, 1973;
Shneyour et &l., 1973; Murata et al., 1975; Ralsen & Wright, 1983;
Powles, 1984; Caldwell, 1987; Orr & Ralson; 1987 et 1990; Baracca et al.,
1989), Il n’'est pas impensabie que les.différentes techniques (calori-
métrie différentielle, polarisation de la fluorescence, mnesure de
diverses actlvités du transport d'électrens, etc...) ou encare que les
conditjons utilisées (température de culture des plantes, type d'accept-
eurs d'électrons, ete...}, réviélent des paramétres membranaires différ-
ents (Yamamoto & Ke, 1979; HMiller et al. 1988), ce qui pourrait
expliquer le fait que les résultats rencnntres dans la littérature soient
parfols contradictoires.

Implications bielogiques

Il semble que le paramétre de fluidité membranaire seit un facteur
important dans la régulation des activités photosynthétiques des plantes
résistantes 4 1'atrazine et résistantes au frold. Nous avens denc cherché
&4 comprendre quelles étaient les Implications de telles adaptations. A
1'heure actuelle, les espices qui présentent une réslstance & 1l'atrazine
appartiennent toutes au groupe des annuelles (Montegut, 1984}, poussant
préférentiellement pendant la période chaude de 1’année, Or, ces biotypes
seumblent &tre moins adaptées ("flts™) (veir 2*™ Partie), ce qui peut étre
attribué, au moins partiellement, & leur sensibilité thermique au froid
accrue, Mals il ne faut pas nen plus perdre de vue, que ces biotypes
apparaissent au moment de 1'année ot la pression due 4 l'atrazine est la
plus forte. Toutefois, il est envisageable qu’a certalnes latitudes les
bietypes R -pessédent un avantage phénolegique par rapport aux biotypes
5. Alnsi, lors de la culrure de la Morelle, plante casmopolite située
entre les latitudes 54 °N et 45 °5, nous avons observé qu’en culture &
basse température, les biotypes R croissalent, alors que les § ne. se
dévelappalient pas (résultats non montrés). '
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"Inhibition - stimulation" ‘(atrazine}

Nous avons mesuré 1'accivitéd H0 > MV (basal) A différentes
températures avant et aprés 1'addition d'une dose sublétale d'atrazine
¢0.06 uM) 4 des membranes thylacoidales d'Epinard (Fig. 21). On constate
qu’aux basses températures {= 12 °C), 1'herbicide stimule 1'activité. Par
contre, a8uX températures supérieures 4 12 °C, 1'activité est inhibée
proportionnellement & 1'augmentation de la température et devient nulle
vers 40 °C. Il est envisageable qu’aux température inférieures a 12 °C,
certains microdomalnes des membrancs thylacoidales soient dans un état
gel et que 1l'herbicide fluidifie ces régions membranaires. Il se peut
aussi qu’aux basses températures, une dose sublétale d'herbicide découple
le flux des électrons et donc stimule ce dernier (Fig.4). Dans les deux
cas, 11 sapparalc que 1'action de 1'herbicide est dépendante de la
température,
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Flg. 21: Accivité du dégagement d'oxygéme (X de 1'asctivité sans
herbiclde) de membranes thylacoidales d'Epinard en présence de
méthylviologéne (MV) et en condition basale, aprés l'addition
de 0.06 uM d'acrazine. A 20 °C 1’activité contrdle est de 116
upmol d'0, dégagé x mg Chl" x h'.
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La Fig. 22 présente des courbes d'inhibition de l'activité HpD >
FeCn (NHC1) a4 deux tempérarures différentes (2 et 30 *C) pour des
membranes thylaceidales d'Epinard. On constate que la forme des courbes
est quelque peu différente: plus "sigmoidale” aux basses températures
‘qu’aux températures élevées, GCecl rend compte simultanément de la
diminutlon du pouveir inhibiteur de l'atrazine (I,, augmente) et de
"1'effetr de concentration” imposé par cet herblcide (voir § 4.1.1). Il
semblerait que ce type de réponse secit en -relation directe avec la
lipophilicité de la molécule, En cffet, selon Nishimura et al. (1975),
la représentation de 1'inhibition d'une activité par une substance
quelcongue versus la concentracion de cette substance, qul montre une
courbe d'lnhibition "trés sigmoidale" est associée 4 une nhature peu
lipophile de 1a molécule, alors qu’une courbe plus lindalre est associée
& une molécule de nature plus lipophile. Ceci suggiére qu'a basse tempé-
rvature, 1'herbiclde, en faible concentration, montre quelques difficultés
4 pénétrer la membrane jusqu’id son site d'action. Une fols dépassé un
certain seuil de concentration, 1'herbicide exXerce wune "pression”
suffisante pour inhiber rapidement le flux d'électrons. Nous avons
observé ce phénoméne chez 1l'Epinard et la Morelle S pour l'atrazine et
le DCHMU,
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Fig. 22: Courbes d'inhibltion de 1"activité du transport des électrons
H0 —> FeCn (WH,C1) par l'atrazine, & différentes tempé-
ratures, chez 1'Epinard. Les valeurs I, sont de 0.35 et 0.12
pM 2 9 (m) ec 30 °"C (*), respectivement. Les actlvités avant
1"inhibition sont de 133 et 243 umol FeCn rédult x mg' x h” &
9 et 30°G, respectivement.
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La Fig. 23 présente les valeurs I, de 1'atrazine pour 1l'activité H0
—> FeCn (NH,Cl) chez S. oleraces et §. nigrum S versus la températ-
ure, Dans ce type d'expériences, les deux plantes ont été cultivées et
les membranes thylacoidales isolées dans des conditions proches. Les
thylacoides sont conservés a 4°C et les activités de transport d'électr-
ons sont mesurées dans la cuvette du spectrophbtomitre dont on peut faire
varier la température. On constate que le pouvoir inhibiteur de 1'stra-
zine diminue drastiquement aux basses tempéTatures, et notamment & T <
12 *C. .
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Fig. 23: Valeurs de-demi-inhibition (I ) du flux d’électrons HO —>
FeCn (NH,Cl) par l'atrazine en fonction de la température
d'incubation des membranes thylacoidales d'Epinard (@) et de
Morelle sensible & 1'atrazine (-). - .
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‘Par contre, le pouvoir inmhibiteur de 1'atrazine chez le biotype R (Fig.
24) semble &tre indépendant de la température (entre 4 et 20 *C). Cette
derniére observation suggére que 1'atrazine inhibe le fiux des électrons
chez le blotype .S par un autre processus que chez le biotype R. L'effet
de concentration est plus prononcé chez le biotype R, ol l'atrazine
agirait par saturation des différentes structures chloroplastiques (Flg.
6), désorganisant ainsi les membranes (Horvath et al., 1984). Il se peut
aussi qu'en concentration é&levée, 1'atrazine bloque le transport
dfélectrons en se fixant sur le coté oxydant du PS5 11, 4 1'instar du DCMU
(Renger, 1973; Etienne, 1974; Delrieu, 1981; Hsu et al., 1986; Vasil'ev
et al., 1988).
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Fig. 24: Idem que pour la Fig. 23 mais pour la Morelle résistante a
1'atrazine {d).
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Liaison (atrazine)

Contralrement & ce qul se passe pour le pouvoir Inhibiteur, on
observe une diminution de 1'affinité lorsque la température croit (Fig.
25) et cecl, de mani&te linédaire entre 0 et 30 *C. Lorsque la température
augmente cette diminution d'afflnité est probablement agsociée & un
alfaiblissement des forces de llaison hydrogine et/fou de van der Waals
entre le .polypeptide 32 kD et 1a wolécule d'herbiclde. Au-delad de 30 °C,
1'affinité diminue trés brusquement, ce qui suggére que certsalns centres
PS5 11 peuvent étre altérés. Or, Sundby et al. (1986) observérent une
conversion des PS5 II, en PS5 IIy lorsque la température augmente. Cette
hétérogénéité des P5 II a depuls longtemps ¢été mis en évidence (Melis,
1978) et 11 est apparu que les herbicides se lient avec une affinité
beaucoup plus faible (Schreiber & Pfister, 1982; Urechsler & Newmann,
1989) ou méme pas du tout (Wettern, 1986) sur les PS 11, Oe plus, dans
nos conditions expérlmentales, le pouvelr inhibiteur des herbicides est
mesuré en condition de lumidre saturante, alors que leur affinité est
déterminée & 1'cbscurité. I1 se pourralt donc, qu'a basse température ct
4 la lumiére, 1'affinité des herblcides diminue brusquement, puisque nous
avons noté que l'affinité des herbicides est plus faible a la lumidre
qu'd 1'obscurité (Fig. 14). Nous proposons que des mesures de "binding®
& différentes intensités lumineuses et en fonction de la ‘température
soient condultes dans le futur.
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Flg. 25: CGConstantes de dissoclation {(nM) de 1l'atrazine pour des
membranes thylacoidales d'Epinard (@) et de Morelle 5 (-)
Incubées & différentes températures.



"Inhibition et liaison” (DCMU)

La Fig. 26 présente les valeurs I, du DCMU pour 1'activité HO0 —>
FeCn (NH,Cl). On constate que cet herbicide développe un pouvoir
inhibiteur creissant chez l'Epinard et la Morelle §, lorsque la tempé-
rature crolt. Par contre, chez le biotype R, la température ne semble pas
affecter le pouveir inhibiteur du DCMU. La Fig. 27 présente les varia-
tions d'affinité du DCMU sur des membranes thylacoidales d'Epinard, de
Morelles S et R incubées & différentes températures. A l'instar de
1'affinité de 1'atrazine pour son site de liaison, celle du DCMU diminue
lorsque la température augmente, Pour 1'Epinard, cette balsse d'affinité
est faible jusqu'a une température de 40°C mals augmente brusquement au-
dela de 40 °C. Chez la Morelle S, il n'y a pas non plus de grand change-
ments, blen qu'elle semble montrer une plus grande sensibilité thermique
entre 20 et 40 °C que 1l’'Eplnard. Par contre, chez la Morelle R, le DCMU
montre une forte baisse d'affinité aux température supérieures a 30 °C.
Qutre les différences interspécifiques, nous n’avens pour 1’heure aucune
explication satisfaisante & proposer pour expliquer 17affinité. plus
faible des harbicides pour les membranes thylacoidales de 5. nigrum gque
pour celles de Spinacia.
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Flg. 26: Valeurs de demi-inhibition (I,) du flux d'électrons H,0 >
’ FeCn (NH,C1) par le DCMU en fonction de la température d'incuba-
tion des membranes thylacoidales d’'Epinard (M) et de Morelle

sensible (+) ou résistante & 1'atrazine (p).
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P"ig. 27: Constantes de dissociation (nM) du 'OCMU poﬁr des membranes

thylacoidales d'Epinard (B), de Morelle sensible (+) et résist-
ante (4) incubées & différentes températures.

Nombre de sites de liaison (atrazine & DCMI)

Le Tab.V présente le nombre de sites n (nmol herbleide/mg Chl) pour
l*atrazine et le OCHU en fonction de la température d'Incubation des
membranes thylacoidales d'Epinard, de Morelle S et R. On constate, que
le nombre de sites de liaison des herblcldes varie faiblement entre O et
30 *C. Par contre, aux températures supérleures, les valeurs p diminuent
sensiblement (4 40 "C pour l'atrazine, p diminue d'env. 50X et pour le
DCHU, d'env.-30% & 40 °C.ct plus de 70% & 50 *C). Il semble donc ap-
paraitre deux phénoménes distincts: (1) aux températures décroissantes
& parcir de 30 °C, l'affinité des herbicldes augmente légérement, blen
que le nombre de sites de liaison reste stable: (2) aux températures
supérieures &4 30 °C, on assiste 3 une forte diminution du nombre de sites
de llalson et parallélement a une forte diminution de }'affinité des
herbicides pour leur site de liaison spécifique.
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TEMPERATURE (°C)

ATRALINE o 10 20 R 1 an 50

spinach 7.4 7.4 2.5 3.2 1.a -

&._nlgrum s 2.4 1.8 2.8 2.0 1.1 -—

powr

Bpinach 2.1 2.3 2.2 1.9 1.6 0.8

5. _nlgrum 8 2.9 2.4 2.3 2.8 L7 -—

&._nlgrum R 2.1 2.0 2.2 1.9 1.4 Fres

Tab W Hombre da ¢ites da liejeen de 1'atrarina =t du DCMU (nmol herbicidesmg Chl) Chez
1'Epinard, les MoTelles sanwlble (S) et réeiatante (R) & 1'atrarine en fonction de 1a
température.

