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RÉSUMÉ 

Grâce aux pigments qu'elles contiennent, les feuilles 
végétales ont la capacité d'absorber l'énergie lumineuse. 
L'excitation des molécules-pigments suite à l'absorption de 
photons résulte en l'émission par les feuilles de toute une 
série de signaux liés à la dissipation de l'énergie 
d'excitation absorbée. Certains de ces signaux, tels la 
fluorescence et la luminescence de la chlorophylle ou 
l'émission de chaleur, sont facilement et rapidement 
mesurables in vivo par différentes techniques biophysiques 
(fluorimétrie, photoacoustique,...) qui sont décrites dans le 
premier chapitre de cette thèse. Il est montré que les signaux 
lumineux, thermiques ou acoustiques mesurés au moyen de ces 
techniques renseignent directement sur les activités 
photochimiques des chloroplastes in vivo et peuvent servir de 
marqueurs univoques de l'état fonctionnel des membranes 
chloroplastiques. 

Cette caractéristique importante de ces signaux 
biophysiques peut être utilisée en pratique, comme outil de 
diagnostic, pour détecter rapidement et de manière non 
destructive l'apparition de conditions de stress (physico
chimiques) dans la plante. Les chapitres II à V montrent 
quelques exemples de contraintes de l'environnement 
(sécheresse, chaleur ou froid, basses ou hautes intensités 
lumineuses) dont les effets sur la physiologie de diverses 
plantes cultivées sont suivis in situ par des mesures de la 
fluorescence chlorophyllienne et des signaux photoacoustiques. 
Des mesures simultanées ou combinées à l'aide des diverses 
techniques présentées dans cette thèse permettent d'élucider 
les mécanismes complexes de contrôle de la photosynthèse par 
les facteurs de l'environnement. De plus, à un niveau plus 
fondamental, l'étude in vivo de l'activité photochimique des 
chloroplastes en conditions de stress constitue une approche 
originale pour confirmer ou, le cas échéant, infirmer les 
modèles proposés pour expliquer les réactions photochim.iques 
primaires de la photosynthèse. 

Une des applications les plus intéressantes de la mesure 
des signaux lumineux et photoacoustiques des feuilles est la 
possibilité d'estimer facilement la résistance relative de 
génotypes de plantes cultivées vis-à-vis des stress de 
l'environnement. Quelques tests rapides et efficaces de 
criblage sont présentés. 
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I. INTRODUCTION 

Les feuilles végétales contiennent divers pigments 

(surtout des chlorophylles et des caroténoides ) qui ont la 

propriété d'absorber l'énergie lumineuse. L'excitation de ces 

pigments suite à l'absorption d'un photon est suivie d'une 

désexcitation qui peut prendre quatre formes différentes 

(Govindjee & Govindjee, 1975) (Fig. 1): 

* transfert de l'énergie absorbée vers une 

molécule-pigment voisine à l'intérieur des antennes du 

photosystème (?S) I ou II. Cette énergie pourra finalement 

être transférée aux chlorophylles des centres réactionnels. Il 

faut remarquer que le transfert d'énergie peut également se 

faire entre des pigments antennes du PS II et du PS I 

("spillover") ou entre antennes de deux centres réactionnels 

différents du PS II ("grouping"). 

* ré-émission d'un photon (fluorescence et 

phosphorescence). 

* désexcitation non radiative (émission de chaleur ). 

* dans le cas des chlorophylles des centres 

réactionnels, perte d'un électron vers la chaîne photo

synthétique de transfert d'électrons (activité photochimique). 

Au cours du processus de séparation de charges, un pigment 

spécialisé du centre réactionnel (PôSO POur le PS II, P700 

pour le PS I) donne un électron excité à un accepteur primaire 

EXCITATION 
second état 
singulet 
excité 

premier état 
singuiet 
excité 

é n e r g i e / V W 
l u m i n e u s e 

état 
non excité 

DÉSEXCITATION 

chaleur lumines-
<_'î̂ 1'î? .(photochimie 

* [ transfert 

chaleur chaleur 

fluores
cence T] état triplet 

chaleur 
ôhospo-
rescence 
^ 

• 1 • Processus d'excitation et de désexcitation des 

molécules de chlorophylle a dans les feuilles végétales. 



(Q^ pour le PS II). Le pigment ainsi oxydé est ensuite 

réduit par un électron venant d'un donneur appelé Z (dans le 

cas du PS II). Cet électron provient originellement de 

l'oxydation de l'eau par un processus très complexe impliquant 

plusieurs étapes intermédiaires (Renger &. Govindjee, 1985; 

Badger, 1 9 8 5 ; Etienne, 1 9 8 6 ) . On a donc: 

Z P680 QA + Z P680* QA (excitation) 

Z P680* QA Z P680'' Q A ' 

z ^ 6 8 0 " ^ Q A ' — ^ Z+ P680 QA" (séparation de 

charges) 

Les différentes voies de désexcitation des molécules de 

chlorophylle excitées dépendent l'une de l'autre. Si un des 

processus de désexcitation est rendu impossible, la 

dissipation d'énergie via les autres processus augmente. 

Ainsi, une augmentation de l'émission de chaleur ou de 

fluorescence indique une inhibition de la dissipation 

d'énergie par transfert ou photochimie. L'existence de ces 

diverses voies de dissipation de l'énergie d'excitation 

absorbée fait que la transformation de la lumière en énergie 

chimique libre par photosynthèse est loin de se réaliser avec 

un rendement quantique de 1 0 0 7 o . Grosso modo, dans une feuille 

en conditions favorables, on peut estimer que la dissipation 

d'énergie se fait à raison d'environ 57» pour la fluorescence, 

6 5 7 o pour la chaleur et 2 5 7 , pour la photochimie. 

A. FLUORESCENCE 

Aux températures physiologiques, ce sont les molécules de 

chlorophylle a du PS II qui sont responsables de la majeure 

partie de l'émission de fluorescence dans une feuille. Comme 

le montre la figure 2 , qui présente un spectre d'émission de 

fluorescence d'une feuille de tabac, la fluorescence 

chlorophyllienne est une lumière rouge/rouge lointain. On peut 

observer deux maxima de fluorescence: un maximum aux environs 

de 685 nm correspondant à la fluorescence du PS II et un autre 

pic, plus petit et centré aux environs de 730 nm, attribué au 

PS I. Le spectre d'émission de fluorescence d'une feuille est 

sensiblement différent de celui que l'on peut mesurer dans une 

suspension de chloroplastes où le pic attribué au PS I est 
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obturateur 

d é t e c t e u r 

f i l t re f i l t r e 

s o u r c e 
l u m i n e u s e 

écran 
v i d e o 

irr^primante 

Fig .3. Représentation schématique d'un fluorimètre simple 

permettant de mesurer in vivo la fluorescence de la 

chlorophylle émise par des feuilles intactes. 



beaucoup plus petit par rapport au pic du PS II (Goedheer, 

1 9 7 2 ) . Cela est dû au fait qu'un tissu végétal présente une 

très forte dispersion de la lumière et que la fluorescence 

chlorophyllienne aux environs de 685 nm est réabsorbée plus 

fortement que la fluorescence aux plus longues longueurs 

d'onde (Percival & Baker, 1 9 8 5 ) . Il convient de garder à 

l'esprit que des changements dans les caractéristiques de 

l'émission de fluorescence in vivo (par exemple, dépendance 

vis-à-vis de la longueur d'onde de la lumière d'excitation) 

peuvent dans certains cas résulter de différences dans les 

propriétés optiques des tissus végétaux plutôt que de 

modifications de l'appareil photochimique des membranes 

thylacoïdiennes. Ce problème peut être éliminé par des mesures 

"dynamiques" de la fluorescence chlorophyllienne (effet 

Kautsky, voir plus loin). 

La mesure de la fluorescence chlorophyllienne in vivo est 

relativement simple et consiste essentiellement à séparer la 

fluorescence (lumière rouge) relativement faible de la lumière 

d'excitation (en général, bleue-verte) de plus forte intensité 

au moyen d'un filtre adéquat (interférentiel ou passe-haut). 

La fluorescence peut être détectée au moyen d'une photodiode 

ou d'un tube photomultiplicateur. La figure 3 montre une 

représentation schématique d'un fluorimètre simple permettant 

de faire des mesures de fluorescence chlorophyllienne dans des 

feuilles intactes. Pour plus d'informations, on peut se 

référer aux articles de Schreiber ( 1 9 8 3 ) et Malkin et al. 

( 1 9 8 1 ) (concernant le principe des mesures de fluorescence 

chlorophyllienne in vivo), de Schreiber et al. ( 1 9 7 5 ) , 

Melcarek et al. ( 1 9 7 7 ) , "Ogren & Baker ( 1 9 8 5 ) et Schreiber et 

ali ( 1 9 8 6 ) (décrivant des fluorimètres miniaturisés et 

portables utilisant les nouvelles technologies des 

semiconducteurs) ou de Norrish et al. ( 1 9 8 3 ) et Panneels et 

al. ( 1 9 8 7 ) (pour le traitement par ordinateur des signaux de 

fluorescence) . 

Effet Kautsky.Aux environs de 1 9 3 5 , Kautsky & Hirsh ( 1 9 3 4 ) 

et Kautsky & Eberlein ( 1 9 3 9 ) ont fait une découverte qui fut 

d'abord considérée comme une curiosité de laboratoire mais qui 

se révéla ensuite être fondamentale pour la compréhension des 

processus photochimiques primaires de la photosynthèse. Ils 

ont observé que, lorsqu'un organisme photosynthétique est 



adapté à l'obscurité pendant un certain laps de temps 

(quelques minutes, par exemple) et est ensuite ramené à la 

lumière, le rendement de la fluorescence de la chlorophylle 

varie en fonction du temps suivant une cinétique relativement 

complexe. La figure 4 montre cet "effet Kautsky" induit dans 

une feuille de mais adaptée pendant 30 min à l'obscurité. Au 

moment de l'illumination, la fluorescence augmente d'abord 

quasi instantanément jusqu'à un niveau initial (appelé 0). 

Puis elle augmente rapidement (dans l'intervalle d'environ 1 à 

2 s) jusqu'à un niveau maximum (P). Ensuite, le rendement de 

la fluorescence chlorophyllienne décroît lentement (pendant 

quelques minutes) jusqu'à un état stationnaire (T) en passant 

généralement par un second maximum (M). 

Ces changements transitoires de l'intensité de la 

fluorescence chlorophyllienne observés au cours d'une 

transition obscurité/lumière sont reliés à l'activation de 

toute une série de processus photosynthétiques qui peuvent 

ainsi être étudiés indirectement. Le niveau 0 de la 

fluorescence reflète la perte d'une partie de l'énergie 

absorbée par les molécules de chlorophylle a antennes avant 

qu'elles n'aient pu transférer l'énergie d'excitation vers le 

Fig.4. Effet Kautsky: changements au cours du temps de 

l'intensité de la fluorescence de la chlorophylle émise (à 

25°C) par une feuille de mais adaptée à l'obscurité et 

brusquement illuminée (au temps G). 



centre réactionnel (Krause & Weis, 1984; Briantais et al., 

1986). Ce niveau 0, qui correspond à un état où tous les 

accepteurs primaires d'électrons (QA) '̂ ^ PS II sont oxydés, 

est donc indépendant des processus photochimiques. 

L'augmentation rapide de fluorescence (phase OIDP) dépend 

principalement de l'état rédox de Q^- Suivant l'hypothèse 

"classique" de Duysens et Sweers (1963), la réduction 

progressive de par l'activité du PS II augmente la 

probabilité de dissipation d'énergie par émission de 

fluorescence (et de chaleur), simplement parce que les 

possibilités de conversion photochimique diminuent. Lorsque le 

centre réactionnel est sous la forme Z"*" P^SO QA~ > 

ne peut plus effectuer d'autres séparations de charges: il est 

"fermé". Quand tous les sont réduits, tous les centres 

réactionnels sont "fermés" et la fluorescence est maximale. 

D'après Butler & Kitajima (1975a), c'est en fait une réaction 

"en retour" de ces centres réactionnels "fermés" vers les 

molécules de chlorophylle a antennes qui résulte en une 

augmentation de la fluorescence de ces dernières. En réalité, 

l'augmentation de la fluorescence de 0 vers P se fait suivant 

une cinétique plus ou moins sigmoïde. Le ralentissement de 

l'augmentation du rendement de la fluorescence chloro

phyllienne visible au cours de la phase I-D est attribuée à 

une réoxydation transitoire des Q^" par Qg (l'accepteur 

secondaire d'électrons du PS II) (Briantais et al., 1986). Il 

convient d'insister sur le fait que la relation entre 

l'intensité de la fluorescence F et la concentration en 

QA~ n'est pas linéaire. Il y a en fait une relation plus 

simple entre F et la quantité de centres PS II fonctionnels 

car F et l'activité photochimique sont complémentaires 

(Lavorel et al., 1986). La relation de complémentarité exacte 

est 

'l'p + 'l'f + h = 1 

où les (j) sont les rendements et les indices p, f et d 

représentent respectivement la photochimie, la fluorescence et 

les désexcitations non radiatives (par exemple, F= 0j: I où I 

est l'intensité lumineuse). Malkin & Kok (1966) et Murata et 

al. (1966) démontrèrent pour la première fois que la surface 



complémentaire (surface au dessus de la courbe d'induction ) 

e s t une mesure valable du nombre de centres du PS II actifs. 