Le falt que le nombre de sites de liaison ne diminue pas significa-
tivement entre 0 et 30 *C, suggdre que ld structure membranaire n'est
pas endommagée & ces températures. Cependant, le mode dfaction des
herbicides différe en fonctlon de la température. Les "Scatchard
plots™ de la Fig. 28 sont & cet égard représentatifs, puisqu'on
observe une disparition progressive de la phase de coopérativité
positive lorsque la température augmente (pour l'atrazine, 1] en va
de méme, résultats nom montrés). Selon Barber et al. (1984), lorsque
la tewpérature baisse, la viscosité des thylacoides augmente. I1 se
pourrait donc, que 1’on assiste & une fluidification progressive de
la partie lipidique des membranes thylacoidales induite par les’
herblcides. C'est-a-dirve que les premitres meolécules d'herbicide
touchant la membrane favoriseraient 1'accés et la liaisen des
melécules suivantes sur leur site de liaison, par un effet ‘de
fluidification. Wous avons suggéré dans Ia 1* Partie de ce travail,
que les herbicides fluidifient les membranes. Il esc donc légitime de
penser qu'a basse température, -certains domalnes de la membrane sont
dans un état "gel" (Mavaux & Lannoye, 1983), état qui disparait seit
lorsque la température augmente, soit lorsque 1'on ajoute des agents
fluidifiants comme de 1'alcool benzylique (voir § 4.2.3) ou des
herbicides,

Aux températures supérleures & 30 °C, lorsque le nombre de sites de
liaison diminue significativement, on assiste vralsemblablement & une
désorganisation des structures membranaires qul se manifeste entre -
autre par: une séparation des LHCP II des CR des PS II (Schreiber &
Armond, 1978; Gounaris et al., 1983a et 1984; Goltsev et al., 1987),
un désaccclement des saccules, (Counaris et al., 1983a; Thomas et
al., 1986b) et par une forte destabilisatlon des interactions
lipides-protéines induite par une séparation de phase du NGDG
(Gounaris et al., 1983b). La diminutlon de la pression latérale
membranalire aux températures voisines de 40-45 °C, semble. induire 1a
formation de strucctures hexagonales inversées chez le MGDG (Gounaris
et al., 1983 et 1984). Un découplage entre le transport d'élecrons et
la photophosphorylation a également été observé 3 ces températures
(Stidham et al., 1982: Thowas et al., 1986a; Harding et al., 1990).
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Fig. 28: Représentations de Scatchard de la liaison du DCMU sur des

membranes thylacoidales de S. nigrum sensible & 1'atrazine &
différentes températures.

Censidérations générales

Nous avons rencontté dans ce § 4.2.2, deux stress différents: un

stress, du au froid (T =< 12 "C) et un stress di A la chaleur (T > 30 °C).

1}

Les représentations d'Arrhenius pour 1'activité du flux d'électrens
H,0 —> FeCn (NH,Cl)} ont permis de mettre en évidence chez .la Morelle
S une diseontinuité 4 12 °C, que nous avons associée a4 une transition
de phase de lipides spécifiques (Shneyour et al., 1973; Lyons, 1973,
Murata er al., 1975, Roughan, 1985; Kenriek & Bishop, 1986; Raison &
Orr,. 1986a ec b; Orr & Raison, 1987 et 1990), slitués vraisembl-
ablement dans des miecrcdomaines (Wolfe, 1978). Par econtre, nl chez
1'Epinard, ni chez la Morelle R nous n’avens trouvé de changement d'E,

.entre 0 *C et leur température optimale d'activité de transfert

d'électrons respective. Il a été suggéré qu’'une courbe, plutét qu'une
droite, représenteralt mleux les valeurs du log de 1'activité versus
1'inverse de la température en °K selon Arrhenius {Wolfe, 1979;
81shop & Kenrick, 1979).
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Si cette suggestion se vérifie, on peurra alers réfuter l'existence
des transitions de phase .des lipides thylacoidaux (Murata & Fork,
1977, Bishop et al., 1979; Quinn & Williams, 1985) mais les données
dont nous disposons présentement, mne nous permettent pas de trancher.
Les E, différentes entre 1'Epinard (plante résistante au froid) et Ia
Horelle (plante sensible au froid), ainsi que leurs différentes
températures optimales pour le flux d’'électrons, suggére que le
biotype R se comporte comme une plante résistante au froid (Darmency
& Gasgquez, 1982), mais qui a développé une plus grande sensibiliteé
thermique aux températures élevées (Lemoine et al., 1983; Ducruet &
Lemoine, I9B5; Ducruet & Ort, 1988; Hawvaux, 1989). A basse tempé-
rature, le pouveir inhibiteur des herbicides diminue wmais leur
affinité augmente, ce qui a suggéré que ces deux paramétres ne sont
pas systématiquement interdépendants, mais qu'a basse température (<
30 °C) des centres P8 IT (PS 1I,) fonctionnels (Sundby et al. 1986}
mais ayant perdus toute ou partie de leur capacité de 1lier les
herbicides (Schreiber & Pfister, 1982; Drechsler & Neumann, 1989;
Wettern, 1986) avaient été formés au détriment de centres PS5 11
fonctionnels et liasnt Ies herbicides (PS II,). En considérant Ie
parametre de 1'efficacité reiative des herbicides, celui-ci augmente
lorsque la température croit (Fig. 29). Cette derniére figure met en
évidence que ILe pouveir inhibiteur est primordial Idérs de la
détermination de I'efficacité relative d’un herbicide et que le mode
d'action de 1'atrazine et du DCMU semble étre medulé différemmenc par
la température, puisque les courbes ent une physionomie différente
{(comparer les Figs 294 et B). Le pouveir inhibiteur des deux

‘herbicides est indépendant de la température entre 0 er 25 °C sur des

membranes thylacoidales du bietype R. Ceci suggére que l'atrazine
inhibe le flux électronique via un effet de concentration (I, = 85
pM), désorganisant les structures thylacoidales. Le site d'action du
DCHU est également altéré chez le biotype R. Cette altération peut
toucher la confeormation du pelypeptide 32 kD, ainsi que ia partie
lipidique, comme nous 1%avens ohservé (veoir 3*™ Partie). Les
thylacoides R, plus fluides que les S, peuvent lier Ie DCHU de
maniére moins dépendante de la température gue ces derniers,

Le stress dii & la chaleur se manifeste 4 des températures supérieures
a4 30 °C. A ces températures, on observe une forte baisse de 1'af-
finité et du nombre de sites de liaison des herbicides. Il semble que
les températures comprises entre 30 et 40 °C soient préjudiciables au
borr fonctionmement de 1'appareil photosynthétique et & 1'intégrité
structu-rale des membranes thylacoidales. A ces températures, on
assiste 3 une déstabilisation des interactions lipides-protéines,
‘induite principalement par une séparation de phase du MGDG (Gounaris
et al., 1983b). :

Lt'action _fluidifianté des herbicides, formulée dans la 1** Partie,

"semble se ceonfirmer. En effet, lorsque la température diminue, la

fluidlité membranalre diminue également et des concentrations croissantes
" d'herbicides semblent étre nécessaires pour atteindre le "pool® de sites
de liaisen spécifiques des herbicides. Cette hypothése tient compte de
la phase de coopérativité pesitive qui disparait lorsque ia rempérature
s'éléve,
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Fig. 29: Efficacité relative de l‘atrazine (A) et du DCMU (B} sur des
membranes thylacoidales d'Epinard (), de Morelle sensible ()
et résistante 4 1'atrazine (4} versus la teapérature du milieu
de suspension.
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0'un point de vue lipldique, le stress thermique est un stress plus
spécifique que le stress osmotique, en ce sens que les températures < 12
°C {"chilling temperatures™} semblent &tre ‘agsociées a une meodification
de la partie llpldique, particuliérement chez les plantes.sensibles au
freid (Shneyour et al., 1973; Lyons, 1973, Murata et al., 1975; Roughan,
- 1985, Kenrick & Bishop, 1986, Ralson & Orr, 1986a et b; Orr & Ralson,
1987 et 1990). Aux températures supérleures & 40 °C, la partie lipldique
est également altérée (Gounaris et al., 1983a,b et 1984). Par ailleurs,
on a observé une instabilité plus grande vis-a-vis des températures
élevées chez les biotypes R que chez les biotypes § (Lemoine at al.,
1983; Ducruet & Lemoine, 1985; Jansen et al., 1986; Ricroch et al., 1987;
Ducruet & Ort, 1988; Havaux, 1989). Il se peut donc que le phéncméne de
la résistance chloroplastique & 1l'atrazine selt en relation ‘avec un/des
phénoméne/s d'ordre thermique mals qui reste/nt encore & étre mieux
définis.

4.2.3 Stress chimique
Principe

Une technique couramment utllisée pour meduler les propriétés struc-
turales des membranes artificlelles (volr 1™ Partle} et biolegiques,
consiste & les enrichir avec différents agents. Les agents les plus
étudids ‘sont des: acldes gras, lipldes, stérols et protéines,

Un enrichissement des thylaceides en acides gras provoque des effets
simllaires & ceux du vielllissement in vitro accéléré des structures
membranalres et altére, entre autre, les activités du flux électron-
ique photosynthétique (Mvé Akambs & Slegenthaler 1980; Henry &t al
1982, Warden & Csatorday, 1987).

Un enrichissement des thylaccides en lipides, protéines et/ou stérols .
modifie le rappert llpildes/protéines et semble moduler la fluldité

membranalre, une valeur élevée de ce rappert é&tant assoclée a une

menbrane fluide, selon le concept de Ford & Barber (1983a).

L'addition de 1ipides sux membranes thylaccidales a été possible via
l'utilisation de liposcmes d'espeéces diverses de lipides naturels
et/ou artificiels (Slegel et al., 1981; Rochester & Andersson, 1986).
Ce type d’enrichissement provoque une réorganisation structurale des
thylacoides et une inhibition du flux d'électrons. Par ailleurs,
Millner et al. (1983) cbservent que 1" accivité!gd > MV (découple)
devient moins sensible au OCHU, sulte & un enrichissement des thyla-
coides en phespholipldes de Soja.

i1 semble également que 1‘adjonction de mélittine dans la bicouche
thylacoidale restreigne la mobilicé des molécules de lipides et
inhibe les activités photosynthétiques (Bishop, 1983).

Un autre type d’enrichissemnt des thylacoides consiste 4 Loncuber ces
dernlers avec du cholestérol ou du cholestéryl hémisuccinate. NB 11
a été montré que le chelestérol et le cholestéryl hémlsuccinate ont
des effets identiques sur la fluidité des membranes mals que le
second pénétre plus rapidement dans les bicouches (Shinitzky et al.
1979).
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Pratigue

I1 nous est apparu intéressant de moduler 1a fluidité membranaire,
soit en enrichissant les thylacoides avec du cholestérol {effet condens-
ant), soit en ajoutant aux membranes up antagoniste des stérols, comme
1'aleool benzylique {Chin & Goldstein, 1983%).

Cholesrérol

L'enrichissement des membranes thylacoidales en cholestérol a été
effectué & 20 °C, 4 l'obscurité et par injection de solutions éthanol-
iques de cholestéral a différentes concentrations. Le pourcentage
d"éthancl dans la suspension n'a jamais dépassé 0.3 X. Les incubations
ont été agitées constamment pendant 10 min et les thylacoides ont écé
lavés deux fols pour éliminer le cholestérol non 11é aux membranes. La
quantité de cholestérol 11é aux membranes thylacoidales a été déterminée
{(Fig. 30). On observe une relation linéaire entre la concentration de
cholestérol dans le milieu d’'{incubation et la Quantitéd de cholestérol 1is
aux membranes thylacoidales. Ford et al., (1981) observérent également
une Incorporaction de type lindaire jusqu'a un rapport cholestérol/Chl
(mol/mol) égal & 10. Cependant, il est extrémement difficile d'estimer
la quantité de cholestérol réellement incorporé dans les bicouches par
rapport a celul qul est simplement assoclé 2 la surface des membranes
(Yamamoto et al., 198l}. Pourtant, Ford et al. {1981) et Yamamoto et al.
(1981) estimerent un rapport entre 0.4 et 0.6 mol de cholestérol assoclé
par mol de Chl. Il semble donc qu'une partie seulement du cholestérol
solt réellement liée aux thylacaides,
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Fig. 30: Quantité de cholestérol 116 aux wmembranes thylacoidales
d'Epinard aprés deux lavages en fonction de la quantité de
cholestérol présente dans le milieu d'incubation & 20 *C.
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Température

La fig. 31 présente 1'effet du cholestérol sur le flux d’électrans H0
> FeCn (NH,C1) & deux températures. On constate que le cholestérol
n'aglt pas de la méme maniére & 10 qu'a 20 °C. A cette dernlére tempé-
rature, on assiste 4 une inhibition progressive du flux d'électrons
versus la concentratian en cholestérel. A environ 0.8 mol de cholestérsl
1lié par mol de Chl (= 20%, w/w, des lipides totaux), l'inhibitien atteint
un plateau situé a 50%. Il est pensable que la valeur de ce rapport
correspaonde &4 la quantité de cholestéral réellement incorparé dans la
bicouche des thylacoides, puisque des concentrations supérieures de
stéral n’affectent plus l'activité du transport électronique. Or,
1'aggrégation de micelles de cholestérol avec les thylacoides ne semble
pas altérer la vitesse des réactions photosynthétiques {(Ford et al.,
1981). Ces mémes auteurs observent aussi une inhibition par le choles-
térol, de l’oxydation du premier accepteur photoréduit du PS II en
présence de DCPIP avec ou sans agent découplant. Yamamoto et &l. (1981)
constatent, lors de 1’enrichissement des membranes chleroplastiques avee
du chalestéryl hémisuccinate, une inhibition du flux HO > FeCn qui
atteint un plateau a 50%, une inhibitien des réactions obscures de la
phetaosynthése ainsi qu’un ralentissement  de la diffusion des PQ et des
différents complexes protéiniques thylacoidaux,

120 1120
2€ 100 100
3
= g0
£to80t
=
[ )
<< BOt +60
g
= .