Quant à la décroissance lente de la fluorescence (phase 

PSMT), elle est attribuée à trois processus différents: 1) la 

réoxydation d e s suite à l'activation du PS I et du 

cycle de Calvin (composante photochimique de l'extinction de 

la fluorescence, qq), 2) l'établissement du gradient de pH 

photoinduit dans les chloroplastes (qui, suivant un mécanisme 

encore inconnu, conduirait à une augmentation de la 

désactivation thermique des molécules de chlorophylle a 

excitées; cette composante de l'extinction de la fluorescence 

est qualifiée d'"énergétique", qg) e t 3) le phénomène de 

transition état 1-état 2 au cours duquel la distribution de 

l'énergie d'excitation entre les deux photosystèmes est 

modifiée au profit du PS I faiblement fluorescent (Krause & 

Weis, 1984; Briantais et al., 1986; Schreiber et al., 1986 ; 

Malkin et al., 1 9 8 6 a ) . La distribution d'énergie semble 

dépendre très fortement de la localisation des complexes LHCP 

("Light Harvesting Chlorophyll a/b Protein Complexes") dans 

les membranes thylacoïdiennes (Fork & Satoh, 1986; Williams & 

Allen, 1 9 8 7 ) . Dans des conditions physiologiques, la 

phosphorylation des LHCP et leur redistribution entre le PS I 

et le PS II apparaissent être l e s principaux facteurs 

déterminant le contrôle de la distribution de l'énergie 

d'excitation au sein de l'appareil photochimique. 

Dans certains cas particuliers, la phase lente PSMT de 

l'induction peut être compliquée par l'apparition d'une série 

d'oscillations (M]_, M2, ...) dans l e niveau de la 

fluorescence chlorophyllienne (Walker et al., 1983a et b; 

Sivak Sl Walker, 1985 ) , un phénomène qui a été interprété en 

terme de régulation du transport d'électrons par les rapports 

ATP/ADP et NADPH/NADP (via leur effet sur les mécanismes 

d'extinction de la fluorescence, qq et qg). Ainsi, par 

exemple, un changement soudain de la concentration en CO2 de 

l'atmosphère entourant la feuille résulte en une modification 

brusque de la demande en ATP et NADPH par le cycle de Calvin 

de fixation du CO2, provoquant des oscillations 

spectaculaires du rendement de la fluorescence de la 

chlorophylle. Ce phénomène permet une approche nouvelle e t 

intéressante pour l'étude des mécanismes complexes de 



régulation qui déterminent les interactions entre les 

réactions claires et sombres de la photosynthèse. 

Fluorescence modulée. Lorsque la lumière d'excitation est 

modulée en intensité à une certaine fréquence, la fluorescence 

chlorophyllienne est également modulée à la même fréquence et 

peut être détectée au moyen d'un système de détection 

synchrone. L'intérêt de la technique de fluorescence modulée 

est la possibilité d'étudier l'influence de diverses lumières 

non modulées (qui ne créent par par elles-mêmes de signaux 

mesurés, le système de détection synchrone n'enregistrant pas 

les signaux de fluorescence non modulés à la fréquence de 

référence) sur le rendement de la fluorescence créée par la 

lumière modulée. L'intensité de la fluorescence modulée F 

(créée par une lumière modulée d'intensité i utilisée en 

combinaison avec une lumière non modulée d'intensité I) est 

F= (I)f(l+i)i= (l)f(l)i quand i« I 

En d'autres mots, l'intensité de la fluorescence modulée F 

dépend de l'intensité de la lumière continue. 

La technique de la fluorescence modulée est notamment 

utilisée pour examiner la distribution de l'énergie lumineuse 

absorbée entre les deux photosystèmes (en utilisant des 

lumières continues absorbées préférentiellement par l'un ou 

l'autre des deux photosystèmes, voir Chow et al. (1981), 

Malkin et al. (1986a), Havaux éi Lannoye (1987), Havaux 

(1987b)) ainsi que pour obtenir des informations 

semi-quantitatives sur l'activité photochimique des 

chloroplastes in vivo (en utilisant des éclairs de lumière 

saturante, voir Quick & Horton (1984), Dietz et al. (1985), 

Schreiber et al. (1986)). Tout récemment, Schreiber et al. 

(1986) ont développé un tout nouveau type de fluorimètre 

modulé, qui tolère un rapport aussi élevé que 1/106 entre 

l'intensité de la lumière modulée et celle de la lumière 

saturante. Cet appareil utilise de courtes impulsions (1 ps) 

de lumière rouge (produite par une diode émettrice de lumière 

LED) appliquées à une fréquence élevée (1,6 ou 100 KHz) et 

une photodiode comme détecteur. La figure 5A présente une 

courbe de fluorescence modulée obtenue au moyen de ce type de 

fluorimètre. L'application d'éclairs de lumière saturante 
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Fig.5. A) Mesure de la fluorescence modulée de la chlorophylle 
in vivo au moyen du fluorimetre développé par Schreiber et al. 
( 1 9 8 6 ) ("Puise Amplitude Modulation" (PAM) fluorometer 
commercialisé par H. WALZ, Effeltrich, RFA). La fluorescence 
modulée (niveau FQ) est induite par une très faible lumière 
modulée L]_. L'effet Kautsky (Fy) est créé par une lumière 
non modulée de plus forte intensité L2- L'imposition répétée 
d'éclairs de lumière saturante Lg permet de déterminer, tout 
au long de la courbe d'induction, le niveau maximum de la 
fluorescence modulée (F^)^, Le niveau ^^v'^max 
maximum des (^v^S^ ^st obtenu par l'application de Lg 
sur un échantillon adapté à l'obscurité, qq et qj; peuvent 
être calculées à partir des différents niveaux de fluorescence 
FQ. (Fv)s et (Fv)max (voir texte). 
B) changements de la valeur de qq et de qg au cours de la 
phase lente de l'induction de la fluorescence chlorophyllienne 
(de P à T) calculés à partir des données de la figure 5A. 



(induisant une augmentation transitoire du rendement de la 

fluorescence jusqu'au niveau maximum C^v^s '̂ ^̂  ^ '-"̂^ 

réduction complète des Q^) tout au long de la courbe 

d'induction permet de mesurer en continu la composante 

photochimique de la décroissance de fluorescence qg 

(=((Fy)g - F^)/(Fy)g). De même, la différence entre 

le niveau maximum de fluorescence d'un échantillon adapté à 

l'obscurité ^^v'^max ^vec celui obtenu pendant l'induction 

(Fv)g, divisé par (î"v̂ max> fournit une estimation de 

la composante non photochimique de la décroissance de la 

fluorescence (principalement q^)- La figure 5B montre les 

changements au cours du temps de qg et qg, calculés à 

partir de la courbe d'induction de la fluorescence de la 

chlorophylle présentée à la figure 5A. Le potentiel de cette 

méthode sera illustré aux chapitres IID et IV. 

Fluorescence à 77K. La mesure de la fluorescence 

chlorophyllienne dans un échantillon refroidi jusqu'à la 

température de l'azote liquide (77K) permet d'obtenir une 

"photographie" de l'état de l'appareil photochimique des 

chloroplastes à un moment donné. Un spectre d'émission de 

fluorescence à 77K permet de distinguer clairement 3 bandes à 

685, 695 et 735 nm qui ont été attribuées respectivement à 

l'émission des LHCP, des pigments antennes du PS II et du PS I 

(Briantais et al., 1986). Les courbes d'induction de la 

fluorescence de la chlorophylle à 77K présentent une 

augmentation du niveau FQ jusqu'au niveau maximum (Fjj,) qui 

reflète la réduction de (la réoxydation de Q^" étant 

bloquée à 77K) (Murata, 1968; Butler & Kitajima, 1975a). A 695 

nm., le rapport ^^m~^o^ ^^m proche de 0,8 pour toutes 

les espèces végétales en condition normale (c'est-à-dire pour 

des plantes non stressées (Bjorkman & Demmig (1987)). Demmig & 

Bjbrkman (1987) ont démontré que, lorsque le PS II est détruit 

(par photcinhibition par exemple), (Fm~^o^/^m diminue et 

que cette diminution est linéairement corrélée à la réduction 

du rendement quantique de la production d'oxygène photo

synthétique. Au moyen d'une technique différente, Moll (1987) 

est arrivé à une conclusion similaire, indiquant que la mesure 

du rapport ^^m'^o^/^m pourrait remplacer (pour les 

études en champ) les mesures plus difficiles et plus longues 

d'activité photosynthétique par analyse des échanges gazeux 



(électrode de Clark, analyse du CO2 par infra-rouge 

(IRGA),...). La fluorescence variable (fluorescence au dessus 

de FQ) à 735 nm est attribuée au transfert d'énergie 

d'excitation des centres réactionnels du PS II fermés vers le 

PS I via les antennes du PS II (mécanisme de "spillover"). 

Quant au niveau FQ à 735 nm, il reflète l'énergie venant de 

l'absorption directe des pigments du PS I et de la fraction 

d'énergie délivrée initiallement au PS I par les LHCP et les 

antennes du PS II. Ces relations ont été formulées par Butler 

& Kitajima (1975b) et Butler <St Strasser ( 1 9 7 7 ) dans leur 

"tripartite model" modifié par après par Stasser ( 1 9 8 1 ) 

("grouping model"). Les mesures de fluorescence à basse 

température ont été utilisées intensivement pour étudier les 

changements dans la distribution de l'énergie d'excitation 

entre le PS II et le PS I (voir par exemple, Satoh &. Fork, 

1 9 8 3 ; Weis, 1 9 8 4 ; Fork et al., 1 9 8 6 ; Graf, 1 9 8 7 ) . 

Il convient de remarquer que la réoxydation des 

peut être bloquée par d'autres moyens que les basses 

températures, en particulier par l'herbicide diuron (DCMU, 

3-(3,4-Dichlorophenyl)-l,l-dimethylurée). L'induction de la 

fluorescence chlorophyllienne en présence de DCMU ne reflète 

donc que la réduction de et permet de suivre la cinétique 

de la "fermeture" des pièges du PS II. Il a été fait mention 

plus haut du fait que l'intensité de la fluorescence et la 

concentration en Q^" ne sont pas linéairement reliées. Si 

elles l'étaient, l'augmentation de fluorescence induite en 

présence de DCMU serait exponentielle alors qu'elle est 

sigmoïde. Ce caractère sigmoïde des courbes d'induction a été 

utilisé comme critère qualitatif du transfert d'énergie entre 

unités PS II (Jennings et al., 1 9 8 0 ) . La surface au dessus de 

la courbe de fluorescence est proportionnelle à la 

concentration en accepteurs d'électrons (Malkin & Kok, 

1 9 6 6 ) . Cette surface peut être utilisée pour estimer la taille 

des unités photosynthétiques du PS II (nombre de molécules de 

chlorophylle par centre réactionnel) (Malkin et al., 1 9 8 1 ) , 

En bref, les mesures de fluorescence de la chlorophylle in 

vivo fournissent de très nombreuses et très précieuses 

informations sur les réactions photochimiques primaires de la 

photosynthèse ainsi que sur d'autres processus photo

synthétiques plus éloignés de l'acte primaire de capture de 



l'énergie lumineuse (cycle de Calvin). Toutefois, cette 

"richesse" du signal est également le principal défaut des 

mesures de fluorescence de la chlorophylle in vivo car leur 

interprétation est difficile et pas toujours univoque-

C. LUMINESCENCE 

Un autre phénomène d'émission de lumière, qui peut 

persister pendant plusieurs minutes après l'extinction de la 

lumière d'excitation, a été observé dans les organismes 

photosynthétiques. Ce phénomène, découvert par Strehler <St 

Arnold ( 1 9 5 1 ) , est appelé fluorescence retardée ou 

luminescence. Son origine est attribuée à une recombinaison de 

charges au niveau du PS II entre Q^" et Z"*" (Lavorel, 

1 9 7 5 ; Malkin, 1 9 7 7 ) : 

Z"̂  P680 QA"*" — > 2 ^680 QA +luminescence 

Il a été montré que l'intensité de la luminescence est 

dépendante de divers processus photosynthétiques, notamment le 

gradient de pH photoinduit, l'activité de photophospho-

rylation, le potentiel de membrane (Barber & Kraan, 1970; 

Wraight & Crofts, 19 71; Evans Crofts, 19 73 ; Haveman d 

Lavorel, 1 9 7 5 ) , ainsi que la fluidité des membranes 

thylacoïdiennes (Ono & Murata, 1977; Havaux 6t Lannoye, 1983a). 