40+ 140
= Temp.] 100% of the activity
l{.)l:J { C) {{umol red FeCn/mg Chl/h}
20+ 10 112 120
2 | 235
§] + ¥ + + +

0 1 2 3 4 5 IS(J
~ ADDED CHOLESTEROL (nmol/ug Chl]

Fig. 31: Effet du cholestéral sur 1'activité du flux d'élactrons
photosynchérique H,0 ——-> FeCn (NH(Cl} de membranes thyla-
. coidales d'Epinard 4 10 (») et 20 °C (m).



200

' Dans tous les cas relatés, 1'addition de stérols sux thylacoides provoque
une augmentation de la viscosité membranaire (Ford & Barber, 1980, 1983s,
b: Scoufflaire et al., 1981, 1985; Ford et al., 198l; Yamamoto et al.,
1981; Olsen, 1984; Pederson & Cox, 1984; Rawyler & Slegenthaler, 1989).
Par contre, lorsque nous avons mesuré 1’activité H,0 —> FeCn (NH,C1) &
10 °C en présence de concentrations crolssantes de cholestérol (Fig. 31),
l'activité du flux d’'électrons augmente d'environ 20X & partir d'un
rapport proche de .5 rnmol cholestérol/usg Chl . 11 est possible que 1'on
assiste & 1'effet double du cholestérol, c’est-a-dire qu'il rend les
chaines d'acides gras plus mobiles en-dessous de la température de
transition et molns moblle en-dessus (velr 1% Partie et Oldfleld &
Chapmann, 1972; Marsch & Smith, 1973; Pang & Miller, 1978, Shepherd &
palde, 1979, Goodrich et al., 1988).

A 10 *C, la mobilité des acides gras est restreinte par rapport a
20°C nais i1 est possible qu’'ad cette température- une addition de
cholestérol Indulse du "déscrdre” dans' la blcouche, la rendant plus
fluide., A 20 °C, la fluldité des thylacoides est plus élevée qu'a 10 °C.
Pourtant celle-cl semble &tre facllement altérée par 1'asddition de
¢holestérol, qui lmpose une restriction aux mouvements des différents
conscituants cthylacoidaux.

L'inhibition

Lorsque 1'on détermine le I, de 1'atrazine et du DCMU sur le flux HQ
> FeCn (NH,Cl) de membranes thylacoidsles en présence de dose
croissantes de cholestérol et incubées & 10 ou & 20 °C (Fig. 32), on
constate que le pouvalr inhibiteur:

de 1l'atrazine et du DCMU diminue 2 10 *C.
de l'atrazine est constant & 20 *C,
du DCMU diminue & 20 *C,

Nous avons déja constaté que le pouvolr inhibfreur des deux herbicides
sur des membranes thylaccidales sensibles & 1'atrazine diminue lorsque .
la température décrolt et plus particulidrement lorsque T < 12 °C (Figs
23 et 26). Cecl suggére qu'a ces températures, alors gue le cholestérol
stimule l'activité photosynthétique (Fig. 31}, une plus grande quantité
d'herbicide est nécessaire pour inhiber le flux d’'électrons. FPourtant,
le pouvoir inhiblteur des herbicides n’atteint pas de plateau, ces
molécules doivent donc, probablement, partitionner dans la meambrane de
fagon molns spécifique (allleurs que sur le pelypeptide 32 kD) et/ou dans
des micelles de cholestérol associées & la surface de la membrane. Une
rigldification de le membrane par le cholestérol & 20 *C favorise
1'action inhibitrice du OCMU, Peut-&tre le site de lialson du DCMU est-
il plus accessible & cet herbicide dans ces conditions. Naus n'avons pas
effectué de mesure de liaison d'herbicide sur des membranea thylacoidales
enrichies en cholestérol mais nous proposons que de telles expériences
solent condultes dans le futur,
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Fig. 32: Valeurs de demi-inhibition (I,) du flux d'électrons HO0 —>
’ FeCn (NH,Cl1) pour l'atrazine et le DCMU a4 10 (-) et 20 °C (m)
sur des membranes thylaceidales d‘'Epinard enrichies de

quantités ¢roissantes de cholestérol.

L'alcool benzylique

Une autre approche pour maduler 1a fluidité des membranes est
d'aupmenter cette derniére par adjonction d'alcool benzylique (AB). La
malécule d’AB est’ neutre, hydrosoluble, partitionne rapidement dans la
blcouche lipidique et abaisse 1la température &4 laquelle les lipides
transitiennent (Celley & Metcalfe, 1972). La propriété de 1'AB d’au-
gmenter rapldement et de maniére réversible la fluidité membranaire rend
cette molécule trés utile dans 1'étude de la relatior entre la structure
et la fonction des membranes (Colley er al., 1971; Asheroft et al., 1977,
Reyes & Latorre, 1979; Needham et al., 1982, Pederson & Cox, 19B4; Coster
& Laver, 1986). I1 nous intéressait donc de rechercher si 1’addition d'AB
sur des menbranes thylaceidales d'Epinard pouvait modifier le pouvoir
inhibiteur de 1'atrazine. Pour ce faire, nous avons traité des membranes
thylacoidales d'Epinard, en présence de concentrations croissantes d’'AB,
pér une dose sublétale d’atrazine (0.06 pM) et nous avons mesuré
ltactivité H,0 —> MV (basal) i différentes températures. La Fig. 33
‘Présente ces résultats. Comme nous -1'avons déja observé, 1’atrazine
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stimule le transport des électrons aux basses températures (Figs 3 et 21)
et 1'inhibe progressivement lorsque la température s'éléve (4.2.2), Or,
2 3 "C, en présence d'AB (< 15 mM), 1'atrazine ne modifie pas significa-
tivement le flux électronique mais & 12 et 4 20 *C il le stimule, en tout
cas sux concentrations d'AB < 7.5 mM. Cecl suppdre que L'AB favorise la
pénétration de 1’atrazine dans la bicouche membranaire, gui peut, & son
tour, découpler plus alsément 1’activitéd du flux +4lectronigque et
accélérer ainsi, la consommation d'oxygéne. Il se peut également que 1'AB
alt un effet découplant sur 1’'activité du transport d'dlectrons mais cecl
semble peu probable car dans tous les cas étudiés 1'AB inhilbe entre 23
et 50% 1'activité photosynthétique (résultats non montrés).
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Fig. 33: Effer d'une dose sublétale d'atrazine (0.06 pM) sur des

" membranes thylacoidales d’Epinard en présence de concentrations

croissantes d'alcool benzylique et & différentes températures.

Les valeurs indiquées ‘pour une concentration nulle d'alcool

benzylique représentent l'activité basale H,0 —> MV (umol O,

consommé/mg Chl/h) en 1’'absence de tout herbicide, (Pour plus
d’'information, volr le texte}.

Nous avons vu dans ces quelques expériences d'enrichissement des
membranes thylacoidales en cholestérol ou en AR & différentes tempér-
atures, que l’on pouvalt moduler la vitesse du flux élecctronique et le
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pouveir inhiblteur des berbicides, Cependant, ce type de stress est assez
difficile a4 cerner, pulsque les quantités d'agent chimlque réellement
incorporées dans la bicouche membranalre ne sont pas connues et qu'il est
impossible d'enlever cempldtement les micelles et les agrégats de
cholestérol restés 4 la surface de la membrane. Par allleurs, a tempé-
rature ambiante, ces agents inhibent l'activité photosynthétique par des
processus encore mal compris, ce qul rend 1’Iinterprétetion des résultats
délicate. Toutefeols, 1l est pessible que 1'1dée d'une fluidicé eprimale
limite soit compatible avec le malntien de la structure et de la fonction
membranaire (Raisen et al., 1982), Cette fluidité optimale limite, qui
reste constante pour un matérlel donné, est atteinte & différentes
températures, selen que 1'en ajoute un agent comme le cheolestérel ou
1'alcool benzylique.

Nous sommes conscients que beancoup d'autres expériences de type
stress chimique sont concevables dans 1'étude de 1‘zction des herbicides
sur des membranes thylacoidales mals nous avens préféré nous attarder sur
des stress que 1‘on pouvait mieux contrdler.

4.2.4 Stress par hydrogénatien catalytique

A cbté des quelques techniques dont nous avons déja parlé et qui
permettent d'altérer indlrectement les censtituants lipidiques (§ 4.2.1-
3), il exlste une méthode, beaucoup plus spécifique, puisqu’elle ne
touche que la partie lipldique des membranes. Cette technique consiste
4 hydrogéner les acides gras des lipides membranalres &n présence d'un
catalyseur (= complexe d'un métzl de transition). Restall ez al. (1979)
hydreogénérent les deubles lialsons des acldes pras des lipldes chyla-
coidaux en présence du catalyseur de Wilkinson, inscoluble dans 1'eau.
Depuis ces expériences plonmléres, les catalyseurs ont changé et
actuellement, le palladlum di (sodium allzarine monosulphate} ou Pd(QS),
est le catalyseur le plus utilisé pour saturer les doubles liaisons des
acldes gras, teut en préservant les actlvités liées aux membranes {(flux
d’électrons, phospherylation, resplratioen, etc...). Le Pd(QS), présente
1'avantage de partitienner dans les thylacoides tout en étant facile-
ment éliminable de la phase membranaire (lavages successifs des échantil-
lens) car il est hydreseluble (Quinn et al., 1989),

Cette technique neus a permis de saturer, 3 des degrés différents,
les acides gras des lipldes acylés des membranes thylacoidales de
Morelles 5 et R, Nous avons détermlné les Kd, les n et les pouvoirs
inhibiteurs de 1'atrsazine et du DCMU sur ces membranes hydrogénées.

Hydrogénatjon catalytique des lipides membranaires

Les cinétiques d'hydregénation des acides gras des thylacoides de
Morelles 5 et R, pendant une duréde maximale de 5 mlnutes en présence du
catalyseur préactivé (forme B, volr Pak et al., 1990), sont 1llustrées
dans la Fig. 34A. On ebserve une balsse appréciable du contenu en doubles
liaisons des acldes gras des biotypes S et R. Cette diminutien de la
quantité des doubles liaisons sult une cinétlque blphasique, c’est-a-
dire qu'une phase de latence précéde la réaction d'hydrogénatien
principale.
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La vitesse de la réaction @’hydrogénation principale est sensiblement la
méme chez les thylacoides S et R, par contre la péricde de latence est
heaucoup plus courte au seiln des thylaceides R. En effet, aprés une
minute, env. 40% des doubles llalsons ont &été hydrogénées chez le biotype
R, contre seulement 5% chez le 5. Chez le bilotype R, enviren 60% des
doubles liaisons ont été saturées aprés deux minutes d’hydrogénation et
trels minutes supplémentalres ne modifient plus grandement ce résultat
{env. 5% de plus)., Par contre, chez e biotype 5, aprés deux minutes
d'hydrogénation, quelque 45X des doubles liaisons ont été saturées et ce
n'est que trois minutes plus tard que le conternu en doubles liaisons a
baissé de plus de 60%, cemme chez le R. I1 semblerait qu'il solt possible
d'hydrogéner davantage les membranes thylaceidales (jusqu’a 90%, Vigh et
al., 1985a) mais la réactisn nécessite alers plusieurs heures, ce qui
fait intervenir, outre le -phénoméne d'hydrogénation proprement -dit, celui
du vieillissement membranaire.

Lorsque des liposomes sont préparés (veir 1* Partie) a partir d'un
extrait lipidique total dépigmenté des thylacoides S ou R (Fig. 34B) et
. qu'ils sont soumis aux mémes conditiens d'hydrogénation que les thyla-
coides, on ebserve que les lipides de ces liposemes "8" et "R™ présentent
des courbes de saturation identiques. Ce résultat indique que les lipides
totaux du biestype S sont rendus accessibles au catalyseur, au méme titre
que ceux du R, lorsque l'architecture de la membrane native n'est plus.
Les différences observées dans la Fig 34A sont alers atetribuées & une
.accessibilité différente du catalyseur envers les membranes thylaccidales
R et §, ce qui suggére une différence de structrure antre ces deux types
de membranes thylacoidales.