La fluorescence retardée ne peut être mesurée qu'à 

l'obscurité après une période d'illumination car son spectre 

est identique à celui de la fluorescence immédiate mais son 

intensité est beaucoup plus faible. Des inductions de 

fluorescence retardée in vivo sont généralement obtenues à 

l'aide d'une lumière d'excitation puisée (Lavorel, 1975; 

Malkin, 1 9 7 7 ) , par exemple dans un phosphoroscope du type 

Becquerel dont la représentation schématique est donnée à la 

figure 6. L'utilisation de deux disques rotatifs percés de 

fentes, placés devant la source lumineuse et le détecteur, 

permet de mesurer de façon répétitive la fluorescence retardée 

pendant les moments au cours desquels l'échantillon n'est pas 

éclairé. La figure 7 montre les courbes d'induction de la 

luminescence et de la fluorescence chlorophyllienne (mesurées 

simultanément) émises par une feuille de maïs. L'allure d'une 

courbe d'induction de la fluorescence retardée in vivo semble 



haute tension 

f.o. 

l u m i n e u s e L 

tube 
Dhotomult i -

pt icateur 

'^di squeS '^ 
r o t a t i f s enregis treur 

Flg .6. Représentation schématique d'un phosphoroscope (du type 

Becquerel) permettant de mesurer l'intensité de la 

fluorescence retardée (luminescence) in vivo émise par une 

feuille intacte, f, filtre optique; o, obturateur. 

Fig. 7. Courbes d'induction (changements lents) de la 

fluorescence immédiate et retardée (luminescence, mesurée dans 

la gamme des ms ) d'une feuille de mai's à 25°C. 



être, à première vue, très semblable à celle d'une courbe de 

fluorescence immédiate (montée rapide suivie d'une 

décroissance lente). Une analyse détaillée des signaux révèle 

cependant qu'ils sont anti-parallèles (R. Strasser, Comm. 

Pers.). Récemment, Schreiber & Shliwa ( 1 9 8 7 ) ont décrit un 

nouveau type d'appareil de mesure de luminescence, bon marché 

et miniaturisé grâce à l'utilisation de composants 

éléctroniques tels que des diodes émettrices de lumière (LED) 

et des photodiodes. Plusieurs techniques photographiques ont 

également été développées pour la détection visuelle de la 

luminescence (Sundbom &. Bjbrn, 1977; Ellenson 6t Amundson, 

1982; Ellenson, 1985) ou de la fluorescence chlorophyllienne 

(Miles & Daniel, 1973; Gibbons 6c Smillie, 1980; Devlin et al., 

1 9 8 0 ) . D'autre part, les techniques sophistiquées d'analyse 

d'images par ordinateurs ont tout récemment été appliquées au 

domaine de l'analyse de la fluorescence de la chlorophylle in 

vivo et pourraient s'avérer être très intéressantes pour la 

mise en évidence de différences spatiales de l'activité 

photosynthétique dans une feuille (Omasa et al., 1 9 8 7 ) . 

C. ÉMISSION DE CHALEUR 

Quantitativement, la fluorescence de la chlorophylle est 

en réalité une voie tout à fait mineure de dissipation de 

l'énergie absorbée par les pigments foliaires. On estime 

qu'elle représente seulement 2 à 10 7=. de l'énergie dissipée. 

La plus grosse partie de l'énergie est en fait dissipée sous 

forme de chaleur. Cependant, jusqu'à présent, la dissipation 

d'énergie non radiative n'a été que très peu étudiée, 

essentiellement pour des raisons techniques. En effet, ce 

n'est que tout récemment que de nouvelles techniques 

(photoacoustique et radiométrie photothermiaue - pour revue 

récente voir Braslavsky ( 1 9 8 6 ) ) ont été développées en vue 

d'estimer la dissipation d'énergie thermique in vivo par des 

organismes photosynthétiques. 

Radiométrie photothermique. Bults et al. ( 1 9 8 2 ) ont montré 

que l'émission de chaleur par une feuille éclairée au moyen 

d'une lumière modulée en intensité peut être mesurée au moyen 

d'un détecteur infra-rouge. La figure 8 présente le schéma 

d'un appareil de radiométrie photothermique. Une autre 

possibilité est d'utiliser une cellule photoacoustique (voir 
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Fig .9. Signal de radiométrie photothermique obtenu à partir 

d'une feuille de Brassica napus éclairée par une lumière rouge 

(650 nm) modulée à une fréquence de 2 Hz. S,L., lumière 

saturante non modulée. 
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plus loin) de manière à mesurer simultanément les signaux 

photoacoustiques et de radiométrie photothermique ("thermo

phone" de Kanstad et al. ( 1 9 8 3 ) ) . Le signal obtenu à partir 

d'une feuille de Brassica napus, à l'aide de ce type 

d'appareil, est montré à la figure 9 . L'adjonction d'une 

lumière non modulée de forte intensité (saturante, 

c'est-à-dire réduisant l'efficience photochimique à zéro) à la 

lumière modulée permet d'obtenir le niveau maximum d'émission 

de chaleur (modulée) par l'échantillon et la comparaison de ce 

niveau avec celui obtenu en abscence de la lumière saturante 

permet d'estimer le stockage d'énergie photochimique 

(c'est-à-dire, la fraction d'énergie d'excitation (modulée) 

stockée sous forme d'énergie chimique - dans ce cas-ci, 

environ 307=). Malheureusement, les signaux obtenus par 

radiométrie photothermique à partir de feuilles végétales sont 

très faibles et généralement entachés par un bruit de fond 

important, réduisant considérablement le degré de précision 

des mesures et, par là, l'intérêt de la technique. Toutefois, 

l'avantage incontestable de cette technique par rapport à la 

photoacoustique est la possibilité de faire des mesures dans 

un système ouvert. 

Spectroscopie photoacoustique. L'effet photoacoustique est 

essentiellement la conversion d'une lumière modulée en 

intensité en une émission périodique d'énergie thennique qui 

produit une onde de pression (c'est-à-dire un son) détectable 

par un microphone. Cet effet a été découvert par Bell en 1 8 8 0 . 

En essayant de développer un système de communication optique, 

Bell découvrit qu'une matière qui absorbe la lumière produit 

un signal acoustique quand la lumière est modulée 

périodiquement (Bell, 1880 et 1 8 8 1 ) . Cependant, pour plusieurs 

raisons (compréhension incomplète de l'origine de l'effet 

photoacoustique, manque de détecteurs sensibles et de bonnes 

sources lumineuses), l'effet photoacoustique fut rapidement 

oublié. Après 1970 , il fut à nouveau utilisé pour l'étude des 

gaz, puis des solides et des liquides (Rosencwaig, 1 9 8 0 ) . A 

partir de 1980 , la photoacoustique a été appliquée à l'étude 

de la photosynthèse par deux groupes de recherches pionniers 

dans ce domaine: l'un à l'Institut Weizmann des Sciences en 

Israël (sous la direction du Prof. S . Malkin) et l'autre au 

Centre de Recherche en Biophysique à Trois-Rivières au Canada 



(voir, entre autres, Carpentier et al., 1984 et 1985). 

Malkin et collaborateurs (Bults et al., 1982; Canaani & 

Malkin, 1984; Havaux et al., 1986a) étudièrent pour la 

première fois les signaux photoacoustiques produits par des 

feuilles végétales au moyen d'un appareil tel que celui 

représenté schématiquement à la figure 10. Le matériel végétal 

(un petit disque de feuille d'environ 1 cm de diamètre) est 

éclairé par une lumière modulée en intensité à une fréquence 

généralement comprise entre 10 et 1000 Hz. Une partie de 

l'énergie lumineuse absorbée par les chloroplastes de la 

feuille est ré-émise sous forme de chaleur (qui est modulée à 

la même fréquence que celle de la lumière d'excitation). 

L'énergie thermique dissipée diffuse donc sous forme d'onde 

périodique des chloroplastes vers la paroi des cellules. Une 

mince couche d'air (dans les espaces extracellulaires) près de 

la paroi cellulaire est ainsi chauffée périodiquement et est 

soumise à un processus d'expansion/contraction périodique. 

Cela crée une onde de pression (un son) qui peut se propager 

dans la feuille et être transmise via 1'épiderme (qui pourrait 

en quelque sorte jouer le même rôle que la peau d'un tambour) 

à l'extérieur de la feuille. Cette onde acoustique est 

détectée par un petit microphone sensible. Le signal 

acoustique brut est alors analysé par un amplificateur a 

détection synchrone ("lock-in amplifier") qui mesure son 

amplitude et sa phase (par rapport à la modulation de la 

lumière d'excitation). En fait, le signal photoacoustique peut 

être considéré comme un vecteur et, plutôt que mesurer sa 

phase et son amplitude, on peut mesurer sa projection sur les 

axes de référence (les deux composantes ainsi obtenues sont 

appelées quadrature et en-phase). 

Un exemple typique de signal photoacoustique (quadrature 

et en-phase) produit par une feuille éclairée au moyen d'une 

lumière rouge modulée à 14 Hz est montré à la figure 11. Le 

signal photoacoustique produit par un échantillon de feuille 

est compliqué par le fait qu'il est photochimiquement actif. 

Une partie de la lumière absorbée est stockée sous forme 

d'énergie chimique. De plus, un organisme photosynthétique est 

caractérisé par des échanges gazeux liés à l'activité 

photosynthétique: il fixe du dioxide de carbone et dégage de 

l'oxygène. Dans le cas où la lumière est modulée, la 
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Fig.11. Signal photoacoustique (quadrature et en-phase) émis 

par une feuille de tabac éclairée par une lumière rouge (640 

nm) modulée à une fréquence de 14 Hz. S.L., lumière non 

modulée saturante. Q, quadrature; I, en-phase. 



production d'oxygène est également modulée- Cette production 

modulée d'oxygène photosynthétique résulte également en une 

onde acoustique qui, au même titre que le signal photo

thermique, est détectée par le microphone dans la cellule 

photoacoustique (Bults et al., 1 9 8 2 ) . Par le fait que ce sont 

des phénomènes beaucoup plus lents, impliquant une succession 

d'étapes enzymatiques, la fixation du CO2 et la 

(photo)respiration n'interfèrent pas avec l'effet 

photoacoustique. Poulet et al. (1983) ont mis au point une 

méthode originale qui permet de séparer la composante 

thermique de la composante oxygène du signal photoacoustique 

(qui n'ont pas la même phase). L'éclairement de la feuille par 

une seconde lumière, non modulée et de très forte intensité 

(saturante pour la photosynthèse), en plus de la lumière 

modulée réduit le rendement quantique de la production 

d'oxygène à zéro et supprime ainsi la composante de production 

d'oxygène modulée du signal photoacoustique (Fig. 12A). Le 

signal résultant est donc purement photothermique. On effectue 

alors une rotation des axes de référence (en changeant la 

phase dans l'amplificateur à mesure de phase) de manière à ce 

que le signal photothermique apparaisse uniquement dans la 

A ) + l u m i è r e saturante B ) - l u m i è r e saturante 

^0' 

Fig. 12. Méthode vectorielle de séparation de la composante 

photothermique et de la composante "production d'oxygène 

modulée" du signal photoacoustique produit par une feuille 

éclairée par une lumière modulée à basse fréquence ( <̂  100 Hz) 

combinée (A) ou non (B) avec une lumière continue saturante. 

Q, quadrature; I, en-phase. 



composante en-phase, la quadrature étant nulle. La suppression 

de la lumière saturante (Fig. 12B) fait réapparaître la 

production d'oxygène modulée qui apparaît dans les deux 

composantes. En quadrature, le signal est un signal oxygène 

pur (Oq) alors que l'autre composante est un mélange signal 

photothermique (T) + signal oxygène (0^= S-T). L'amplitude 

totale du vecteur oxygène (AQX^ peut être calculée par la 

formule : 

AOX = \/0q2 + Oi^ 

Toutefois, il faut tenir compte des "pertes photochimiques": 

le signal photothermique obtenu en présence de la lumière 

saturante (T) est en réalité le signal photothermique maximum 

obtenu quand l'efficience photochimique est nulle. Les pertes 

photochimiques peuvent être évaluées en mesurant le signal 

photothermique à haute fréquence (Bults et al., 1982). En 

effet, aux fréquences de modulation supérieures à environ 

300-400 Hz (suivant les espèces végétales), la production 

d'oxygène photosynthétique modulée disparaît (la fréquence est 

trop élevée pour avoir une production d'oxygène modulée) et le 

signal photoacoustique est purement thermique- Un exemple de 

signal photoacoustique produit par une feuille illuminée par 

une lumière modulée à 440 Hz est montré à la figure 13, La 

comparaison des signaux photothermiques obtenus en présence et 

en absence de la lumière non modulée saturante permet 

d'estimer la fraction d'énergie lumineuse (modulée) absorbée 

qui a été stockée sous forme d'énergie chimique (la même 

démarche a été adoptée dans l'utilisation du signal de 

radiométrie photothermique, voir p.17). Connaissant la valeur 

des pertes photochimiques (PL, "photochemical losses") , 0;̂  

peut être calculé rigoureusement de la manière suivante: 

Ci = S - T(l-PL) 

Etant donné que l'amplitude du signal photothermique (Ap'p = 

T) est directement proportionnelle à l'énergie lumineuse 

absorbée par la feuille, le rapport A Q X / e s t une mesure 

relative du rendement quantique de la production d'oxygène 

photosynthétique in vivo (Poulet et al., 1983). 