Afin de mieux comprendre la ralsen de cette "protection relative" des
lipides wvis-a-vis du catalyseur dans les membranes thylacoidales S
natives, par rapport aux R (Fig. 34A), nous avons étudié les cinétiques
d'hydrogénation des différentes classes de lipides thylacoidaux des deux
biotypes (Fig. 35). On observe que les MGDG, DGDG et 5QDG (Figs 35A, B
et C) sont saturés plus rapidement chez R que chez $. On peut aussi noter
que les temps de latence ohservés dans la Fig. 34A sont essentiellement
le fait de MGDG et de DGDG, dis & 1!/abondance de ces deux lipides. Par
contre, les acides gras du PG des deux blotypes sont saturds i des
vitesses trés proches l'une de 1'autre. Les cinétiques de saturation des
doubles liaisons du MGDG des plantes S et R se superposent. 3 celles des
lipides tetaux des deux biotypes respectifs (comparer Figs 34A et 354).
Ainsi, une estimation précise du degré d'hydrogénation des doubles
liaisens des acides gras tataux pourrait étre effectuée par la mesure de
la diminutien du DBI dans le seul MGDG. La saturatlon des acides gras du
DGDG se rapproche grandement de celle du MGDG (comparer Figs 35A et B).
Par centre, pour les deux glycérolipides ioniques, les SQDG et PG (Figs
35C et D), on assiste a une hydrogénation plus rapide que chez les deux
galactolipides (comparer les Figs 35C et D avec les Figs 35A et B). Par
ailleurs, le 5QDG du bietype R est hydrogéné jusqu’d 90% aprés 5 minutes,
alors que celul du S atteint un plateau situé & 70% d’hydrogénation, dans
les mémes conditions (Fig. 35G). "



206

DOUBLE BOND CONTENT (% of control)

20~ r 20
MGDG DGDG
0 + t t t 4 i)
t } L
£ 1004 S © @ 100
=
3 L 4
s t {80
2 80
[
&
i gp 80
4
[=}
o
g 40 \ t 40
O o r
]
w . L 4
- 20t T 1 20
2] saoe - PG
o . X . o
+ + + F— t + T *7
cD 50 104 300 0 50 100 300
REACTION TIME {sac) REACTION TIME (sec)
Fig. 35: Changement du degré d‘insaturation des acides gras des classes

de lipides des membranes thylacoidales de 5. nigrm sensible
(5,+) et résistante (R,4) & l’atrazine par hydrogénation
catalytique. Légende, (A) monogalactosyldiacylglycérol (MGDG);
(B digalactosyldiacylglycérol (DGDG); (C) sulfoquinovosyl-
diacylglycérol (SQDG) et (D) phosphatidylglycérol (PG).
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Plusieurs résultats obtenus avec le catalyseur Pd(Q5), sur des
membranes artificielles et blelogiques suggérent des différences
dfaccessibilitcé de cette molécule amphipathique aux substrats lipidiques.
Trols reisons majeures peuvent étre invequées. i) une augmentation de la
microviscosité membranaire (Vigh et al., 1983; Quinn et al., 1989); 1ii)
1'apparition de phases hexagonales-II & 1‘intérieur de la bicouche (Vigh
et al., 1987) et 11i) une associlation étroite des lipides avec les
protéines (Katagiri et al., 1981).

"La question de lg microviscosité membranaire”

Les mesures de polarisation de la fluorescence du DPH n’ont révélé
aucune différence significative entre la fluidité des thylacoides S et
celle des R (Fig. 9, 3*™ Partie), De plus, nous avons trouvé le méme degré
d'insaturation des lipides thylacoidaux totaux (DBI = 2.53 & 0.04) des
biotypes § et R, quand bien méme la composition en lipides des membranes
§ et R ne solt pas fdentique (Tab. I1I et IV; Fige 1 et 2, 3*™ Partie).
Ainsi, il ne semble pas que 1'accessibilité encravée du catalyseur vers
les daubles liaisons des lipides des membranes thylacoidales §, solt due
24 une différence du contenu en lipides qui pourralt étre responsable, en
partie, de la microviscosité membranaire.

Un auntre facteur pourrait restreindre l'accés du catalyseur vers les
doubles liaisonsg des acides gras du blotype §, lorsque que ces derniéres
sont hydrogénées pendant une courte péricde (< 5 min), & savoir la
présence de structures membranajres non lamellaires (Vigh et al., 1987).

"La guestion de la phase hexagonsle”

Nous avons montré que 1a distribution transmembranaire des MGDG et
DGDS n'est pas la méme chez les deux types de plante (§ 4.4.2, 3*™ partie
ct Rawyler et al., 1987). .En fait, si-les rapports molaires MGDG/DGDG
sont bas et pratiquement égaux dans la monocouche interne des thylacoides
SetR (S§=1.24 et R=1.32), ils sont considérablement plus élevds dans
la monocouche externs (5 = 9,67 et R = 7,00). En admettant que la valeur
de ce rapport soit une premidre approximation pour apprécler la potentia-
lité d'une membrane & former des structure non-lamellaires (voir
discussion dans Giroud & Siegenthaler, 1984), on peut déduire de ces
résultats que la tendance de la monocouche externe & former des struc-
tures non-lamellaires (p.ex. &n entravant 1'accés ou la distribution du
catalyseur dans les membranes thylacoidales §) est plus marquée chez les
membranes 5 que chez les R. Pourtant, su molns trois objections majeures
peuvent s’ opposer A cette supposition. Premiérement nous avons trouvé des
vitesse d'hydrogénation rédultes pour toug les glycolipides, bilea qu'il
solt reconnu que le DGDG, un lipide formant des structures lamellaires,
soit exclu-des domaines non lamellaires {Quinn et al., 1989). Deuxiéme-
ment, il est largement recaonnu que .des sSéparations de phase entre
structures lamellaires et non lamellaires apparaissent lorsque’ 1'on
expose des membranes & des températures non physiologiques (T > 35 °C}
(Giroud & Siegenthaler, 1984; Horvath,I. et &l., 1986, Quinn, 1989; Vigh
et al., 1989, Quinn et al.. 1989) raison pour laquelle, dans nos
conditions, la température & toujours été mailntenue basse (2 °C).
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Finalement, nous avons suggéré une stabilité thermique réduite des
membranes thylacoidales R, lorsque ces dernitres sont soumises & des
températures élevées (§ 4.2.2, voir aussi Ducruet & Drt, 1988; Havaux,
1989)," Etant donné que l'apparitlen de structures non lamellaires peut
étre directement .lide & une stebilité thermique réduite (Quinn, 1989,
Vigh et al., 1989), {1 est difficile de croire que 1'hydrogénation des
thylaceides § seit limitée par la présence de phases Iipidiques non
lamellaires, ’ ’ )

“La question de 1'association lipides-protéines”

Bien gque plusieurs propositlens de topographie moléculzire de la
membrane thylacoidale aient été faites, 1l exlste encore des incertitudes
considérables quant & la tallle de la "coquille” de lipides fermement
liés autour des protélnes. Les interactions lipides-protéines dans les
thylacoides et les fractlons subthylacoidales ont été étudiées grice &
1'emploi d'analepgues des lipides., Ainsi, le MGDG présente des interac-
tions avec les protéines moins préférentielles que le PG, suggérant que
le réle du MGDC dans les uembranes thylacoidales est, en partie,
structural (Li et al., 1989). Il semble aussi que la fraction Lipidique
dont la mobilité est restreinte soit en rapport avec des valeurs du
rapport pretéines/lipides des différentes membranes thylacoidales (Li et
al_., 1990). Or, nous avons mentionné gque ce rappert est plus élevé chez

.le biotype S5 que chez 1le R (2,70 et 2,33 mg protéines/pmel lipides,
respectivement) (volr aussi Chap, 4.2, 3™ Partie et Rawyler et al.
1987). D'une-maniére correspondante et pour autant que la quantité de
complexes pretéines-lipldes immobilisés solt plus élevée chez le biatype
S que chez le R, il se peut que cela suffise pour restreindre 1'acces-
sibilité relative du catalyseur dans les plastes §.

Nous avons déterminé les changgments de composition des acides gras
des éifférentes classes de lipides en fonction du tewps d'hydrogénation
chez les deux biotypes de S. nigrum (veir annexes 2.1 a 2.4}. Chez les
quatres classes de Iipides, on observe que les acldes hexadecatriénoique,
lincléique et linolénique disparaissent plus rapidement chez R que chez
S (annexss 2.1 & 2.4, Flgn 0.G ot B}, Parallzlement & la diminution des quantités
d’acides gras triénoiques des MGDG, DGDG et SQDG. (annexen 2,14 2,3, Figa D at B,
on assiste & une augmentation des quantités des acides gras moncénoiques
et saturés plus rapide chez R que chez 5 (annexes 2,12 2,3, Fige A,3,E et F}, Par
contre, les acides oléique et stéarique du PG appsraissent plus rapide-
ment chez S que chez R (annexa 2.4, Flas E ot F}. Ces deux acides gras sont
présents ensemble & raisen d'environ 20 molX du PG aprés 5 minutes
" d’hydrogénation, Il est intéressanc de noter que 1'on n'observe pas de
différence de vitesse de saturation de 1'acide linolénique du PG, bien
que les acides plus saturés (18:0 et 18:1) soient formés plus rapidement
chez le 5 que chez le R, Cependapt, il est difficile de corréler ces
résultacts avec le DBI ‘du PG natif (Tab. III, 3*™ pPartie), puisque 1‘écart
entre les valeurs du DEI du biotype S -et du R est mineur. En plus des
différences de vitesse d’'hydrogénation des doubles lialsons des acides
gras chez les biotypes 5 et R, -on observe la présence chez R mais pas
chez S, des acides palmitique {16:0) des DGDG et PG et hexadecadiénoique
(16:2) du DGDG seulement {(annexes 2,2 et 2.4, Figa D), L'acide trans-9-cctadécé-
noique (iB8:lerans, acide gras n'exlstant normalement pas chez ce type da
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plante) dans les MGDG et DGDG hydrogénés des deux blotypes apparalt
également (ennexes 2.1 ot 2.2, Figa D}. En affet, Vigh et al. (1987) observérent
que la technique d'hydrogénation engendre quelques lsoméres position-
nels d'acldes gras en cis et trans. Alnsi, les différences d'hydrogéna-
tion des lipldes entre les plantes 5 et R ne sont pas uniquement des
différences de vitesse mals également de "stratégie™, c’est-a-dire que
le catalyseur n'‘lindult pas la formation de prodults identiques chez les
deux bilotypes. De plus, il est reconnu que lz vitesse de saturation des
doubles lialsons est plus raplde pour des acides gras poly- que monoinsa-
turés (Vigh et al., 1985a) et que la susceptibilité des lipldes au sein
des membranes thylacoidales vis-a-vis de 1'hydrogine en présence du
Pd(QS), diminue comme sult: MGDG > DGDG > SQDG > PG (Horvith,l, et al.,
1986) . Nous ne trouvens rien de semblable dans nos conditions, vraisem-
blablenment, parce que la concentration du catalyseur est Crop élevée et
que la vitesse d'hydrogénation est telle qu'elle dissimule les différ-
ences fines de réactivité entre les classes-de lipides.

En conclusion, les différences de cinétique d'hydrogénation des MGDG,
DGDG et SQDG entre le blotype 5 et le R (Filg. 35), suggérent que le cata-
lyseur doit avolr accés aux acides gras de ces lipides plus facilement,
done plus rapidement, chez la plante R que chez la.5. Les différences
mentlonnéas pour les SQDG at- PG sont mineures lorsque 1'on considére
1’ensemble de la membrane car chacun de ces deux lipides ne représente
qu'environ 10% des lipldes totaux des membranes thylacoidales (volr Tab.
IV, 3* pPartie). Il est cependant possible que ces lipides anicniques
modulent la. microviscosité de certains domaines spécifiques de - la
membrane et qu'ils jouent un réle non négligeable, pulsque 1l'architecture
membranaire de base semble étre sous 1'influence directe de 1'interaction
entre les lipldes et les protéines. Or, 1]l semble gque la relatlon entre
ces deux composants majeurs des membranes thylaceidales selt & 1'origine’
d'une plus grande protection des lipides des plantes §, cemparé aux R,

- wvis-a-vis du catalyseur. Il se peut que non seulement la différence du
rapport protéines/lipides (Chap. 4.2, 3*™ partie} influence la vitesse
d'hydrogénation mais encore, qu'un changement de configuration du
polypeptide 32 kD, dans les thylacoides du mutant, par rapport au §,
favorise 1l'attaque des MGDG, DGDG et SQDG par le Pd(35)2, tout en
protégeant celle du PG. Slengenthaler et al. (1989} ont montré que 10%
du PG éteit inaccessible au traitement & la PLA,, ce qui leur a suggéré
qu'une population de PG étalt fortement liée 2 un ou plusieurs domaines-
protéiques. Nous avons proposé a plusieurs reprises (§ 4.2, 4.4, 4.5, 3ome
Partie et 4.2.2 4% Partie) que les membranes thylaceidales du biotype
R semblent é&tre plus fluides que les §. Or, une fluidité accrue des
membranes thylacoidales du blotype R ou tout au moins de certaines de
leurs régions pourralt expliquer un accés facilité du catalyseur. Alnsi,
1l'hydrogénation catalytlque semble étre une méthoede sensible, blen qu'in-
diracte, de l'estimation de la fluidité relative d‘une membranes, a
l'instar de la technique d'hydrolyse des lipides mwmembranalres via
l'utilisation de lipases et de la technique de la stimulation de la
flucrescence des chlerephylles associées au PS II par les cations (veoir
Chap. 4.4 et 4.5, 3*™ Partle). Par cantre, la technique de pelarisation
de fluorescence (volr Chap. 4.5, 3* Partie et Ford & Barber, 1980) ne
semble, pas &tre & méme de déceler des différences da fluldlté apparais-
sant dans des mlcrodomaines préférentiellamnt localisés dans le voisinage
direct des complexes protélniques (Barber et &l., 1984).
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Effet de 1'hydrogénation des lipides sur 1" Incorporation du DCMU dans des
membranes thylacoidales ’

Oans la sulte de mnotre étude, nous avons hydrogéné les doubles
liaisons des acides gras des lipldes thylacaidaux des biotypes S et R &
divers degrés et nous avons déterminé les constantes de dissociation et
les nombres de sites de liaison de l’atrazine et du OCHU dans ces
membranes thylacoidales “"stressées® par hydrogénation catalytique. I1
nous est apparu primerdial de rechercher les modifications du comporte-
ment de liaison des herblcldes dans des membranes thylacoidales vivantes
mais dont la fluidité & éré diminuce par modificatian directe de la
partie lipidique. En effet, ce type de stress est un des rares qul
n'altdre que la partie lipidique er de maniére contrélée, tout en ne
modifiant pas trop l'activite photosynthétique. On peut s’attendre & ce
que l'affinité et/ou le nombre de sites de lialson des herbicides solent
medifiés suite & un changemeént conformatiomnel de leur aite d’attache.
En augmentant 1la température du milieu d’incubation, 1l devrait étre
possible de rétablir un comportement de llaison des herbicides prache de
celui effecctué avec des membranes thylaceidales non hydrogénées .