Fig.l3. Signal photoacoustique produit par une feuille 

éclairée avec une lumière modulée à haute fréquence (440 Hz). 

S.L., lumière continue saturante; P.L., stockage d'énergie 

photochimique. Seule la composante en-phase est montrée, la 

quadrature étant nulle. 

Fig.14. Changements transitoires de l'amplitude du signal 

photoacoustique produit par une feuille de tabac adaptée à 

l'obscurité et brusquement éclairée par une lumière rouge (650 

nm) modulée à 8 Hz. ^ , lumière saturante allumée; Q, 

quadrature; I, en-phase. 



En résumé, la photoacoustique permet de mesurer très 

rapidement ( 1 - 2 s) le rendement quantique de la production 

d'oxygène dans une feuille intacte ainsi que le stockage 

d'énergie photochimique. Auparavant, la mesure du rendement 

quantique par la méthode polarographique classique (électrode 

de Clark, voir Delieu & Walker ( 1 9 8 3 ) ) était difficile et 

longue. En outre, le temps de réponse de la technique 

photoacoustique est très court (ca. 300 ms) et permet ainsi 

d'étudier des cinétiques rapides de production d'oxygène. Ce 

qui était pratiquement impossible par les méthodes 

photosynthétiques habituelles (par exemple, pendant une 

transition obscurité/lumière (voir Fig . l 4 ) parallèlement à 

l'effet Kautsky (Malkin, 1987 ; Havaux & Malkin, en 

préparation). La technique photoacoustique a encore d'autres 

avantages: possibilité d'études spectroscopiques rapides, 

mesure des signaux provenant de différentes profondeurs de 

l'échantillon (Buschmann & Prehn, 1983; Buschmann et al., 

1 9 8 4 ) , mesure de courbes de saturation de la production 

d'oxygène photosynthétique (Poulet et al., 1983 ; Canaani et 

al., 1 9 8 5 a ) , de l'effet Emerson (Canaani &. Malkin, 1 9 8 4 ) , . . . 

De plus, le signal est indépendant des propriétés de 

dispersion de la l'omière des échantillons (qui peuvent 

influencer considérablement les mesures de la fluorescence de 

la chlorophylle in vivo) et de 1'ouverture/fermeture des 

stomates" (parce que le signal est produit a l'intérieur de 

la feuille). Toutefois, l'inconvénient majeur de la technique 

photoacoustique est que non seulement les m.esures sont 

toujours relatives mais l'échantillon est emprisonné dans une 

petite cellule hermétiquement fermée et en conséquence, les 

mesures sont faites dans des conditions très particulières, 

probablement au point de compensation en C02. 

Nous avons observé que la fermeture des stomates par 

pulvérisation d'acide abscissique (ABA) sur les feuilles ne 

modifie en rien le signal photoacoustique. 



D. DIAGNOSTIC RAPIDE DE L'ÉTAT PHYSIOLOGIQUE DES PLANTES 

Il semble établi aujourd'hui que les membranes 

cellulaires, et les membranes chloroplastiques en particulier, 

constituent le site d'action primaire (ou tout du moins, un de 

ces sites) de la plupart des contraintes défavorables (stress) 

de l'environnement (Lyons et al., 1979; Levitt, 1980). Le fait 

que des stress physico-chimiques aussi différents en apparence 

que la sécheresse, la salinité ou les basses températures 

possèdent des sites d'action identiques et résultent en un 

certain nombre de réactions communes n'est peut-être pas si 

surprenant si on considère qu'au niveau cellulaire, ces 

contraintes sont en réalité très semblables. D'ailleurs, 

certains auteurs n'hésitent pas à regrouper ces divers 

facteurs du milieu sous le terme générique de "salinité 

physiologique" (Hamza, 1980; Hubac & Vieira Da Silva, 1980). 

Aussi bien le gel que la sécheresse ou la salinité mettent en 

effet en cause une modification de la balance hydrique 

(diminution du potentiel hydrique foliaire), résultant en une 

déshydratation des cellules. Ce phénomène a pour conséquence 

une augmentation de la concentration intracellulaire en sels 

et autres composés solubles (acides aminés libres, acides 

organiques,..,) qui peuvent alors atteindre un niveau de 

concentration toxique et ainsi causer une altération des 

membranes cellulaires (se reflétant principalement en une 

perte des propriétés de semi-perméabilité*). Bref, au niveau 

cellulaire, les effets des divers stress "déshydratants" se 

résument d'une certaine manière en un effet de la salinité. 

Cette action initiale sur les membranes cellulaires peut 

entraîner par la suite toute une série d'effets secondaires et 

éventuellement la mort de la plante. Même si cette hypothèse 

de la "salinité physiologique" semble quelque peu simpliste et 

si les conditions de stress agissent vraisemblablement sur 

plusieurs fonctions physiologiques simultanément (Levitt, 

1980), elle a cependant le mérite de mettre en évidence la 

très grande sensibilité des membranes cellulaires vis-à-vis 

"Pour les mécanismes d'action possibles des composés 

toxiques sur les membranes cellulaires, voir Havaux (1980 et 

1984). 



des contraintes du milieu. De même, il a été suggéré que 

d'autres facteurs de l'environnement tels la chaleur ou les 

températures fraîches (dans le cas des espèces d'origine 

tropicale ou subtropicale) provoquent également une altération 

des membranes cellulaires: hyperfluidité membranaire dans le 

premier cas (Levitt, 1980) et solidification de certaines 

portions de la matrice lipidique des membranes dans le second 

(Lyons et al., 1979; Murata & Yamaya, 1984). 

Comme nous l'avons vu précédemment, les feuilles végétales 

émettent toute une série de signaux lumineux (fluorescence, 

luminescence) , thermiques et acoustiques dépendant directement 

de l'activité des membranes thylacoïdiennes et pouvant être 

mesurés rapidement in vivo par différentes techniques 

biophysiques. Toute altération du fonctionnement normal de ces 

membranes, suite à l'action de contraintes du milieu par 

exemple, doit nécessairement se traduire par une modification 

de l'émission de ces signaux. En fait, les molécules de 

chlorophylle peuvent être considérées en quelque sorte comme 

des marqueurs internes du fonctionnement des membranes 

chloroplastiques. 

Dans notre thèse de doctorat (Havaux, 1984), nous avions 

déjà émis l'idée qu'il pourrait être possible d'exploiter en 

pratique cette particularité intéressante des molécules de 

chlorophylle pour détecter rapidement, in vivo et de manière 

non destructive des conditions de stress dans les plantes 

cultivées et donc d'estimer facilement leur état de santé. 

Ainsi, les effets d'un arrêt et du rétablissement de 

l'arrosage de plantules de maïs ont pu être suivis in situ par 

une mesure simple de fluorescence chlorophyllienne (rapport 

P/0) (Havaux &. Lannoye, 1983b). De même, l'importance des 

dégâts causés par le froid chez le maïs (espèce très sensible 

aux basses températures) a pu être estimée par la mesure de 

certains paramètres de fluorescence in vivo (Havaux & Lannoye, 

1984 et 1985a). D'autres chercheurs se sont également 

intéressés à l'application des mesures de fluorescence 

chlorophyllienne à la détection précoce des dégâts 

physiologiques induits par les contraintes de l'environnement 

et une synthèse des recherches réalisées dans ce domaine a été 

faite par Havaux & Lannoye (1985b) et Renger 6t Schreiber 

(1986). 



D'un autre coté, la quantification, au moyen de diverses 

méthodes biophysiques, de la réponse aux contraintes du milieu 

de différentes espèces ou de différentes variétés d'une même 

espèce pourrait permettre de les comparer et de déterminer 

ainsi facilement leur résistance relative aux stress. En 

principe, on pourrait envisager le développement de tests 

rapides, basés sur des mesures photoacoustiques ou de 

fluorescence, pour le criblage de génotypes de plantes 

cultivées résistants aux stress de l'environnement. Cette idée 

très séduisante a été formulée pour la première fois (en ce 

qui concerne les mesures de fluorescence) par Smillie et 

collaborateurs (voir entre autres Smillie & Hetherington 

(1983) et Hetherington et al. ( 1 9 8 3 ) ) . Enfin, combinées à 

d'autres techniques in vivo (polarographie, spectroscopie 

d'absorbance) , les mesures des signaux thermiques, acoustiques 

et de fluorescence constituent un outil très performant qui 

pourrait permettre de comprendre les mécanismes de modulation 

et de contrôle de l'activité photosynthétique par 

l'environnement- Ce sont ces différents problèmes (détection 

de stress/ méthodes rapides de criblage/ modulation de 

l'activité photosynthétique) que j'ai principalement étudiés 

au cours de ces dernières années dans de nombreuses espèces 

végétales (tabac, blé dur, haricot, peuplier,..-) soumises à 

différents types de contraintes (déficit hydrique, 

basses/hautes températures, lumière). Les contraintes étudiées 

peuvent être considérées comme les plus importants facteurs de 

l'environnement qui limitent la distribution géographique et 

la productivité des plantes sur la terre (à ce propos, voir 

notamment Witt & Barfield, 1982; McWilliam, 1 9 8 6 ) . Une 

sélection des principaux résultats obtenus est présentée dans 

le chapitre suivant. Le but de cette thèse est d'indiquer des 

approches expérimentales appropriées et de montrer quels 

genres de renseignements à caractère pratique peuvent être 

obtenus. 



II. STRESS HYDRIQUE 

Depuis longtemps, la sécheresse a été reconnue comme un 

des plus importants facteurs écologiques qui affectent la 

photosynthèse (pour une synthèse, voir Boyer, 19 76; Kriedemann 

&L Downton, 1981). Un déficit hydrique dans les feuilles 

végétales se traduit par une réduction du taux d'assimilation 

photosynthétique du CO2 qui a été attribuée d'une part à une 

fermeture des stomates (Moldau, 1973; O'Toole et al., 1977) et 

à une augmentation de la résistance à la diffusion du CO2 

dans les cellules du mésophylle (Mederski et al., 1975) et 

d'autre part à une composante non stomatique (Boyer, 1971; 

Boyer, 1976; Cornic et al., 1981). Un certain nombre de 

travaux ont suggéré que la sécheresse affecte directement les 

processus photochimiques primaires de la photosynthèse et, en 

particulier, ceux liés au PS II (Fry, 1970; Mohanty &. Boyer, 

1976; Govindjee et al., 1981; Newton et al., 1981; Havaux & 

Lannoye, 1983b). Cependant, d'autres chercheurs sont arrivés à 

une conclusion fort différente et pratiquement opposée, en 

montrant que le transport photosynthétique d'électrons et la 

photochimie primaire sont particulièrement résistants aux 

contraintes hydriques (Sharkey 61 Badger, 1982; Schreiber & 

Bilger, 1985; Genty et al., 1987; Ben et al., 1987). Ces 

contradictions, qui peuvent s'expliquer en partie par 

l'utilisation de différentes méthodes de mesure (in vivo, in 

vitro), de différentes espèces végétales et de différents 

types de stress (rapides, lents), montrent que les mécanismes 

par lesquels la sécheresse affecte la photosynthèse sont 

encore loin d'être compris clairement. De par ses 

caractéristiques (insensibilité vis-à-vis de la fermeture des 

stomates, mesure de l'activité photosynthétique brute,...), la 

méthode photoacoustique, associée aux mesures de fluorescence 

chlorophyllienne in vivo et d'absorbance foliaire, constituent 

un outil idéal pour examiner in situ les effets des 

contraintes hydriques sur la photosynthèse. 

A. Deshydratation foliaire rapide suivie par photoacoustique: 

méthodologie. 

Une dessiccation foliaire rapide fournit un exemple très 



parlant du danger qui peut exister lorsqu'on utilise les 

signaux photoacoustiques in vivo tels quels sans précaution. 

Des petits disques de feuilles de tabac (Nicotiana tabacum 

L., var. Xanthi) ont été rapidement déshydratés à l'air libre 

et à l'obscurité (pour plus de détails, voir Havaux & Lannoye, 

1985c et Havaux et al., 1986a). Après 4 h de déshydratation, 

le contenu relatif en eau des échantillons foliaires a été 

réduit à environ 3 0 7 o , ce qui correspond à un potentiel 

hydrique foliaire de -23 bars (au lieu de -8 bars dans les 

témoins). 

Cette dessiccation rapide des feuilles a causé une 

modification considérable du signal photoacoustique mesuré à 

basse fréquence (Fig. 15): l'amplitude de la composante 

oxygène du signal a diminué alors que l'amplitude du signal 

photothermique a fortement augmenté. Comme le montre la figure 

16, le spectre de réflection de la lumière par les feuilles de 

tabac n'a été que très peu affecté par la dessiccation, 

indiquant que les propriétés optiques des feuilles sont 

restées pratiquement inchangées. L'augmentation de Apj ne 

peut donc s'expliquer par une augmentation de l'absorption 

lumineuse par les feuilles et une autre explication doit être 

trouvée. 