Remarquons tout d‘abord que le pourcentage d'hydrogénation des
lipides thylacoidaux a été estimé em mesurant la diminution de 1'aclde
linolénique (Figs 36 a 40). De plus, nous avons définis une échelle
d'appréciation peur les différents pourcentages de perte du (., (Tab.
V1), :

Perte de 1‘acide linolénique (%) Estimation du deqré d’hydogénation
0 A 14 faible
15 & 29 . doux
30 &4 50 é&levé
> 50 E trés élevé

Pab. VI: Evaluation du degré dfhydrogénation par la perte de 1'acide
linolénique total (pour plus d’informaticn, voir le texte).

La Fig. 36 décrit 1'incorporation du DCMU dans les membranes
thylacoidales 5 contréle et hydrogénées en fonction de 1a température,
On observe que: 1) par rapport 2 des membranes non hydrogdénées, une
hydragénation de 28% des doubles liaisons diminue de 38, 23 et 202
l’incorporation du DCMU loraqu'elle a atteint un plateau et quand les
membranes thylacoidales sont incubées & 0, 20 et 40 °*g, respectivement
(n.b. la réaction d'hydrogénation est condulte a 2 °C); 1i) 1'inco-
rporacion du DCMU dans les membranes contréles diminue de 20 et 50% quand
la température passe de 0 & 20 et de 0 & 40 °C, respectivement. Par
contre, iii) lorsque - les membranes ont éte hydrogénées de 28%, on
n'ebserve plus de différences significatives d*incorparation du DCMU
encre 0 et 20 *°C, quand blen méme, entre 0 et 40 °C 1'écart reste élevé
(env, 40%). Le fait que l'hydrogénation des thylacoides atténue la balsse
d’incorporation du DCMU (lorsque la température augmente) sugghre que la
saturation des doubles llaisons accrolt la résistance thermique des
thylacaides.
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Dans le Fig. 37, nous comperons 1’'incorporation du DCMU & 40 °C entre
des membranes thylecoidales de Morelles R contrdle et des membranes qui
ont perdu 62X d'acide linolénique. On constate que les membranes
hydrogénées Incorporent davantage de DCMU & cette température. Alnsi, il
semble &tre possible de rétablir la perte d'incorporation d°un herbicide
suite & un stress thermique, en saturant, préalablement & ce stress, les
doubles liaisons des acides gras des lipldes membranaires.

Effet d'une hydrogénation catalytique des lipides sur l'affinité et le
nombre de sites de llaison de 1’atrazine et du DCMU

Dans la perspective de ce chapitre, il nous a paru intéressant, de
déterminer 1'affinité ainsi que le nombre de sites de liaison de
l'atrazine et du OCMU sur des membranes hydrogénées & des degrés
différents et soumises & diverses tempdretures. La Fig, 38 préseante les
Kd (A) et les p (B) de 1'"atrazine pour des membranes thylacoidales de |
Morelles § hydrogénées & 15 et 35% et incubées a 0, 20, 30 et 40°C. On
observe que:

dans les membranes contrdle (0% d’'hydrogénation},

- 1'affinité de 1'atrazine diminue lorsque la température aupgmente;

- le nombre de sites de liaison de 1'atrazine, par rapport & 0°C,
diminue significativement & 40°C (45%) mais en-degad, il reste = 2
nmol/mg Chil;

dens les membranes hydrogénées & 15X, par rapport aux membranes
contrile soumises aux mémes températures,

1'affinité de 1'atrazine diminue, drastiquement & 0*C (env 80X), pas
& 20°C et d'env. 10X & 40°C;

le nombre de sites de ligison de 1l'’atrazine est diminué .2 divers
degrés selon le température (38, 73 et 46X 4 D, 20 et 40°C);

dans des membrenes hydrogénées 4 35X, par rapport aux membranes
contrdle soumises aux mémes températures,

- 1'affinicé de 1'atrazine diminue, drastiquement & 20°C (env. 70%),
quelque peu i 30°C (env. 20X) mails augmente a 40°C (env. 10%);

- le nombre de sites de liaisen de 1'atrazine est diminué a divers
degrés selon la température (40X & 20 et 40°C et 65% a 30°C),
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la Fig. 39 présente les Kd (A) et les p (B) du DCMU pour des
membranes thylacoidales de Morelles S hydrogénées 4 2§ et 43X et placées
a4 0, 20 et 40°C, On constate que;

dans les membranes contréles (0% d’hydrogémation),

-. Ll’affinité du OCMU diminue lorsque la température asugmente;
- le nombre de sites de liaison du OCMU, par rapport a4 0°C, diminue de
40% 4 40 °C mais en dega, i1 reste > 2 nmol/wg Chl;

dans les membranes hydrogénéas 4 28%, par rappert &4 des meobranes
contrdle soumises aux mémes températures,

- 1'affinité du OCHMU diminue & 0, 20 et 40°G, =oit d’env 75, 73 et 63%,
respectivement;

- le nombre de sites de liaison du OCMU est diminué d’env. 35% a 0°C
mais ne semble plus é&tre modifié aux Cempératures de 20 et 40°C;

dans des membranes hydrogénées & 43X, par rapport a4 des membranes
concrdle soumises aux mémes températures,

- l'affinité du DCMU n'est pas altérée & 20°C et diminue d'env. 30% a
40°G,

- le nombre de sites de liaison est diminué d’env. 30% 4 20°C et d’env.
10% & 40°C; '
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la Fig. 40 présente les Kd (A} et les p (By du DCMU pour des
menbranes thylacecidales de Morellea R hydrogénées & 10 et 62% et placées
a0, 20 et 40 *C. On constate que:

dans les membranaa contrdlea (0X d'hydrogénation,

- 1’affinité du DCMU diminue lorsque la température augmente;
- le nombre de sites de liaison du DCMU, par rapport 4 0 *C, ne change
pas & 20 °C mais diminue d’un tiers a 40 °C;

dans lea membranes hydrogénédes & 10%, par rapport & des menbranes
contrdle soumises aux mémes températures,

- llaffinité du DCMU diminue d’env. 40% & 0 et 20 °C mais augmente de
quelque 55% & 40 °C;

- le nombre de sites de liafison du DCMU est diminué & 0 20 et 40 *C,
soit d'env. 25, '35 et 43%, respectivement;

dans des membranes hydrogénéass 4 62X, par rappert & des membranss
contrble soumises aux mémes températures,

- 1taffinité du DCMU est diminuée denv. 40X a 20 °C mais augmente
drenv.25% & 40 °G,

- le nombre de sites de liaison est diminué d’env. 23% & 20 °*C et
d’env. 30% a 40 °C;

Aprés une bréve description des Figs 38 & 40, on constate qu’il n’est
pas aisé de comparer les différents résultats, probablement pour deux.
raisons au meins:

1) 41 est difficile d’hydrogéner des membranes 5 et R & un méme degré.

2) les membrames S et R hydrogénées & divers degrés se comporgent
différemment vis-a-vis de la température,

Cependant, comparées aux coutrdles, les membranes hydrogénées présentent
quelgques caractéristiques intéressantes. En fait, il semble qu’il soit
possible de jouer avec le degré d'hydrogénation et la température pour
que, soit L'affinicé, soit le nombre de sites, wvarie:

4) Lorsque des membranes thylacoidales § ont subi une hydrogénatien
douce, 1'affinité de 1'atrazine ne varie pas & 20 °C mais le nombre
de sites de liaison baisse drastiquement (Fig.38).

Lorsque des membranes thylacoidsles S ont subi une hydrogénation
douce, 1'affinité du DCMU diminue significativement mais le nombre de
sites de liafson ne varfe pas (Fig. 39).
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B) Lorsque des membranes thylacoidales S ont subi une hydrogénation
dlevée, 1'affinicé de 1'atrazine varie peu 2 4D *C mais le nombre de
sites de llaison diminue considérablement (Fig. 38).

Lorsque des membranes thylacoidales R ont subi une hydrogénation
élevée, 1'"affinité du DCMU augmente & 40 °C mais le nombre de sites
de liaison diminue (Fig. 40).

La saturation des acides gras des thylacoides S semble avoir un effet
opposé sur les propriétés de liaison de 1'atrazine et du DCMU. L'hydro-
génation atténue la mobilité des différents constituants membranaires
(Thomas ec al., 1986) et modifierait la configuration de la protéine.32
kD. La nouvelle configuration du polypeptide 32 kD serait teile que le
nombre de sites de liaison de l'’atrazine soit diminué mais que son
affinité pour les sites de liaison non altérés ne solit pas modifiée.
Quant au nombre de sites de liaison du DCMU, il ne serait pas modifié
mals son affinité serait affaiblie. De plus, le degré d'hydrogénation des
membranes thylacoidales § doit &tre plus élevé pour atténuer les effets
de la température, lors de.la liaison du DCMU, comparé 2 celle de
I*atrazine.

Concernant le pouvoir inhibiteur des deux herbicides sur l‘activité
B0 > FeCn (NE,Cl), nous avans vu précédemment que la valeur moyenne
du 1, de l'atrazipne pour des membranes thylaccidales de $. nigrum § se
situe vers 0.16 uM et celle du DCMU, vers 0,035 gM (Tab. I11). Lorsque
les lipides thylacoidaux du biotype 5 sont saturés de 28%, la valeur I,
de I*atrazine baisse de moicié (0.08 uM), alors que celle du DCMU double
(D.07 uM) (résultats non montrés). On constate I4 encore qu'un comporce-
ment d'inhibition opposé spparalt entre l'atrazine et le DCMU lorsque le
degré d'hydrogénation est doux. C'est-a-dire que le pouvolr fshibiteur
de l'atrazine augmente, alors que celui du DCMU diminue. Ceci est a
mettre en relation avec le fait que i} le nombre de sites de lfaison de
1'atrazine diminue contrairement & celui du DCMU, {i) 1l'affinité du DCMU
diminue, contrairement & celle de 1l'atrazine.

En conclusion, nous constatons que les effets de 1'hydrogénation des
doubles lialsons des acides gras des lipides thylacoidaux sur 1l'interac-
tion herbicides/thylaceides sont mnultiples. Un faible degré d'hydrogéna-
tion (< 15X} suffit 3 modifier significativement le comportement de
Ifaisan et d'inhibition des herbicides, alers gu'une saturation plus
prononcée ne modific guére ces paramétres. Cette dernidre observation
n‘est pas sans rappeler l'effet drastique sur la température de transi-
tion de phase (T.) qu'engendre le remplacement des acides gras saturés
par des monoinsaturés dans des liposomes, quand bien méme une augmenta-
tion des doubles liaisons (acides gras bi- et tri-insaturés), ne change
plus grandement la T, (Vigh et al., 1985). La saturation des doubles
liaisons semble accreitre la réslstance des membranes thylacoidales au
stress thermique, ce qui permet de moduler les propriétés de liaison des
herbicides sur des thylacoides hydrogénés, en changeant la températutre.
Aingi, s'il semble exister une fluidité maximale limite, compatible avec
le maintien de la structure et de la fonction membranaires qui reste
constante pour un wmatériel donné mais qui est atteinte 23 différentes
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températures (Ralson et al., 1982). L'hydrogénation semble affecter les
propriétés de liaison et d’'inhibition de 1'atrazine et du DCMU de maniére
opposée '

- en modifiant le nombre de sites de liaison de 1'atrazine
mais pas celui du DCMU,
- en modifiant 1’affinité de ce dernier sans altérer celle

de l’atrazine et
- en augmentant le pouveir inhilbiteur de 1'atrazine mals en
diminuant celul du DCMU

Horvéath et &l. (1987) cbservérent une augmentation des centres PS5 II, au
détriment des centres PS II; lors de 1'hydrogénation des membranes thyla-
coidales de Pois. En tenant compte de cette observation, il se peut que
l7atrazine ne se fixe pas sur les centres PS5 11, (Wettern, 1986), ce quil
correspond 4 une diminution du nombre de sites de liaison mals qu*il se
fixe sur les PS II, restants, sans que son affinité soit modifiée. Par
contre, le DCMU pourrait se fixer sur les centres PS II, (n ne variant
pas) mals avec une affinité diminuée.(n.b. il semble que le phénoméne de
la résistance chloroplastique scoit de méme nature, c¢’est-a-dire qu’il
diminue 1'affinité du DCMU chez le biotype R, comparé au S, sans que son
nombre de sites de llaisens ne solt modifié significativement). Le
pouvolr inhibiteur augmenterait lorsque moins de sites de liaisen sent
disponlbles (cas de l’atrazine), alors qu'il diminuerait quand le nombre
de sites de liaison ne varie pas mals que son affinité est affaiblie (cas
du DCMUY . Dane ce dernier cas, 11 faudrait une concentration d*herblcide
plus élevée qui favoriseralt une partition de 1'herbicide dans la partie
membranaire qui inhiberalit le fiux d'électrons.