Dans des conditions où la distance spécifique de diffusion 

thermique (c'est-à-dire, la distance caractéristique qui, 

lorsqu'elle est parcourue par une onde thermique, résulte en 

une atténuation de cette onde par un facteur 1/e (= 0.37 

environ)) est nettement supérieure à la distance spécifique ou 

réelle de l'absorption lumineuse, les ondes thermiques 

produites sur la distance où la lumière est absorbée arrivent 

non atténuées à la surface et sont donc proportionnelles à 

l'absorption totale de la lumière. L'amplitude de la 

modulation thermique est ainsi proportionnelle à l'énergie 

lumineuse (intégrée) incidente pendant un cycle (donc 

proportionnelle à la durée du cycle et par conséquent, 

inversement proportionnelle à la fréquence). Dans les feuilles 

non stressées, Apj a été en effet linéairement relié à 1/f 

sur une très large gamme de fréquences (5-1000 Hz), mis à part 

toutefois une petite déviation aux basses fréquences (Fig. 

17). Dans les feuilles déshydratées, on peut également 

observer une gamme de basses fréquences où Ap'j- est 
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Fig .15. Signal photoacoustique (composante en-phase) émis par 

une feuille de tabac (A, témoin; 3, déshydratée pendant 4 h) 

éclairée par une lumière rouge (680 nm, 6.5 W m~^) modulée à 

une fréquence de 24 Hz- S.L., lumière saturante (460 W 

m-2). 
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Fig.16. Spectre de réflection de la lumière visible d'une 

feuille de tabac ( , témoin; , déshydratée pendant 4 

h). Les spectres ont été mesurés au moyen d'un spectromètre 

CARY 16 équippé d'une sphère d'intégration. 



proportionnel à 1/f avec une pente plus grande que dans les 

témoins. Cependant, lorsque la fréquence de modulation 

augmente, on observe une très forte déviation vers de plus 

faibles valeurs qui finallement tendent vers une nouvelle 

proportionalité avec 1/f dont la pente est plus faible. Il 

apparaît que le signal photothermique des feuilles stressées 

est formé de deux composantes: une qui disparaît aux 

fréquences élevées et une autre qui persiste à toutes les 

fréquences. Le graphique inséré dans la figure 17 montre qu'en 

réalité le signal photothermique à très haute fréquence est 

identique dans les témoins et les feuilles de'shydratées. C'est 

donc la composante éliminée aux hautes fréquences et visible 

uniquement aux basses fréquences qui a été affectée par la 

contrainte hydrique. Ces résultats semblent confirmer l'idée 

de Larue et al. (1985) suivant laquelle il y aurait deux types 

de signaux photothermiques provenant d'ondes thermiques 

"internes" Tj_ (le signal acoustique est produit dans les 

espaces intercellulaires; T-j_ suivrait la même voie (très 

courte, environ 1 ^m) de diffusion que l'oxygène) et d'ondes 

thermiques Tg qui rejoignent la surface (atténuées plus vite 

que Tj_ lorsque la fréquence augmente étant donné une voie de 

diffusion beaucoup plus longue (environ 30 pm)). Des 

observations microscopiques (non présentées ici) nous ont 

montré une considérable réduction des espaces extracellulaires 

et un rétrécissement des cellules du mesophylle, résultant en 

une meilleur surface de contact entre les cellules et 

probablement en une plus grande probabilité pour les ondes 

thermiques Tg d'atteindre la surface (d'où 

vraisemblablement, l'augmentation de Tg). Il faut remarquer 

que Tg existe aussi dans les témoins mais est à peine 

visible. 

Un examen plus quantitatif des données (voir Havaux et 

al,, 1986a) montre cependant que cette théorie est trop 

simplifiée. De toute évidence, le signal photoacoustique 

produit par une feuille est un phénomène très complexe. 

Visiblement, les modèles existants (par exemple, celui de 

Rosencwaig & Gersho, cf. Rosencwaig (1980)) ne peuvent être 

appliqués tels quels aux végétaux. Ce qui a malheureusement 

été fait dans certains cas. 

L'observation la plus importante est qu'à haute fréquence. 



Ap'j' (c'est-à-dire, essentiellement T̂ ĵ ) n'a pas été modifié 

par le stress hydrique rapide. Dans le calcul du rendement 

quantique de la production d'oxygène (^Q^/Ap^), c'est 

qui doit être pris en considération et non le signal 

photothermique total. Cependant, pour des raisons pratiques, 

il est préférable de calculer le rendement quantique (aussi 

bien dans les feuilles témoins que dans les feuilles 

stressées ) en utilisant la valeur de Ap'j- des témoins (oui 

représente surtout T;̂  ) • 

En utilisant donc le rapport de AQX sur Apj des 

témoins, les résultats présentés à la figure 15 montrent 

directement que le rendement quantique de la production 

d'oxygène a très fortement diminué après le stress hydrique 

rapide. Toutefois, il faut considérer le fait que les 

changements morphologiques causés par le stress ont pu 

modifier la voie de diffusion de l'oxygène et en conséquence 

le signal photoacoustique d'oxygène. Ce problème peut être 

examiné en utilisant l'approche de Poulet et al. (1983): le 

graphique du logarithme du rapport ^OX^^PT fonction de 

la racine carrée de la fréquence est linéaire (pour des 

fréquences inférieures à environ 100 Hz) avec une pente égale 

a 

- ^ 1 ( 1 / ^ - 1 / ^ h ) 

où 1 est la longueur moyenne de la voie de diffusion de la 

chaleur et de l'oxygène des chloroplastes jusqu'à la paroi des 

cellules, et DQ^ 2t D̂ ĵ  sont respectivement le coefficient 

de diffusion de O2 et la diffusivité thermique dans le 

milieu aqueux de la cellule (en réalité, l/yD^j^ est très 

petit et peut être négligé). La figure 18 montre que la pente 

de la droite a été très nettement modifiée (surtout au début 

du stress, pendant les deux premières heures) - un effet qui 

reflète vraisemblablement les changements anatomiques de la 

feuille affectant différemment 1 (par rétrécissement des 

cellules) et les coefficients de diffusion (par changement de 

viscosité de l'intérieur des cellules). 

Ce changement de pente indique que des facteurs autres que 

l'inhibition de l'activité photosynthétique sont impliqués 

dans la modification des signaux photoacoustiques. Ces 
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Fig .17. Amplitude du signal photo thermique Ap'p en fonction 

de l'inverse de la fréquence de modulation dans une feuille de 

tabac témoin ( A ) et dans des feuilles déshydratées pendant 2 

(•) ou 4 h (o). Le graphique inséré dans la figure montre 

Ap'p des différents types de feuilles dans la zone des hautes 

fréquences. 

Fig .18. Logarithme du rapport Agx/ApT en fonction de la 

racine carrée de la fréquence de modulation dans des disques 

de feuilles de tabac déshydratés pendant 0 (A), 2 (•) , 4 (o) 

et 5.5 h ( • ). 



facteurs peuvent être éliminés en utilisant, comme mesure du 

rendement quantique de la production d'oxygène 

photosynthétique, l'intersection de la droite avec l'axe des y 

(c'est-à-dire, ^ox/^pj à la fréquence 0 ) . Dans ce cas, 

l'inhibition de l'activité photosynthétique a été de 4 0 7 o après 

4 h de stress hydrique (au lieu de 8 0 7 » (!) si on utilise une 

mesure à la fréquence de 24 Hz). Un rétablissement complet et 

rapide aussi bien de l'activité photosynthétique que des 

paramètres de diffusion a été observé au cours de la 

réhydratation des tissus stressés (et ce même pour des disques 

foliaires ayant perdu près de 807, de leur activité 

photosynthétique!) (Fig. 19). Cette réversibilité rapide 

suggère que l'inhibition de la photosynthèse causée par un 

stress hydrique rapide est due à des changements de 

conformation des membranes thylacoïdiennes. 

La figure 20 montre l'évolution du stockage d'énergie 

photochimique (mesuré à 440 Hz) au cours de la dessiccation 

rapide et de la réhydratation des feuilles de tabac. Le 

stockage d'énergie photochimique a été visiblement beaucoup 

plus affecté que la production d'oxygène. A la fréquence 

utilisée, le stockage d'énergie mesuré correspond à un 

interval de temps d'environ 0 . 4 ms après la capture de 

l'énergie lumineuse (Malkin & Cahen, 1979). Cet ordre de 

temps pourrait suggéré que l'activité de phosphorylation a été 

rapidement perdue au cours du stress hydrique. La grande 

sensibilité de cette réaction vis-à-vis des conditions de 

sécheresse a été montrée également par d'autres à l'aide 

d'autres techniques in vitro et in vivo (Younis et al., 1979; 

Ortiz-Lopez et al., 1987). 

B. Mesures in situ du mécanisme d'action du stress hydrique 

rapide sur l'appareil photochimique des chloroplastes. 

Le chapitre précédent montre qu'une déshydratation rapide 

des feuilles de tabac agit directement sur le transfert 

photosynthétique d'électrons. Des recherches portant sur des 

algues, des chloroplastes isolés- et des feuilles ont mis en 

évidence que certaines réactions partielles du transport 

d'électrons sont plus sensibles que d'autres aux conditions de 

sécheresse (Mohanty & Boyer, 1976; Wiltens et al., 1978; 

Govindjee et al., 1981; Matorin et al., 1982; Havaux & 



Fig . l 9 . Effet de la réhydratation sur la dépendance vis-à-vis 

de la fréquence du rapport AQ^/Ap^j dans des disques de 

feuill es de tabac. Les disques déshydratés pendant 2 ( W ) ou 

4 . 5 h (•) ont été réhydratés pendant 2 h (respectivement, G 

et o). Disques témoins, • . 

TIME (h) 

Fig .2Q. Stockage d'énergie photochimique dans des disques de 

feuilles de tabac soumis à une déshydratation à l'air libre. 

Au temps indiqué par la flèche, les disques stressés ont été 

transférés dans l'eau. 



Lannoye, 1983b). Une image plus ou moins claire du mécanisme 

d'action d'un stress hydrique rapide peut être obtenue en 

utilisant une combinaison de diverses techniques in vivo: 

fluorescence chlorophyllienne (fournissant des informations 

sur le PS II), spectroscopie différentielle d'absorption du 

cytochrome f (cyt f) (fournissant des informations sur le PS 

I) et la photoacoustique (fournissant des informations sur le 

rapport des activités PS Il/PS I, par l'intermédiaire de la 

mesure de l'effet Emerson (Canaani &. Malkin, 1984)). 

Activité du PS I. Lorsqu'une feuille est éclairée par une 

lumière rouge-lointain (> 700 nm), l'absorption de la feuille 

à 554 nm change (Bishop et al., 1972; Havaux et al., 1986b). 

Cette modification d'absorption, qui reflète l'oxydation du 

cyt f par le PS I, peut être facilement mesurée in vivo à 

l'aide d'un spectrophotomètre très sensible (du type Aminco 

DW-2, par exemple) opérant dans le mode différentiel 

(l'absorption à 554 nm est comparée à celle à 540 nm). Les 

courbes de l'oxydation du cyt f en fonction de l'intensité de 

la lumière rouge-lointain (Fig. 21) peuvent être utilisée 

comme indicateur de l'activité du PS I*. La figure 21 montre 

que cette courbe de saturation est restée largement inchangée 

après la dessiccation rapide (pente de la partie linéaire non 

modifiée et niveau de saturation légèrement augmenté), 

indiquant une grande résistance du PS I vis-à-vis du stress. 

Activité du PS II. Les courbes d'induction de la 

fluorescence de la chlorophylle a peuvent être utilisées comme 

indicateur du flux d'électrons au niveau du PS II. Le stress 

hydrique rapide a résulté en une diminution importante de 

l'amplitude de la fluorescence variable (Fig. 22), indiquant 

une inhibition de l'activité du PS II. Le degré d'inhibition 

de la fluorescence chlorophyllienne induite s'est révélé être 

identique à celui du transfert linéaire d'électrons (mesuré 

photoacoustiquement par le rendement quantique de la produc-

II existe d'autres méthodes, basées sur des changements 

d'absorbance foliaire, permettant d'estimer l'activité du PS I 

in vivo. Ainsi, par exemple, l'oxydation et la réduction du 

P7OO traduisent par des changements mesurables 

d'absorbance à 820 nm (Harbinson &. Woodward, 1987). 
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Fig.21. Amplitude des changements d'absorbance foliaire à 554 

nm (référence à 540 nm) induits par différentes intensités de 

lumière rouge-lointain ( y 715 nm) pour des feuilles de tabac 

témoins (•) et déshydratées pendant 4 h (o). 
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Fig.22. Courbes d'induction de la 

fluorescence chlorophyllienne 

(changements rapides) émise par des 

feuilles de tabac. 

Expérience I: 

a) feuille témoin, 

b) feuille déshydratée pendant 4 h, 

c) feuille incubée pendant 1 h dans 

une solution d'hydroxylamine 10 

puis déshydratée pendant 4 h, 

Expérience II: 

d) feuille témoin, 

e) feuille déshydratée pendant 4 h, 

f) feuille incubée dans methylamine 5 

mM puis déshydratée, 

h) feuille incubée dans hydrazine 10 

mM puis déshydratée. 

TIME ( — 5 0 m s ) 



tion d'oxygène (pas montré ici)), suggérant que le site 

d'action du stress hydrique rapide se situe au niveau du PS 

II. Toutefois la réduction de la fluorescence n'a pas été 

observée quand les échantillons foliaires ont été infiltrés 

avec un donneur d'électrons du PS II (hydroxylamine, 

methylamine, hydrazine) avant le traitement stressant. Cette 

observation indique que c'est le côté donneur d'électrons du 

PS II (probablement le système enzymatique d'oxydation de 

l'eau) qui a été altéré par la déshydratation foliaire rapide. 

Balance des activités PS I/PS II. Une caractéristique 

importante de la technique photoacoustique est la possibilité 

d'estimer les activités relatives des deux photosystèmes, 

indiquées par l'effet Emerson (augmentation de la production 

d'oxygène suite à l'addition d'une lumière rouge-lointain 

absorbée préférentiellement par le PS I). La figure 23 montre 

une expérience de photoacoustique "en continu" pendant 

laquelle l'effet Emerson a été mesuré, dans des feuilles de 

tabac témoins et déshydratées pendant 4 h, au cours de 

transitions réversibles entre l'état 1 et l'état 2. 

|tsL . 60S , ,6min 
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Fig.23. Transitions état 1-état 2 suivies par photoacoustique 

dans des disques de feuilles de tabac témoins (A) et 

déshydratés pendant 4 h (B). Les changements d'état ont été 

quantifiés en allumant la lumière rouge-lointain (710 nm) à 

l'état 2 et en la coupant à l'état 1 (permettant de mesurer le 

renforcement d'Emerson). S.L., lumière saturante. 



L'éclairement prolongé de la feuille par une lumière modulée 

rouge (initiallement absorbée principalement par le PS II) 

résulte en une transition vers l'état 2 où l'énergie lumineuse 

absorbée est distribuée équitablement entre les deux 

photosystèmes. L'addition d'une lumière rouge-lointain 

continue (absorbée surtout par le PS l) induit une très faible 

augmentation de la production d'oxygène (faible renforcement 

d'Emerson) étant donné que, dans cet état, le PS I est peu 

limitant. Par contre, l'adaptation de la feuille à cette 

lumière rouge-lointain se traduit alors en une transition vers 

l'état 1 caractérisé par un très fort déséquilibre de la 

distribution d'énergie d'excitation au profit du PS II. La 

suppression de la lumière continue rouge-lointain résulte en 

une très forte diminution du signal photoacoustique d'oxygène 

(grand renforcement d'Emerson). Aussi bien les feuilles 

deshydratées que les feuilles non stressées ont présenté ces 

transitions d'état induites par la lumière. 

L'effet Emerson (rapport de la production d'02 en 

présence de la lumière rouge lointain sur la production d'02 

en son absence) est un indicateur de la valeur du rapport 6/ec 

où S et sont respectivement les potentiels photochimiques 

maxima (rendement quantique x distribution lumineuse) du PS II 

et du PS I (Canaani £t Malkin, 1984). Le calcul du renforcement 

d'Emerson aux états 1 et 2 dans les feuilles déshydratées ou 

non a donné des résultats très surprenants: 

Etat 1 Etat 2 

Témoins 1 . 2 5 3 1.074 

Déshydratés 1 . 3 6 3 1 . 2 2 5 

La déshydratation foliaire n'a pas réduit la valeur de ce 

renforcement: au contraire, l'effet Emerson a même augmenté 

très fortement à l'état 2. Nous sommes donc face à une 

situation paradoxale où B/«- a augmenté alors que B a diminué 

et « est resté largement inchangé (?). La préservation de a, 

indiquée par les mesures de photooxydation du . cyt f, est 

confirmée par la figure 24 qui montre la valeur de l'effet 

Emerson (à l'état 1) en fonction du rapport de la lumière 

rouge- lointain (lumière 1) sur la lumière modulée rouge 

(lumière 2). La partie linéaire de la courbe fournit une 



Fig.24. Renforcement d'Emerson à l'état 1 en fonction du 

rapport de l'intensité de la lumière 1 (701 nm) sur 

l'intensité de la lumière 2 (lumière modulée-650 nm) dans des 

disques de feuilles de tabac témoins (•) ou déshydratés 

pendant 4 h (o). 
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Fig .25. Modèles du transfert d'électrons entre le PS II et le 

PS I (à gauche) et la relation entre le renforcement d'Emerson 

et le 7o d'inhibition du PS II prédit par chaque modèle (à 

droi te) . 

A) Transfert "au hasard" des électrons entre les deux 

photosystèmes; 3) photosystèmes liés. 



mesure relative de rendement quantique du PS I pour l'effet de 

renforcement: la pente de la droite est restée inchangée. La 

conservation du rapport B/ oi est un résultat extrêmement 

surprenant et impossible à expliquer, en tout cas avec le 

modèle actuellement accepté de la diffusion "au hasard" des 

électrons entre des photosystèmes séparés et localisés en des 

zones membranaires différentes (Anderson, 1975; Arntzen, 1978; 

Anderson, 1981). Cet effet, qui a été observé dans d'autres 

cas où le PS II est inhibé préférentiellement (froid, chaleur, 

DCMU) (Malkin et al., 1986b; Yakir et al., 1986), peut être 

expliqué si on suppose que chaque centre du PS II est associé 

à un centre du PS I correspondant. Nous avons discuté en 

détail ce concept des photosystèmes liés dans un article 

(Malkin et al., 1986b). Suivant ce modèle (voir Fig. 25), la 

destruction de certaines unités PS II (S diminué) doit 

résulter en une inhibition du transfert d'électrons de toute 

la chaîne (diminution du rendement quantique apparent) alors 

que les chaînes restées intactes se comportent normalement en 

ce qui concerne l'effet Emerson (&/a intact). 

C. Stress hydrique lent induit par arrêt de l'irrigation des 

plantes. 

La dessiccation rapide d'échantillons foliaires représente 

une situation très différente de celle qui se passe dans des 

conditions naturelles où le stress est beaucoup plus lent et 

des phénomènes d'adaptation (ajustement osmotique) peuvent se 

développer. Nous avons donc examiner si la méthodologie 

développée pour la déshydratation foliaire "artificielle" peut 

s'appliquer également au stress hydrique lent (se développant 

sur une quinzaine de jours) provoqué par arrêt d'arrosage de 

plantes (tabac) cultivées en conditions naturelles. Les 

résultats ont été présentés et discutés en détails dans un 

article (Havaux et al., 1987a). Les conclusions principales 

ont été les suivantes: 

* de même que pour la déshydratation foliaire rapide, le 

stress hydrique lent a modifié le signal photoacoustique par 

un effet sur les propriétés de diffusion de la feuille 

(changement de la pente du graphique In (AQx/Ap'j') en 

fonction de Wf (Fig. 26A)) et sur l'activité photosynthétique 

(extrapolation de AQx/Apj à la fréquence 0 (Fig. 26B)). Il 
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Fig.26. A) Pente (valeur absolue) de la droite représentant la 

relation existante entre In ( A Q X / A P T ) et , et B ) 

rendement quantiqiie de la production d'oxygène (extrapolation 

de Aox/Ap'x à la fréquence 0) dans des feuilles de tabac 

ayant différents contenus relatifs en eau. 



est donc impératif d'étudier la dépendance du signal vis-à-vis 

de la fréquence de modulation (comme expliqué en I IA) afin de 

séparer ces effets multiples. 

* la figure 26B montre que 1'inactivation du transfert 

d'électrons s'est faite en deux phases: inhibition très faible 

suivie d'une brusque chute de l'activité (à partir d'un 

contenu relatif en eau de 6 0 7 c ) . Des mesures complémentaires de 

l'activité du PS II (fluorescence chlorophyllienne à 

température ambiante et à 77K), du PS I (photooxydation du cyt 

f) et de la distribution de l'énergie entre les deux 

photosystèmes (Effet Emerson) ont révélé une phénoménologie 

beaucoup plus complexe que dans le cas du stress rapide 

(Havaux et al., 1987a). Bien qu'il aie été confirmé que le PS 

II est plus sensible à la sécheresse que le PS I, les dégâts 

primaires ont été localisés dans le centre réactionnel 

lui-même et/ou au niveau de sa connection avec les 

pigments-antennes (et non plus au niveau du côté donneur 

d'électrons du PS II). Ces altérations ont causé des 

changements très complexes dans la distribution de l'énergie 

d'excitation. 

* les effets de la sécheresse en conditions naturelles 

sont réversibles (mais beaucoup plus lentement que dans le cas 

de la déshydratation rapide) et apparemment indépendants 

d'effets photoinhibiteurs. Le tabac apparaît donc comme une 

espèce, telle le cotonnier (Genty et al., 1987) ou le saule 

(bgren et Oquist, 1985), qui n'est pas sensibilisée à la 

photoinhibition dans des conditions de déficit hydrique, au 

contraire d'autres espèces telles Nerium oleander par exemple 

(Bjbrkman & Powles, 1984). 

D. Tests rapides de sélection de plantes résistantes à la 

sécheresse 

La déshydratation rapide de disques de feuilles de tabac 

résulte en une forte diminution de l'amplitude de la 

fluorescence variable. Cet effet diffère cependant suivant les 

espèces végétales: l'inhibition de la fluorescence variable 

peut être faible (le haricot, Havaux &. Lannoye, 1985d) ou même 

pratiquement inexistante (le blé dur, Havaux & Lannoye, 

1985c). En général, la décroissance lente de la fluorescence 

chlorophyllienne après le pic P est un phénomène beaucoup plus 
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Fig.27. Courbes d'induc

tion de la fluorescence de 

la chlorophylle émise par 

des morceaux de feuilles 

de blé dur (var. Tell) 

soumis à une déshydrata

tion rapide à l'air 

pendant 0, 4, 6 e t 8 h . La 

flèche indique le moment 

où les échantillons de 

feuilles, préalablement 

adaptés à l'obscurité 

pendant 30 min, ont été 

brusquement illuminés. 

sensible aux conditions de sécheresse dans la plante 

(Lichtenthaler et al., 1986). La figure 27 montre une courbe 

d'induction de la fluorescence de la chlorophylle émise par 

une feuille de blé dur (var. Tell) soumise à une dessiccation 

rapide. L'inhibition de l'extinction de la fluorescence (de P 

à s) apparaît comme le changement le plus marqué. Ce phénomène 

peut être quantifié en calculant le rapport (P-S)/S (Fig. 28). 

Comme le montre la figure 29, ce rapport est linéairement 

relié au potentiel hydrique foliaire ^ (tout au moins pour 

les potentiels hydriques supérieurs à -30 bars). Il est 

intéressant de remarquer que la pente de la droite de la 

variété de blé dur Tell (moyennement résistante à la 

sécheresse) diffère de celle de Dougga 3, (variété de blé 

tendre très résistante à la sécheresse). Pour une même valeur 

du potentiel hydrique foliaire, l'inhibition de la phase P-S a 

été beaucoup moins forte dans le génotype très résistant que 

dans le génotype moins résistant. Le rapport (P-S)/S apparaît 

donc comme un indicateur intéressant (et facile à mesurer) du 

degré de résistance à la sécheresse chez le blé. 
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FLg.28. Amplitude de la fluorescence variable (P-0)/0 et 

rapport (P-S)/S déterminés à partir des courbes d'induction de 

la fluorescence de la chlorophylle de feuilles de blé dur 

(var. Tell) exposées à la déshydratation. Barres verticales= 

déviations standards des moyennes (n=5). 
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Fig.29. Corrélation entre la décroissance de la fluorescence 

de la chlorophylle de P à S (quantifiée par le rapport 

( P - S ) / S ) et le potentiel hydrique des feuilles d'une variété 

de blé tendre très résistante à la sécheresse (Dougga B.) et 

d'une variété de blé dur moyennement résistante (Tell). 



Cette idée a été testée et confirmée en soumettant à une 

déshydratation rapide (4 h) les feuilles de 24 variétés de blé 

dur possédant différents degrés connus" de résistance à la 

sécheresse (Tableau 1), Le rapport (P-S)/S permet de 

distinguer aisément trois classes de plantes (très 

résistantes, moyennement résistantes, sensibles) et peut donc 

servir de base pour établir un test rapide de sélection de 

génotypes de blé adaptés à la sécheresse. 

Malheureusement, la nécessité d'adapter les feuilles à 

l'obscurité pendant un laps de temps relativement long réduit 

la possibilité de cribler un très grand nombre d'échantillons 

et empêche les mesures en plein champ. Ce problème peut être 

résolu en utilisant une technique de fluorescence modulée qui 

permet d'estimer la composante photochimique (qq) de 

l'extinction de la fluorescence à l'état stationnaire 

(c'est-à-dire, dans une feuille photosynthétisant à une 

certaine intensité lumineuse) en utilisant des éclairs de 

lumière saturante (pour le principe de cette technique, voir 

Introduction p.10). Le tableau 2 montre qu'il est possible de 

classer les variétés (connues) et les génotypes (inconnus) en 

fonction de leur résistance relative à la sécheresse sur base 

de l'inhibition de qq après un stress rapide. Les 

différences entre cultivars sont cependant moins fortes qu'en 

utilisant (P-S)/S comme indicateur de résistance. Cela 

s'explique vraisemblablement par le fait (P-S)/S et qq 

mesurent deux phénomènes différents (dans le premier cas, il 

s'agit d'une mesure globale et finalement peu rigoureuse de 

l'extinction de la fluorescence après P et dans l'autre, une 

mesure plus correcte d'une composante (qq) de l'extinction). 