4.2.5 Stress lipolytlque

Bien gue le stress par hydrogénation catalytique n'affecte que la
partle apolalre des lipides polalres des membranes thylacoidales, il ne
privilégle spécifiquement, nl une classe liplidique, nl une région précise
de la membrane. Or, 1l existe un autre type de stress, le stress
lipelytique, qui affecte selon le type de lipase choisi, seulement les
phospho- ou les galactolipides (veoir 4.4, 3*™ Partie). De plus, par un
traitement lipolytique approprié ({voir 3.3), il est possible de ne
délipider que la monocouche externe des membranes thylacoidales. Alnsi,
dens ce dernier §, nous présénterons les résultats des lialsons de
17atrazine et du DCMU, alnsi que le pouvoir inhibiteur de ces deux
herbicides sur des membranes thylacoidales d'Epinard et de Morelles 5 et
R dont la presque totalité soit des phespho- solt des galactolipides de
la monocouche externe, voire des deux classes de lipides, ont é&té
hydrolysés.
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La quantité d’atrazine lide aux membranes thylacoidales du bietype §
" da Merelle augmente progressivement en fonctlon de la concentration en
herbicide (Fig. 41). Les degrés d'incorporation sont similaires dans les
centrdles et les membranes thylacoidales traltées par la PLA, ou par la
LRa. Comme prévu, les membranes thylacoIdales du blotype R ne lient pas
1'atrazine dans le domaine de concentration utilisé (Pfister et al.,
1979). La quantité de OCMU 1liée aux thylacoides des biotypes § et R
augmente progréssivement en fonction de la concentration d'herbiclde
-(Fig. 42). - Aucune différence significative n'a pu étre mise en évidence
entre les membranes thylacoidales contrbles et les traltées avec les
lipases (Fig. 42A), contrairement aux thylacoldes R, dans lesquels les
deux traitements lipolytiques diminuent 1'incorporation du DCMU (env. 30%
de moins & 0.02 uM OCMU) (Fig. 42B).
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Fig. 41: Incorporation de 1'atrazine-["“C] (nmel/mg Chl) en fonction de
la concentration (uM) de 1'herbicide, dans des membranes thyla-
coidales 1zolées des blotypes sensible (S) et résistant (R) &
1'atrazine de la Morelle.

Membranes contréle (——); traitées 4 la PLA, (------ ) ou &
la LRa (- - - ).



221

Les traitements PLA, et LRa ne changent pas grandement les valeurs Kd
ui les p de l'atrazine (Tab. V11). Daus le cas du DCHU, le blotype S de
la Morelle présente des valeurs Kd inférieures & celles du R, en accord-
avec les résultats de Pfister et 21: (1979). Pourtant, dans les deux
blotypes, un traltement & la PLA, augmente seunsiblement les valeurs Kd,
alors qu’un traltement LRa ne présente pas d‘effet mesurable. Les deux
traitements lipolytiques ne changent pas significativement les valeurs
D dans le biotype 5 de la Morelle, alors qu’elle dimlnue d'env. un tiers
dans le biotype R (Tab. VII).
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Fig. 42. Incorporatiom du DCMU-(“C] (nmol/mg Chl) en fonction de. la
concentration en herbicide (uM), dans des membranes thyla-
coidales de Solsnum nigrum sensible (A) er résistant (B) a
1*atrazine, Les symboles sont les mémes que dans la Fig. 41.
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Dans les membranes traltées & la PLA,, les valeurs I, des deux
herbicides augmentent chez le biotype R mais diminuent chez le § (Tab,
VIiI). Dans les membranes traitées & la LRa, les valeurs I, des deux
herbicides augmentent chez le blotype R alors qu'elles sont affectées
différemment par le traitement & la LRa chez le biotype §, diminuant pour
1'atrazine et augmentant pour le DCMU.

Il n'y a pas de correspondance stricte entre les valeurs des Kd et
des Iy, en accord avec Jurainic & Stemler (1983) et Thiel & Bdger (1983).
Nous avons, cependant, combiné les informations contenues dans les Kd et
les 1,, par lsa détermination de L‘efficacité relative (Kd/I, ). La
délipidation de la monocouche externe dea membranes thylacoidales S en
phosphalipides accroit 1'efficacité relative de l'atrazine et du DCMU.
La délipidacion en galactolipldes augmente 1'efficacité relative de
1'atrazine et réduit celle du DCMU. Les délipidations affectent dans une
moindre mesure 1'efficacité relative du DCMU dans les membranes thyla-
cojidales R.

Discussion

On constate que certalns lipides acylés des membranes thylacoidales
modulent les propriétés de llaiscn et d'inhibition des herbicides du PS
I1 {(urea/triazine type herbicides). En effet, la méthode lipalytique
utilisée dans ce type de stress permet d’'obtenir une déplétion sélective
de certalns lipides de la monocouche exterme, alors que la monocouche
interne reste intacte (Rawyler & Siegenthaler, -1985; Siegenthaler &
Giroud, 1986, Siegenthaler et al., 1987 et 1989). Cette approche semble
4 1'heure actuelle la plus spécifique pour moduler la partie lipidique
des membranes et notamment des lipides thylacoidaux en proche interaction’
avec le polypeptide 32 kD. Cependant, il est possible que des réarrange-
ments lipidiques apparalssent dans les membranes attaquées par des
lipases de fagon & ce que la déplétion trés locallsée s'étende ec se
confonde dans 1'ensemble de la membrane. Pourtant, le mouvement trans-
membranaire des molécules lipidiques peut é&tre exclu car toutes les
incubations sont conduites & basse température (Sliegenthaler et al.,
1589). La formation de micelles cylindriques inversées a été observée
dans des membranes thylacoidales de Pols traitées & la PLA, d’abeille a
25 °C et en absence de BSA (Thomas et al., 1985). Pourtant, dans ce
dernier cas, il n'y a pas de déplétion lipidique sensu stricto mais la
température élevée et la présence des produits d'hydrelyse pourraient
hien &tre & l'origine de la formation de structures hexagonales-1I1,
Néanmoins, méme si des altérations secondaires de ce type devaient .
survenir, elles seraient tout de méme en rapport avec la phase lipidique
membranalre. De plus, i1 est envisageable qu'une déplétion lipidique dans
la monocouche externe des memhranes thylacoidales faverise un affaiblis-
sement des interactions de certains polypeptides avec d'autres con-
stituants membranaires, ce qui pourrait provoquer une perte de ces
polypeptides dans le milieu externe. En réalité, le largage de protéimes
a été observé dans des membranes thylaccidales soumises & des traltements
4 la PLA, ou & la galactolipase (Krupa, 1983) mals ce phénoméne est
probablement en rapport avec les conditons extrémement drastiques
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utilisées par cet auteur. Cependant nous ne pouveons exclure une perte de
certains polypeptldes des membranes thylacoidales. Néanmolns, la Table
V montre que dans des membranes thylacoidales traitées, 1'inmhibltion du
fiux d'électrons photosynthétique est limitée et que le nombre de sites
de lialsons de 1l'atrazine et du DCMU reste pratiquement inchangé. La
perte de polypeptides mnembranaires directement impligués dans les
phénoménes de liaison des herbicides et d'inhibition du transport
électronique semble donc négligeable dans nos conditions expérimentsales.

Nous avons vu qu'une déplétion en phospholipldes de la monocouche
externe {correspondant & 7X des lipides totaux) ne change pas l'affinite
de l'atrazine, alors qu’elle diminue sensiblement celle du DCMU, blen que
le nombre de sltes de liaison des deux herbicides reste constant, Cette.
ohservation est confirmée par une &tude comparable gue nous avons condult
avec des membranes thylacoidales d'Epinard (Tab. VIII}. Si les deux sites
de fixation sont locallsés dans une seule monocouche (exterme ou lnterne)
et en admettant qu'ils scient altérés de la méme manigre par la déplétion
des phospholipides, on pourrait s'attendre 4 ce que les paramétres de
liaison des deux herbicides solent modifiés. Ceci n'’est pas le cas (Tab.
VII et VIII).. Par conséquent, 11 apparalt, d'une part, que le site de
liaison de 1’atrazine {considéré pour étre localisé uniquement sur le
polypeptide 32 kD}, qui est insensible (Kd ne change pas} & une déplétion
des phospholipides, est peut-étre localisé (ou est 1Iinfluencé plus
fortement) dans la monocouche interme intacte des membranes thylsa-
coidales. D'autre part, le site de liaison du DCHU | gui est sensible (Kd
augmente) & une altération des phospholipides, est probablement préfé-
rentiellement locallsé dans la monocouche externe. Par contre, une
hydrolyse des galactolipides dans la monocouche externe {correspondant
4 30% des lipides totaux) mne change pas significativement nl l'affinite
ni le nombre de sites de liaison de 1l'atrazine et du DCMU, ce gque nous
avons confirmé avec des wembrsnes thylaceidales d'Epinard (Tab. VIII).
Nous aurions pu nous attendre & un résultat opposé pulsque le MCDC est
la classe de lipides la plus abondante dans les membranes thylacoidales.
Des résultats récents ont, cependant, falt apparaltre gque les molécules
de PG interapgissent préférentiellement avec les protéines membranalres,
comparé au MGDG (L1 et al., 1989). Ces résultats, alnsl que les ndtres
suggérent que le PG joue un role plus spécifique au sein des thylacoides,
comparé au MGDG. Ce sont probablement les espéces les plus saturées du
PG (éventuellement du MGDG) qui sont concernées dans les Interactions
lipides-protéines, comme 1'atteste le fait que les complexes PS5 II et les
centres réactionnels de ces photosystémes sont hautement enrichis en
lipides saturés {Gounsaris & Barber, 1983).

Nous avons également mesuré le pouvelr inhibiteur de 1'atrazine et du
DCHMU dens des particules PS II de type "BBY" (voir 3.2). Aycune dif-
férence d’inhibition de la part des deux herbilcldes n"est apparue entre
des membranes thylacoidales intactes et les particules PS II {résultats
.non montrés). Il est pensable que le PC solt en relation avec le poly-
peptide 32 kD et qu'il maintienne une conformation adéquate du poly-
peptide 32 kD. Dans des particules PS II, l'environmement lipidique
immédiat de la protéine fixatrice des herblcldes n’est vralsemblablement
pas altéré et il reste fonctionnel, contrairement & un traltement
lipolytique, qui doit attaquer les lipides en proche contact avec les
polypeptides du PS II.
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. Dans des wmembranes thylacdidalés traitées a la PLA,, la baisse
d'affinité du DCMU est similaire dans les deux blotypes (Tab. VII) mais
le nombre de sltes de llalson du DCMU diminue seulement dans les
membranes R. L'affinité réduite du DCMU dans le biotype R peut é&tre due
selt & un changement conformationmel (Renper et al., 1984), soit a
1’'absence d'un groupe hydréoxyle (Sigematsu et al., 1989}, indult par la
mutation glycine 264, dans le polypeptide 32 kD. Ainsi, i1l est pensable
gu’une. déplétion 1lipidique altére d'une manlére plus marquée la conforma-
tlon d’'un polypeptide déja déstabilisé (R) comparé a un polypeptide
stable et fonctionnant pleinement (S5).

L'efficacité relative des deux herbicides augmente aprés une
déplétion des phospholipides dans les membranes thylacoidales du blotype
S de la Morelle (Tab. VIT} et de Ll'Epilnard (Tab. VIII), ce qul suggére
que les phosphalipides interaglssent avec la réglon de fixation commune
aux deux herbicides. Par conséquent, il est pensable que ce slte commun
solt locallisé essentiellement dans la monocouche externe. Par eontre, une
déplétion en galactolipides des thylacoldes du blotype 5 de la Morelle
et de 1'Epinard a des effets antagonlstes sur l'efficaclté rélative de
1fatrazine .et du DCMU, ce qui suggére que les galactolipides Interagis-:
sent préférentiellement avec les partles du site de liaison qui sont
spécifiques & chaque herbicide, Le falt que des déplétions lipidiques de
la monocouche externe des membranes thylacoidales R ont peu d'influence
sur lfefficacité relative des herblcides peut étre attrlbuée & la
substitution d’une sérine par une glycine. En fait, la sérine est & méme
d'établir des lialsons hydrogéne, contrairement & la glycine. Dans les
" membranes thylacoidales 5 de parellles lialsons peuvent exister entre le
poypeptide 32 kD et des molécules veoisines, contribuant & des interae-
tions spécifiques, caractéristiques du biotype 5. L'absence du groupe
hydroxyle de la sérine dans le mutant Interdit 1‘appariton de telles
interactions, ce qui provoque une insensibilité marquée de 1l'efficacité
relative du DCMU lors de la déplétion lipidique des thylaceides R.

Lorsque les deux lipases sont ajoutées en méme temps dans une suspen-
sion de membranes thylacoidales d'Eplnard, on assiste a une baisse
draffinité de 1’ atrazine mals pas du DCMU (Tab. VIII)}. Le nombre de sites
de liaison des deux herbicldes n’est pas significativement altdré. Le
pouvolr inhibiteur de 1'atrazine ne change pas, contralrement i celul du
DCMU qui diminue gquelgue peu. Il en résulte que 1'efficacité relative des
.deux herbicides augmente. Il est & préciser que loraque les membranes
thylaccidales sont traltées par les deux llpases simultanément, les
thylacoides .ne se dislogquent pas mals ils se comportent comme des
membranes intactes du peoint de vue de leur proprlété de sédimentation
lors de leur Esclement et de leur lavage. Par contre, l'activité du flux
&lectrenique H0 —> FeCn (NH,Cl) est plus profondément alcérée (env.
50X de perte), comparé i des membranes attaquées par un seul enzyme,

En conclusion, le stress liﬁolytique nous a permlas de mettre en
évidence que des populatlons de phospho- et de galactelipldes de la mono-
couche externe des thylacoides 5 développent des interactions avec le
pelypeptide 32 kD qui leur sont propres. Ces interactions lipides/proté-
ines sont différentes entre le blotype sauvage et le muté, le groupement
hydroxyle de la sérine (absént chez le mutant) étant prchablement a
1'origine de cette différence.
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5 RESUME

Le réle que peuvent jouer les lipldes des membranes thylacoidales
dans le maintien de la conformation du polypeptide 32 kD en interaction
avec la lialson des herblcides n'a pas fait, jusqu'é maintenant, l'objet
d’étude approfondie (Millner et al., 1983; Vasil'ev et al., 1988}, Dans
ces deux travaux, le rappert lipldes/protéines des membranes thyla-
cofdales & €té augmenté par 1'incorporation de lipides exopgdnes ou
d’acide oléique, de fagon & ce que la répense des membranes thylacoidales
vis-a-vis des herbicldes soit altérée. Pourtant, l'aspect qualltatif de

* pareils traitements (ol vont les molécules de lipides extrinsdques et
comment sont-elles distribuées?) n’est généralement pas contrdlé. Cecd
est un sérieux inconvénient lorsque l'on considére que 1’'interaction des
herbicides avec le polypeptide 32 kD doit avolr une localisation bien
définie & 1’intérieure de la membrane thylacoidale., Pour cette raison,
nous avens tenté d'alcérer le plus spécifiquement possible la partie
lipidique des membranes thylacoidales, aprés avaolr recherché les
différents éléments susceptibles de moduler les propriétés de liaison et
d’inhibition des herbicides.

Le résumé des résultanrs présentés dans cette 4*™ Partie s’articule
donc en trois temps: 1} quelgues #léments qui modulent les propriétés de
liaison et d'inhibition des herbicides sur des membranes thylacoidales
normales (= non stressées); 2) effets des différents stress Infligés &
des membranes thylacoideles, quant aux propriétés de liaison et d’inhibi-
tion des herbicides; 3) différences entre les membranes thylacoidales du
blotype R et celles du 5.

1) WNous avons observé que 1’affinité et le pouveir inhibiteur des
herbicides sont plus grands en condition de lumidre limitante que
saturante, que le nombre de sites de liaison de 1'atrazine est plus
grand 4 l'obscurité qu'a la lumitre, alors gque celul du DCMU ne
change pas. Le pouveir inhiblteur des herbicldes semble étre plus
fort en conditlon découplée que basale blen que leur affinité et leur
nombte de sites de liaison solent plus faibles en condition découplée
que couplée.

2) Un stress de type hypo- ou hypertonique augmente 1'affinité et le
pouvelr inhlbiteur de 1’atrazine mels pas ceux du DCMU qui restent
constants (Tab, IX). A basse température (< 12 °C), 1l'affinité des
herbicides augmente mails leur pouvolr inhibiteur semble diminuer,
quand bien méme les nombres de sites de lialson des deux herbicldes
ne solent pas altérés (Tab. IX). Des températures élevées ont pour
effets de diminuer &4 la fols l'affinité et le nombre de sites de
liaison des herbicides, sans chanper significativement leur pouvolr
inhibiteur (Tab. IX). Le fait de saturer d'une manildre douce les
doubles liaisons des acldes pras des lipides thylacoidaux diminue le
nombre de sites de Iialson de 1'atrazine et augmente son pouvolr
inhibiteur, alors qu'il affaibli 1'affinité du DCMU et diminue son
pouvoir irhiblteur (Tab. 1X). Une déplétion de la monocouche externe

-des thylacoides en phospholipides affaibli 1l'affinité du DCMU
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seulement et augmente le pouvolr d'inhibition des deux herbicides,
alors qu'une déplétion en galactelipides, ne fait qu'augmenter le
pouveir inhibiteur de 1'atrazine et diminuer celui du DCMU (Tab. IX).

3) Le biotype S de Selanum nigrum se comporte comme une plante sensible
au froid ("chilling sensitiven}, alors que le biotype R se comporte
vis-3-vis des basses températures (< 12°C), comme wune plante
résistante au froid, quand bien méme ce biotype semble avolir
développé une sensibilité thermique accrue aux températures élevées.
Les membranes thylacoidales du biotypes R semblent étre plus fluides
que les §.

On a également observé dans cette 4" Partie, que l'affinité et le
pouvoeir inhibiteur de 1'atrazine sont guelque quatre fols plus faibles
que ceux du DCMU, Par contre le nombre de sites de lisison est similaire
pour les deux herbicides. I1 est aussi 4 noter, que les herbicides
semblent jouer un réle d'agent fluldifiant dens des membranes thylacoi-
dales dont la viscosité a été aupgmentée par des facteurs extrinséques
{température) ou intrinségues (saturarion des doubles lisisons).

6 CONCLUSIONS DE LA QUATRIEME PARTIE

Arrivé au terme de cette Partie, il est apparu que dans des membranes
thylacoidales non stressées, il existe une bonne corrélation entre
1*affinité de 1'herbicide pour son site de liaison et son pouveir
d’inhibition d'une activité du flux des électrons photosynthétique
(lorsque 1'affinité sugmente, le pouvair inhibiteur augmente égslement).
On a8 également observé que l'affinité des herbicldes pour leur site de
liaison spécifique est plus élevé & 1l'obscurité qu'ad la lumiére, ce qui
corrobore 1*'hypothiése de compétition des herblcldesz avec les PQ pour un
site de liaison commun. Par contre, le nombre de sites de lialson de
1'atrazine diminue lorsque les membranes thylacoidales sont éclairées,
alors que celui du DCHU reste constant. Le fait que 1l'affinité et le
pouvolr inhilbriteur du DCMU sont environ quatre fols plus élevés gue ceux
de 1'atrazine, suggérent que le DCMU doit avoir un plus grand nombre de
possibilités de se fixer sur son site de liaison spécifigue que 1'atra-
zine (Fig. 43A).



Fig. 43

228

Y

Légends 1 : : J
ATRAZLINR
1, 7. 3.

1, DCMe

Bl o -

| J3M0n | 2 W%"\T\
1R =10 R (T
(| 7300 | 2008 %ﬂﬂ
2l ATVIVRR SIVTRR AT

: Modélé de liaison des inhibiteurs ‘(atrezine & DCMU) et des

plastoquinones (PQ) sur des membranes thylacoidales (modifié
d'apras Pfister et al., 1979; Trehst, 1980). Ce modéle présente
plusieurs concepts; en (A): 1) Une orientation transversale
asymétrique des différencs sites spécifiques de liaison des
herbicides 2) L'existence de deux types différents de région de
liaison des herbicides, une région essentielle qui aprés avoir
1ié une molécule (herbicide ou PQ) blogue le transport des

. &lectrons ct interdit les domaines nécessalres 4 1'attachement

spécifique des inhibiteurs. En (B}: 1) L'absence de domaine
spécifique de liaison de l'atrazine sur la protéine 32 kD
mutée. 2) Les modifications des différents sites de liaison
selon que les phospho- ou les galactolipides de la monocouche
externe des membranes thylacoidales ont &té hydrolysés par la
phospholipase A, de Vipera russelli ou par la lipase de Rhizopus
arrhizus, respectivement.
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Le Tab., IX résume les résultats de 1’affinité, du nombre de sites et
du pouveir inhibiteur de 1'atrazine et du DCMU sur des membranes
thylacoidales soumises aux différents stress étudiés dans ce travall. I1
est apparu que dans des membranes thylaccidales stressées, le comporte-
ment de lialson et d'iphibition des deux herbicides divergent, dans la
plupart des.cas. Alnsi, le falt de stresser 1'ensemble des meabranes
thylacoidales de fagon aspécifique (stress osmotigue), nous a permis
d‘observer que le comportement de l'atrazine seulement était altéré,
alors gque celui du DCMU ne 1'était pas (Tab. IX). Cette derniére
observation mous suggére gque le site de lialson de 1l'atrazine n'est pas
le méme qie celul du DCMU. Un stress affectant plus spécifiquement la
partie lipidique des membranes thylaconidales (hydrogénation des doubles
liaison des acides gras des lipldes thylacoidaux) nous montre que Lorsque .
la fluidité membranaire est altérée, le nombre de sites de liaison de
1'atrazine est diminué mals pas celui du DCMU. Par contre 1'affinité de
ce dernier est diminuée mals pas celle de l'atrazine. De plus, le fait
que le pouvoir inhibiteur de l’atrazine augmente et que celui du DCMU
diminue, suggére que des centres. PS Il non fonetionnels sont formés au
dérriment de centres fonctionnels. I1 semhle gue 1‘atrazine soit
incapahle de se lier & ces centres PS5 I1 transformés alors que le DCMU
le pourrait encore mals avec une affinité plus faible. Dans le premier
cas, il en résulte un plus petit nombre de sites de liaisen, done un plus
grand pouveir inhibiteur de 1'atrazine, alors que dans le cas du DCMU,
si le nombre de sites de liaison n’est pas altéré, 1'affinité semblie étre
diminuée et par conséquent le pouveir d'inbibition de cet herbicide est
affalbli, :

Lorsque seulement la partie 1lipidique du feuillet externe des
membranes .thylacoidales est altérée (déplétion des lipides de la
monocouche externe des membranes thylacoidales, volr Fig. 43B), on
observe que les phospholipides semblent jouer un réle plus important que
les galactolipides dans les phénoménes de liaisen du DCMU. Par contre,
1'atrazine ne sembe pas é&tre affectée par 1'altération du feuillet
externe des thylacoides. Une déplétion en phospholipides favorise le
pouvolr a@'inhibition des herbicides, alors qufune déplétion en galacto-
lipides augmente le pouveir inhibiteur de 1'atrazine mals diminue celui
du DCMU. Ces dernidres observations suggdrent que: £) lés phospholipides
interagissent avec la réglon de fixatlon commune aux deux herbiclides et
par conséquent le site commun aux deux herbicldes est localisé essentiel-
lement dans la monocouche externe, il) les galactolipides Interagissent
préférentlellement avec les parties du site de liaison qui sont spéecifi-
ques &4 chagque herbicide. Pourtant, les deux types de lipides sont en
étroite collaboration,. puisque lorsque 1'on hydrolyse simultanément .les
phospho-' et les galactolipides de la monocouche externe des membranes
thylacoidales, c'est l'affinité de 1'atrazine qui diminue, alors gue
celle du DCMU recouvre des valeurs proches de celles du contréle.
L*ahsence des deux types de lipides modifie significativement 1la
conformation du site.de lialson de l'atrazine, alors que l’absence des
phosphoiipides seulement suffit & altérer le site de lialson du DCMU.


comportement.de
inhlbition.de

230

“ITRIIN0S SRTRICOVILN SIURIQEIE SBD § tu&ﬂ Ted ,, ‘(SUCSTET]

S9173p S9p ROTIRANITE Ap 40 ] wdnop augbonoy enb[aATEIEd wopieugoply T4 ) '3, 0Z ¥ UOTSURGSTS LR $SUTVPTOOVTAYY SRURIques s3p § Wodder red |, ‘sabjuorost

taiTIe ts sapradsns sapfoowlyy sep ¥ yoddes Ted (, 'sjpioedesd ssans me JuRLIGdler 35 A3Xw) ef J(08 ‘UOIEMOJN],P id MOJ ‘MDA 2P 13 aUjTRIR,T

83 “O[1ATHYL,P 18 0SIRIT 2p SANF(IdaId ST s SHTTISUIS SATPRICORTIY) SaTvIquYC S9p | SHOTIJUT 536 FALATITIP SBP $18J38 43 GATITIIINORT HIGRIINI "GV

. Lz . & . 5 H 1a SEPTETTOR0ETRE -
. = * - . z & wa SaprdrToydsoud -

! U2 BIII}XE SUONCOOIOD o] #p totieTdsp

1 E t | t 5 (a-s Se2b '00 sep vorIRAmIES
5 i ! 2. ' : ), 0E ¢ amerpe
: ¢ ' ) t ’ & 1 v RRpdee; BUITTTNR,
2 & = : ) ! 1= Wby Tediy
z ' H = . = H 1 Sabjuojodiy
Gy Jroanod seyIs @p QU PITUTI e majpqiguy Sjeaned  SAE ep G PUMEiIe . ) SE]IS

pog NIZVELY




231

RESUME ET
CONCLUSIONS FINALES

Le lecteur aura lu 1’ensemble des conclusions auxquelles ce travail
aboutit & i1a fin de chacune des parties, seit aux pages 52, 96, 138 et
227. 11 me parait denc superflu de les récapituler ici. En revanche, les
quatre facettes bien distinctes de ce travall ncous permettent de résumer
1l'ensemble de cette recherche simplement, selt,

4 propes de 1’inceraction herbicides-membranes arcificielles:

Les herbicides DCMU et atrazine suppriment la prétransition et abais-
sent la T, des membranes lipidiques en ayant une action- fluidifiante.
L’atrazine a cependant des effets plus 1limités dans des wésicules &
17état gel. De plus, ces deux moalécules partitionnent & des degrés
différents dans les bicouches lipidiques (le K, du DCMU est enviren
quarante fois plus élevé que celui de I’atrazine),

4 preopes de la phénologie des morelles:

Les biotypes sensibles présentent un meilleur taux de ‘germination en
serre tempérée dans la terre que les résistants (enviren deux fois). Les
biotypes résistants sont plus tardifs que les sensibles, mais leur
hauteur est supérieure en fin de culture. Le pouvelr reproducteur, ou
pouvoir de dissémination des biotypes résistants est -inférieur d’enviren
30% 4 ecelui des sensibles. Neus pouvens alors parler d'une moins grande
"fitness® des biatypes rédsistants par rapport aux sensibles.