De plus, pour des raisons pratiques (voir Havaux et al., 

1987e), les mesures ont été faites dans des conditions 

"La résistance à la sécheresse des variétés de blé dur et 

tendre utilisées a été déterminée à la Station d'Amélioration 

des Plantes de l'Ecole Nationale Supérieure Agronomique de 

Montpellier en utilisant, comme critères, le rendement, la 

concentration foliaire en proline libre, la résistance 

foliaire à la transpiration et la turgescence cellulaire 

(Monneveux Nemmar, 1986; P. Grignac, Comm. Pers., 1987). 



TABLEAU 1 
Effet de la déshydratation pendant 4 h d'échantillons de 
feuilles de 24 variétés de blé dur sur l'extinction de la 
fluorescence de la chlorophylle (de P à S), mesurée par le 
rapport (PS)/S. Le potentiel hydî'ique des feuilles traitées a 
été de -17+2 bars pour toutes les variétés à l'exception de 
FlorencexAurore, Poinville et Tomclair dont le potentiel hydrique 
a été de -27 bars. Potentiel hydrique des témoins = -4+1 bars. 

Variétés (PS)/S 

Témoins Traités 

Très résistantes à la 
sécheresse 
Oued Zenati 0,39+0,07'^ 0,38+0,08 (100%) 
Polonicum 0,89+0,05 0,59+0,03 ( 85%) 
Hedba 3 0,54+0,12 0,45+0,05 ( 83%) 
Arz 0,58+0,04 0,46+0,05 ( 79%) 
Dougga B 0,58+0,07 0,44+0,12 ( 76%) 
Aziza 0,51+0,07 0,36+0,05 ( 70%) 
Gloire de Mongolfier 0,78+0,06 0,54+0,07 ( 69%) 
Tassili 0,58+0,05 0,37+0,06 ( 64%) 

Khroub 0,72+0,06 0,41+0,10 ( 57%) 
Mahon Demias 0,74+0,11 0,42+0,22 ( 57%) 
Rekhem 0,64+0,05 0,34+0,22 ( 53%) 
Waha 0,70+0,05 0,36+0,09 ( 51%) 
Maghrebi 0,89+0,05 0,35+0,08 ( 51%) 
Inia 66 0,53+0,06 0,27+0,10 ( 51%) 
Sahel 0,61+0,04 0,29+0,08 ( 47%) 
Mondur 0,64+0,05 0,25+0,06 ( 39%) 
KKB 0,82+0,13 0,30+0,08 ( 37%) 
Tell 0,62+0,03 0,23+0,07 ( 37%) 

Sensibles 
Timgad 0,74+0,06 0,21+0,05 ( 28%) 
Hd 1220 Kalb 0,70+0,07 0,13+0,12 ( 18%) 
Poinville 0,69+0,06 0,10+0,04 ( 14%) 
Tomclair 0,72+0,05 0,09+0,03 ( 12%) 
Cando 0,84+0,04 0,07+0,05 ( 11%) 
FlorencexAurore 0,66+0,07 0,07+0,07 } 11%) 

'^Les valeurs données dans le tableau sont les moyennes de 5 
mesures + déviation standard. Entre paranthèses: valeurs des 
traités en % des témoins 



expérimentales légèrement différentes: qq a été mesuré avec 

une densité de flux de photons de la lumière actinique blanche 

d'environ 1000 pE m"^ s"-'- alors que le rapport (P-S)/S a 

été déterminé avec une faible lumière rouge (15 pE m~^ 

Les résultats présentés dans ce chapitre montrent que la 

conservation de l'activité d'extinction de la fluorescence 

dans des échantillons foliaires rapidement déshydratés est 

caractéristique de plantes adaptées à la sécheresse et peut 

servir d'indicateur simple et rapide de la tolérance relative 

à la sécheresse chez le blé (dur ou tendre) et probablement 

chez les céréales en général. 

TABLEAU 2 
Effet de la déshydratation pendant 4 h de feuilles de aultivars 
de blé dur sur la composante photoahimique qq de l'extinction 
de la fluorescence chlorophyllienne. 

Noms des variétés et qq (%) 
des génotypes 

témoins traités 

Résistants à la 
sécheresse 
Waha 
Bidi 17 
Arz 
Hedba 3 
Mohamed Ben Bachir 
Tassili 
Khroub 
28-4-2 

Sensibles 
408-7 
36 
522-2-7 
1710 
Clairdoc 
Tomclair 
57 
Poinville 
KKB 
Durelle 
37-7-7 
30-1-2 

0,20^^ 
0,91 
0,89 
0,70+0,01 
0,90 
0,90 
0,91 
0,68+0,01 

0,69+0,01 
0,64+0,03 
0,76+0,01 
0,75+0,01 
0,79+0,03 
0,89+0 
0,83+0,01 
0,89 
0,88 ' 
0,89 
0,77+0,01 
0,69+0,10 

0,86 
0,872 
0,84 
0,65+0,15 
0,83 
0,81 
0,81 
0,52+0,06 

0,52+0,08 
0,47+0,04 
0,53+0,02 
0,48+0,04 
0,49+0,10 
0,52+0,01 
0,45+0,04 
0,46 
0,44 
0,39 
0,29+0,01 
0,19+0,07 

(96%) 
(96%) 
(94%) 
(93%) 
(92%) 
(90%) 
(89%) 
(79%) 

(75%) 
(73%) 
(70%) 
(84%) 
(62%) 
(58%) 
(54%) 
(52%) 
(50%) 
(44%) 
(37%) 
(27%) 

^Les valeurs présentées dans ce tableau sont soit les moyennes 
de trois expériences + déviation standard, soit les résultats 
d'une expérience. Entre parenthèses: valeurs des feuilles 
traitées exprimées en % des témoins. 



III. HAUTES TEMPERATURES 

L'incubation de feuilles, de chloroplastes isolés et 

d'algues à des températures supérieures de ZO-SCC à leurs 

températures normales de croissance conduit à une inhibition 

marquée de leur capacité de fixation de CO2 et de production 

d'oxygène (Berry & Bjorkman, 1 9 8 0 ) . Une des fonctions 

photosynthétiques les plus sensibles à la chaleur est le 

système de capture d'énergie lumineuse du PS II. Des mesures 

par microscopie électronique de cryofractures (Armond et al., 

1979; Gounaris et al., 1984) ainsi que des mesures de 

fluorescence chlorophyllienne (Schreiber &. Berry, 1977; Armond 

et al., 1978; Smillie, 1979) ont montré que la chaleur 

provoque une dissociation physique entre les centres 

réactionnels du PS II et leurs pigments-antennes. Au niveau de 

l'émission de fluorescence chlorophyllienne, cet effet se 

traduit en une augmentation substantielle du niveau 0 ( F Q ) . 

De nombreuses études ont démontré que la température à 

laquelle FQ commence à augmenter est un très bon indicateur 

du degré de résistance à la chaleur de la plante (Smillie &. 

Nott, 1 9 7 9 ; Smillie & Gibbons, 1 9 8 1 ; Bilger et al., 1 9 8 4 ) . Des 

exemples de courbes montrant la dépendance de FQ vis-à-vis 

de la température sont donnés à la figure 30 pour une série de 

clones de peuplier (Populus sp.) possédant différents degrés 

de résistance aux hautes températures. 

La destruction par les températures élevées de l'appareil 

photochimique a été suivie, par la méthode photoacoustique, 

dans les feuilles de différents génotypes de haricot possédant 

différents degrés de tolérance à la chaleur (connus et 

déterminés par d'autres méthodes (cf. Duke ( 1 9 7 8 ) , Marsh & 

Davis ( 1 9 8 5 ) ) . La figure 3 1 montre l'évolution du rapport 

AQx/Ap'p et du stockage d'énergie photochimique dans des 

feuilles de deux génotypes de haricot (Phaseolus acutifolius 

var. latifolius, résistant à la chaleur, et Phaseolus 

vulgaris cv. Mollekens, sensible à la chaleur) soumis à un 

traitement à 4 0 . 5 ° C . Dans l'espèce sensible, les deux 

paramètres photoacoustiques ont drastiquement diminués alors 

qu'ils ont été peu affectés dans l'espèce résistante. 

L'utilisation d'une température d'incubation légèrement 
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Fig.30. Dépendance vis-à-vis de la température du niveau 0 de 

la fluorescence (FQ) dans les feuilles de 5 clones de 

peuplier (Ra, Raspalje; Bp, Beaupré; Fp, Fritzi Pauley; Cr, 

Columbia River; Rob, Robusta). 

Fig.31. Effets d'un 

traitement à la chaleur 

(40.5''C) sur A) le rendement 

quantique de la production 

d'oxygène (Aq-^/A^j) et 

sur B) le stockage d'énergie 

photochimique dans des 

disques de feuilles de 

Phaseolus vulgaris cv. 

Mollekens (•, sensible à la 

chaleur) et de P . acutifolius 

var. latifolius (o, 

résis tant). 



s u p é r i e u r e ( 4 2 ' ' C ) p e r m e t de s é p a r e r l e s 6 g é n o t y p e s d e h a r i c o t 

e x a m i n é s e n 3 g r o u p e s d i s t i n c t s ( F i g . 3 2 ) : 1 ) l e s g é n o t y p e s 

t r è s r é s i s t a n t s a l a c h a l e u r (P. a c u t i f o l i u s v a r . L a t i f o l i u s 

e t P. v u l g a r i s c v . Alabama), 2 ) l e s g é n o t y p e s m o y e n n e m e n t 

r é s i s t a n t s (P. l u n a t u s c v . F o r h o c k b u s h e t P. v u l g a r i s c v . 

C o p p e r w a x ) e t l e g r o u p e d e s g é n o t y p e s s e n s i b l e s (P- v u l g a r i s 

c v . M o l l e k e n s e t H â t i v e s du L i m b o u r g , t o u t e s d e u x v a r i é t é s 

c o m m e r c i a l i s é e s e n B e l g i q u e ) . Ces r é s u l t a t s c o n f i r m e n t 

l ' i n t é r ê t d e m e s u r e s p h o t o a c o u s t i q u e s p o u r d e s a p p l i c a t i o n s 

p r a t i q u e s d e d é t e r m i n a t i o n d e r é s i s t a n t e r e l a t i v e d e p l a n t e s 

a u x s t r e s s d e l ' e n v i r o n n e m e n t . C e t t e m é t h o d e , c o m b i n é e a u x 

m e s u r e s d e f l u o r e s c e n c e de l a c h l o r o p h y l l e i n v i v o , c o n s t i t u e 

u n o u t i l t r è s i n t é r e s s a n t e t a p p a r e m e n t t r è s e f f i c a c e p o u r l e s 

s é l e c t i o n n e u r s i n t é r e s s é s d a n s l e c r i b l a g e d e p l a n t e s 

c u l t i v é e s m i e u x a d a p t é e s a u x c o n t r a i n t e s du m i l i e u . Une é t u d e 

p l u s d é v e l o p p é e d u m é c a n i s m e d ' a c t i o n d e l a c h a l e u r s u r 

l ' a p p a r e i l p h o t o s y n t h é t i q u e ( v o i r Havaux e t a l . , 1 9 8 7 b ) n o u s a 

m o n t r é q u ' u n t r a i t e m e n t à 4 2 ° C p r o v o q u e d e n o m b r e u x e f f e t s 

i r r é v e r s i b l e s au n i v e a u de l a c h a î n e d e t r a n s f e r t d ' é l e c t r o n s , 

r é s u l t a n t e n d e s c h a n g e m e n t s c o m p l e x e s e t e x t r ê m e s d a n s l a 

d i s t r i b u t i o n d ' é n e r g i e e n t r e l e s d e u x p h o t o s y s t è m e s . 

L e s e f f e t s d e s t e m p é r a t u r e s é l e v é e s p e u v e n t v a r i e r 

c o n s i d é r a b l e m e n t s u i v a n t q u e l e s t r e s s e s t a p p l i q u é l e n t e m e n t 

e t p r o g r e s s i v e m e n t ( H a v a u x e t a l . , 1 9 8 7 b e t c ) o u t r è s 

r a p i d e m e n t ( c h o c t h e r m i q u e , v o i r H a v a u x e t a l . , 1 9 8 7 d ) , q u e 

l e s t e m p é r a t u r e s s o n t t r è s ou m o d é r é m e n t é l e v é e s ( H a v a u x &. 