4 propes des membranes thylaccidales des morelles:

les membranes thylaceidales du biotype R ont subi, cutre la mutatieon
sur la protéine 32 kDa, un certain nombre de modifications ou d’adapta-
tions. La convergence de nes résultats suggére que les membranes
thylaceidales du biotype R sant plus fluides que celles du biotype S,

4 propes de 1'interactiom herbicides-membranes biologiques:

Les comportements de liaison et d'inhibition des deux herbicides
divergent dans 1a plupart des membranes thylacoidales soumiszes aux
différents stress, ce qul suggdre que le site de Iiaison de 1'atrazine
n’est pas rigoureusement le méme que celui du DCMY.

Les phospholipides semblent interagir avec une région de fixation
cammune aux deux herbicides, et qui est probablement lecalilsé uniquement
dans la meonocouche externe. Les galactellpldes semblent Interagir
préférentieliement avec des parties du slte de lialsen gqul sent
spécifiques 4 chaque herbicide.
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Nous pouvons donc résumer que, d'une part, les herbicidea affectent
ia partie iipidique des membranes et que, d’autre part, les lipides
membranaires moduient 1'interaction des herbicides avec leur site
d*action. La mutation du polypeptide 32 kDa chez le biotype résistant a
l'atrazine ne semble toucher qu’indirectement la partie lLipidique des
membranes thylacoidales, suite probablement 4 une adaptation secondaire
du thylacolide. Cette modification affecte non seulement les propriétés
de Iisison et d'inhibicion des herbicides type-diuron, mais encore le
compartement d’activicé photosynthétique et par cunséquence le dévelop-
pement "au champ” du mutant.

Au terme de cette étude, on peut se demander s'il érair judicieux
d'entreprendte une recherche sur 1'atrazine et sur des bilotypes
résistants A cet herbicide...? En effet, plusieuras pays eurapéens ont
déja interdit 1'emplol de certe molécule sur leur territoire, la Suisse
cherche une solution pour diminuer significativement les doses d'appllca-
tion, voire de 1'interdire. Quant & la résistance, voild déja plus de
vingt ans que les premiers mutants ont été découverts et environ dix ans
que la mutation a été localiséde sur le polypeptide 32 kDa.

Cependant, le nombre et ia dispersion géographique des mauvaises
herbes résistant aux herbicides se sont développés rapidement ces
derniéres anndes et la situation devient préaccupante., Ce type de
mauvalses herbes existe dans 40 Etats des Etats-Unis, dans & provinces
du Canada, dans 18 pays européens et dans 10 autres pays. A ce jour, 107
types de mauvaises herbes résistant aux herbicides ont été identifides,
y compris 57 espéces dont le biotype est résistant aux triazines er 30
résistant & 14 autres catégories d'herbicides.

Géographiquement, les mauvaises herbes résistant aux herbicides
gagnent également du terrein d'année en année, On estime actuellement que
pas lain d'un million d'hectatres des USA sont infeatés par des mauvalises
herbes résistant aux herbicides A base de triazine et qu'en outre, deux
millions d'hectares au moins sont infegtés au Canada et en Europe.

La recherche & mis en évidence que la plupart des biotypes résiscants
4 1'atrazine sont alsément contrdiablea par d'autres herbicides,
Néanmoins, force nous est de constater que 1'ampleur du phénoméne prend
des dimensidéns épidémiques. C'est dans ce cadre qu'il devient indispens-
sble d'intensifier 1la recherche sur la résistance, la génétique des
mauvaises herbes et la biochimie (LeBaron, 1990).
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ANNEXES-

annexe 1:
VAR

penie : Renl ;

tab : PACKED ARRAY (1..1E,1..13] OF Roel ;
choixz, pauss : CHAR ;

indl, ind2,cont @ Intager ;

obre,nbdon, genxe: lnt.asur H

chlero : R-al H

PROCEDURE Mlse_d_zéro ;
BEGIN

IF choix = 'f* THEN
BEGTH

nbre ;= 0
Whilm Indl < t6 DO
BEGIN
Indl ;= indl + 1 ;
While ind2 < i3 DO
ZEGIN
Ind2 ;= mdz +1;
tab(indl {md2] := OODC.DDCOO

END ;
ind2 ;= @
EHD ;
EXD
IF cholz = 'o' THEN
BEGIK
ind] ;=D ;
While indl < 16 DO
BEGIN
Indl = fnd1 + 1 ;
FOR indZz := 3 TO 6 DO
BEGIN
iab(indl,ind2) := COOQ,000QYO
El B .
END
indl := D ;
While lndl < 16 DO,
BEGIN
lndl := indl + 1 ;
* FOR Llnd2 := 3 TD 13 DO
BEGIN
tablindl,ind2) := &O0D.0O00DD
END
ERD ;
EKD ;
END ;

FROCEDURE Préaentation ;

présentation tablesny 1} -------- AR LRl ]

FOR indZ := 1 TO nhdon o
Write {' Edh ', ind2,' '} ;
Wrlte (' Etelon '} g
Wrlie (' Moy e
Weite {'Cpmlnc ') i
Writaln ;
Whils indl < nbres DO
BEGIN
indl := ind) + 1 ;
IF genre = 1 THEN Writeltablindl,1):3:4,° ) ;
IF genva = 2 THEN Wrlta(tab(indl, 2]1:8:4,° ') ;
FOR Ind2 := 3 TO cont DO
Wrlte (teblindl,Ind2):5:0,* '}
FOR IndZ := 7 to 9 DO
Welte {tab[indl, indZ2]:5:0,' ') :
Writaln ;
END ;
Rudl.n {pauaa) ;




(A mmmmmmmmmmmmm oo === présentation tableay 2 =~--=--------- *3
elesce ;
Wrlteln{LST) ; Weitsln{LST) ; Writsln(Ll51) ;
Welreln (LST,* Moy Cpainc 1/fran Chi/bound bound/Chl (bound/Chl)/freas ') ;
Wrlteln{LST) ;
FOR indl := 1 TO nbre DO
BEGIN
Write (L5T,tab(lndl,B8]:5:0," *.tab(indl,9):5:0," ')
Write (LST,takflndl, 10} 4t ', tab(1ndl,11]:7:4," ')

Write (LST,tabfindl,l2}:8
Uriteln{LST) ;
END ;
END

',rab[indi, 130:8:4)

PROCEDURE Début ; i
BEGIN
clracr ;
Writeln ; Writalm ; Writeln ;
Writeln (' FERBICIDE BINDING '
Wrlteln {* '
Writeln ; Writein : Writeln :
gance
Writeln ;
Writs# (' Entrer la psnts (C.ételon) —— )
Readln(pante) ;
Writealn ;
Write (' Kb mesurss par échantillen —— ")
Rapdin {nbdon) ;
Wricaln ;
Writs (' Concentration chiorophyilies (mg/ml) ==> ") ;
Readln {chlorc) ;
End ;

-

Procedurs entrbe_donnéea
Begin
Wrlteln ;
cont := nbdon't 2 ;
FOR indZ := 3 TO cont DO
BEGIN
elracr | .
Wrltaln {'Colonne Ne : ', {ind2 - 2),"{cpm)') ;
Wrlteln ;
FOR lndl:= 1 TQ nbre DO
BEGIN
Write ('Valeur *,indl,' ==>')
Readln {(tabfindl, IndZ]} :
END ;
EXD ;
END ;

frocedure Entrée_conc ;
BEGIN
clraer
Writeln ; Writaln ; Writeln ;
Wrlteln (' Introductieon ds iLa concentration de 1s courbe étalon (;M) *);
Writeln ; .
Indl =1 ;
nbre := 16 ;
WHILE indl < 17 DO
DEGIN
Write {'Vaigur *,indl,’ s=>') ;
Readln (tab{indl,1)) ;
1f tab(indl 1] = 0 then
BEGIN
nbra ;= (indi - 1) ;
Indl := 16 ;

ERD ;
lndl = indl + 1 ;
END ;
END ;

.
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PROCEDURE Entrde_sétalon :
BEGIN
clrecy ;¢ .
Writeln ; Writeln : Writeln ;
Writeln {' Introduction de ls courbe #taion (cpm) '} ;
Writeln ;
FOR indi ;= 1 TO nbre DO
BEGIR
Write ('Valeur ', indl,’ ==>') ;
Reedin {(tablindi, 7)) ;
END ;
END ;

PROCEDURE Calc_moy_cpming
BEGIN
JFOR indl := 1 to nhre DO
BEGIN
tablindl, #) i= (tablindi,3] ¥ tab[indi, 4} + tahl{ndl,5] + teb[indi, §)) / obden ;
teb[indi,9) ;= tablindi,7) - tablindi, 8] ;

tablindi, i0] 1/ (tab[ind1.f] / pente ] ;: -
bablindi, i2] (tab[indl,genre) - (tab[ind[,8) / pente )) / ehlore ;
tab[indi, il] 1/ tah[indi, i2) ;
tab[indl, 13] := tab{Indi, 12) * tab[indi, i0] ;
END ; N
END ;
BEGIN
thoix := 'f'
Mise_d_zéro ;
Début ;

WHILE choix <> 'n* DA
BEGIH

[F choix = "f' THEW
BEGIF

Entr&e_conc ;
Entrés_étaion
END;
Entrée_donnbéea ;
Cale_may_cpmine ;
Présentation ;
clracr
Writaln ; Wrltaln ; Writein ;
Writa (* Voulexr-vous continuer ce programue 7 (o/n) ')
Readln (choix) ;
Misa_d_zdro ;
EI;D H
END,
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HERBLCIDE BIVDING " Introduction de 1o cancentration de la ooube étaion (i)

Valew 1 =>.01264
Valeor 2 =>.013%
Yalear ) =>,01530
Veleor § ==,01606
Valewr § ==, 01678
Valedr 6 = 02828 .
Valenr 7 ==>,025d
Valeur 3 =>,02886
Valewr 9 =>,03303
Valeor 10 =>,00651
Valeur 11 =>.04280
Valeur 12 =>.05127
Valeur 13 =».07437
Valeur 14 =».10175
Valeur 15 =>.1663]
Valeur 16 =>». 22070

Ertrer la pente [C.8talon] . => 11635
Wb mesures par echantillon =1

Concentration chlorophylles {agfal) => 0.8

"introduction de la courbe talon [cpm) Colonne ¥ : ifcon)

Valeur 1 =>33) Valewr 1 =)
Valeur 2 =M} Valeur 2 ==»48
Valeur 3 =484 Valeur 3 =40

Yaleur 4 =>%3
Valewr 5 =)
Veleur § =7)
Yaleur 7 =%)
Valecr § =8
Vilenr § =»30
Valeur 10 =i
Valeur 11 =»22
Valeor 12 =15

Valeer 4 =»504
Yalenr 5 =»5%4
Yaleur & =73
Valeur 7 =811
Valewr 8 =811
Valear 9 =>1045
Valaur 10 =»1154
Valeur 11 =>135(
Valenr 12 =»622

Valeur 13 =511
Yaleor 4 =>3202
Valew 15 =522
Valewr 16 =d65§:

Valewr 13 =302
Valeur 1 =497
Valeur 15 =>1633
Valeur 16 =>1041



00120
00038
0.6153
.03t
0.0168
0.0222
0.U256
2.0283
00020
5. 0%6¢
0.0i2
G.051)
00754
5.1037
.166!
0.7207

Yoy

.
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Ech 1 Etalon ¥ay - Cpainc
i
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6% 13,0131 94305
8] 10,4023 0. 4614

bound/Chl  (bound;Chl)/free

0,713
0.2485
0. 2661
02845
0,1358
0, 3962
G.4340
0.5228
0,5980
0.6588
0.7789
0.5243
1.1965
1, 7608
1,18
.48

1571580
1637466
141,3085
155.1924
168,604%
172,5835
154347
132323
131,0817
179,663
2019638
164,0159
146.2628
1120777
LN )
25,9181
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Annexe 2.1 (MGDG)
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¢ 50 100 150 200 250 300_,5

{
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time of hydrogenation (sec)

Evolution des différents
acides gras en 16 carbones
pour le monogalactosyl-
diacylglycéral (MGDG) des
membranes thylscoidales de
S. nigrum sensible (5,+) et
résistante {R,«) & 1’atra~-
zine.

(A) waclde palmitique

- (B) aclde palmitoléique

(c) =aeclde héxadecadién-
oligue

{D) acides héxadecatrié-
nolque (16:23) et
trans-9-octadécénoique
(tl8:1)

16: 3 + t1B: 1 (molX)
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Annexe 2.1 (MGDG)
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. Annexe 2.2 (DGDG)
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Annexe 2.2 (DGDG)
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Annexe 2.3 (SGDG)
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Annexe 2.3 (SQ0G)
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