L a n n o y e , 1 9 8 7 ) . Dans c e d e r n i e r c a s , o n o b s e r v e l a m i s e e n 

p l a c e d e m é c a n i s m e s d e r é g u l a t i o n de l a d i t r i b u t i o n d ' é n e r g i e 

d a n s l ' a p p a r e i l p h o t o c h i m i q u e s a n s d i m i n u t i o n de l ' a c t i v i t é d e 

t r a n s f e r t d ' é l e c t r o n s . Un c h o c t h e r m i q u e ( p a r e x e m p l e , 4 8 ° C 

p e n d a n t 3 m i n ) p e u t c o n d u i r e à d e s r é p o n s e s t r è s s u r p r e n a n t e s . 

A i n s i , u n c h o c t h e r m i q u e a p p l i q u é à d e s f e u i l l e s d e t a b a c 

r é s u l t e e n u n e s u b s t i t u t i o n ( r é v e r s i b l e p a r r e t o u r a u x 

c o n d i t i o n s n o r m a l e s d e t e m p é r a t u r e ou p a r é c l a i r e m e n t a u m o y e n 

d ' u n e f o r t e l u m i è r e b l a n c h e ) de l ' a c t i v i t é n o r m a l e d e 

p r o d u c t i o n . d ' o x y g è n e p a r u n e c o n s o m m a t i o n s p e c t a c u l a i r e 

d ' o x y g è n e ( F i g . 3 3 ) . C e t t e p r i s e d ' o x y g è n e , d é t e c t é e 

p h o t o a c o u s t i q u e m e n t d a n s d e s f e u i l l e s s t r e s s é e s , p e u t ê t r e 

i n t e r p r é t é e comme r e f l é t a n t une s t i m u l a t i o n d e l a 

p h o t o r é d u c t i o n d e O2 ( r é a c t i o n de M e h l e r ( 1 9 5 1 ) ) c a u s é e p a r 



l'inhibition (dépendante de la lumière) du cycle de Calvin, 

indiquant que O2 peut agir comme un important accepteur 

d'électrons en conditions de stress. Pour plus de détails sur 

ce mécanisme, voir Havaux et al. (1987d). 
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Fig. 32, Effets d'un traitement à 42°C sur le rapport 

AQx/ApT dans différents génotypes de haricot sensibles ou 

résistants à la chaleur: P. vulgaris cv. Mollekens (•), 

Hâtives du Limbourg (o), Alabama (^), Copper Wax ( ) , P. 

acutifolius var- latifolius ( A ) et P. lunatus cv. Forhook 

l.Oi bush ( • ), 

-2 0 .5 

T 

-0.2 

n 
1° . J 0 3 

f 
r -a 

"\ i 
II 
1 
u 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 Time at 4a''C (min) 

Fig.33. Changements du rapport A Q ^ / A P T dans des disques de 

feuill es de tabac incubés à 48°C a l'obscurité (•). Avant les 

mesures photoacoustiques, certains disques (o) ont été 

éclairés par une lumière blanche de forte intensité (320 W 

m""). Graphiques insérés: signaux photoacoustiques bruts 

(quadrature). A) témoins, B) 48°C pendant 3 min à l'obscurité, 

C) idem que 3 suivi d'une illumination avec la forte lumière 

blanche pendant 5 min. 



IV. BASSES TEMPÉRATURES. 

Lorsqu'on examine la réponse des végétaux au froid, il 

convient de distinguer deux gammes de températures: les 

températures fraîches (O-IS^C) et les températures inférieures 

à ' 0 ° C (Lyons et al., 1 9 7 9 ) . 

Il est prouvé que le site d'action primaire du gel dans 

les tissus végétaux se situe au niveau des membranes 

cellulaires (Steponkus, 1978; Lyons et al., 1979 ; Levitt, 

1 9 8 0 ) . Les membranes thylacoidiennes des chloroplastes ont été 

énormément utilisées pour étudier les effets du gel sur les 

membranes des cellules végétales. La congélation in vitro de 

thylacoïdes (non protégés) résulte notamment en une perte de 

la capacité de tranfert d'électrons (Heber, 1967 ; Heber et 

al., 1 9 7 3 ) . Au niveau foliaire, le gel affecte l'allure des 

courbes d'induction de la fluorescence in vivo (Klosson à 

Krause, 1981) - un effet qui a été utilisé pour classer des 

céréales en fonction de leur tolérance au gel (Smillie 

Hetherington, 1 9 8 3 ) . Une autre approche utilisable pour 

étudier la résistance au gel des plantes est fournie par des 

mesures "statiques" d'émission de lumière in vivo, 

c'est-à-dire des mesures des changements du niveau de 

fluorescence ou de luminescence à l'état stationnaire induits 

par la diminution de la température de la feuille (une méthode 

un peu similaire à celle du FQ utilisée pour la chaleur). 

Ces méthodes ont été employées pour détecter des génotypes 

résistants au gel dans un certain nombre d'espèces végétales 

(Sundbom & Oquist, 1982; Sundbom et al., 1982 ; Hallgren et 

al., 1 9 8 2 ; Pukacki et al,, 1 9 8 3 ) . 

De nombreuses plantes cultivées de très grande importance 

économique, d'origine tropicale ou subtropicale, sont 

endommagées ou même tuées par des températures pos itives 

inférieures à environ 1 0 - 1 2 ° C (Lyons, 1 9 7 3 ; Levitt, 1 9 8 0 ; 

Wang, 1 9 8 2 ) . Un des processus métaboliques les plus sensibles 

dans beaucoup de ces espèces est la photosynthèse. 

L'exposition au froid est associée à une forte diminution de 

la capacité de fixation du CO2 (Long et al., 1983 ; Yakir et 

al., 1 9 8 5 ) , à des changements marqués dans 1'ultrastructure 

des chloroplastes (Taylor &. Craig, 1971) et à une inhibition 



des réactions photochimiques primaires (Baker et al., 1983; 

Havaux & Lannoye, 1984 et 1985a, Kee et al., 1986). En 

utilisant un petit fluorimètre portable, Smillie et 

collaborateurs ont mis au point une technique assez simple 

pour suivre 1'inactivation progressive du PS II dans des 

feuilles de plantes sensibles placées à 0°C en utilisant comme 

indicateur le taux maximum d'augmentation de la fluorescence 

variable induite, Rp= (dFy/dt)max (Smillie 6t Hetherington, 

1983; Hetherington et al., 1983a; Smillie et al., 1983). Ces 

auteurs ont également utilisé ce paramètre Rp comme base de 

tests de criblage de variétés de plantes (normalement 

sensibles) mieux adaptées au froid. 

Bien que beaucoup d'efforts aient été faits pour étudier 

les répercussions d'un traitement au froid sur l'activité 

photosynthétique, relativement peu de choses sont connues en 

ce qui concerne le fonctionnement in vivo des membranes 

chloroplastiques à basse température. Cet aspect des maladies 

physiologiques du froid est important à étudier étant donné 

qu'il a été suggéré que les causes de la sensibilité aux 

températures fraîches se trouvent au niveau des membranes 

cellulaires (Lyons, 1973; Lyons et al., 1979; Levitt, 1980). 

Sans entrer dans les détails, l'hypothèse est qu'à basse 

température, certains constituants de la matrice lipidique des 

membranes (peut-être, le phosphatidylglycerole, Murata 5i 

Yamaya, 1984) se solidifieraient, entraînant une inhibition du 

fonctionnement de ces membranes qui conduirait à toute une 

série d'effets secondaires dommageables et finallement, après 

exposition prolongée au froid, à la mort de 1 'organism.e. 

Les techniques de fluorescence modulée fournissent un 

outil pouvant examiner la validité de cette hypothèse "de la 

transition de phase". La modulation de la fluorescence permet 

d'estimer la réoxydation des Q^" (par l'utilisation 

d'éclairs de lumière saturante, voir Schreiber et al., 1986) 

ainsi que les transitions état 1-état 2 (voir Malkin et al., 

1986a)- deux phénomènes qui sont supposés impliquer la 

diffusion de molécules ou de complexes moléculaires 

(plastoquinone dans le premier cas et LHCP dans le deuxième) 

dans la matrice lipidique des membranes thylacoïdiennes 

(Barber, 1983). S'il y a changement des propriétés physiques 

des membranes (du type transition de phase lipidique), on peut 



penser que cela doit inévitablement se répercuter au niveau de 

ces deux phénomènes. Des expériences in vitro ont d'ailleurs 

montré que la réduction artificielle de la fluidité des 

membranes thylacoidiennes résulte en une inhibition du 

tranfert d'électrons et de la vitesse d'oxydation de à 

l'obscurité (Yamamoto et al., 1981; Vigh et al., 1985; 

Scoufflaire et al., 1985) ainsi que des changements d'état 

(Haworth, 1983). 

La figure 34A montre l'évolution de la composante 

photochimique de l'extinction de la fluorescence 

chlorophyllienne (qq, déterminée au moyen de la technique de 

fluorescence modulée de Schreiber et al. (1986)- voir 

Introduction, p.10) pendant les changements lents PSMT de 

l'induction de la fluorescence dans des feuilles de mais (var. 

Alsa) placées à différentes températures. En réalité, c'est 

l-qq qui a été représenté car ce paramètre est un indicateur 

du niveau de réduction de Q^. On peut voir que les basses 

températures ont fortement inhibé la réoxydation de QA"-

Cet effet est particulièrement visible à l'état stationnaire. 

Au contraire, le niveau de réduction de à l'état 

stationnaire n'a pas été modifié par les basses températures 

dans les feuilles d'une plante résistante au froid comme le 

pois (Fig. 34B). L'extinction photochim.ique de la fluorescence 

semble donc être un indicateur de la tolérance au froid des 

plantes. Ceci a été confirmé par la mesure de qq dans les 

feuilles de toute une série d'espèces végétales, sensibles ou 

résistantes au froid, soumises à un traitement au froid 

(Tableau 3). Ce paramètre qq a également permis de classer 

des lignées de maïs en fonction de leur résistance relative 

aux basses températures (Havaux, 1987a). La méthode du qq 

est particulièrement intéressante pour des programmes de 

sélection portant sur de grandes populations de plantes car 

elle fournit un indicateur très précoce de changements 

physiologiques dans les membranes et ne nécessite aucun 

prétraitement. 

Cette augmentation de la concentration en Q^" dans les 

feuilles de maïs exposées au froid s'est révélée être 

fortement dépendante de l'intensité de la lumière actinique 

utilisée pour induire l'effet Kautsky (Fig. 35). Apparemment, 

dans les feuilles de maïs, le transport d'électrons à basse 
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Fig.34. Changements de la valeur de l-qq pendant les 

changements lents (de P à T) de l'induction de la fluorescence 

de la chlorophylle dans des feuilles de A) maïs (cv. Alsa) à 

26, 11, 5 et 1°C et de B) pois à 26, 10 et 2.5°C. 
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Fig.35. Niveau de réduction de (estimé par l-qq) dans 

les feuilles de maïs (cv. Alsa) photosynthétisant à l'état 

stationnaire en fonction de la densité du flux de photons de 

la lumière (blanche) utilisée pour induire l'effet Kautsky. 

Température de la feuille: 26 (o) , 10 ( • ) et 4^C (o). 



TABLEAU 3 
Effet du froid (4°C) sur la valeur de Qq à l'état 
stationnaire dans les feuilles ou les fruits de 
différentes espèces végétales sensibles ou résistantes au 
froid. Les valeurs sont exprimées en % des témoins à 
25°C. 

Espèces qQ (%) 

Résistantes au froid 
Pois 95 
Orge 90 
Houx 95 
Epicéa 100 
Troène 100 

Sensibles 
Coton 33 
Ficus sp. S8 
Avocat, fruit 26 

feuille 66 
Haricot 62 
Maïs 56 
Papaye 55 
Tomate 86 



température est rapidement saturé à des densités de flux de 

photons relativement basses (à 4°C, la saturation apparaît à 

environ 500 pE m"^ s"-'-). Cet effet pourrait expliquer la 

sensibilisation à la photoinhibition constatée très souvent 

dans les plantes thermophiles soumises au froid ("Oquist, 1983; 

Long et al., 1983; Powles et al., 1983; Yakir et al., 1985), 

étant donné que cette saturation de la photochimie peut 

conduire rapidement à une situation où l'absorption de 

l'énergie lumineuse dépasse largement les capacités de 

dissipation. 

L'inhibition de la réoxydation des dans les 

feuilles de mais exposées au froid pourrait résulter d'une 

possible solidification partielle des lipides des membranes 

thylacoïdiennes inhibant la diffusion à longue distance des 

plastoquinones et des plastocyanines dans la matrice 

lipidique. Toutefois, une simulation par ordinateur a 

récemment démontré que le flux d'électrons entre le PS II et 

le PS I est régulé par de nombreuses réactions et qu'un seul 

facteur (diffusion, par exemple) n'exerce pas un contrôle 

total (Mauro et al., 1986). L'inhibition de l'oxydation de 

peut donc très bien résulter d'autres facteurs tels 

que des changements au niveau du gradient de protons 

photoinduit ou de l'activité de photophosphorylation. En 

étudiant l'influence de la température sur les changements 

d'état dans des feuilles de diverses espèces sensibles au 

froid (Havaux & Lannoye, 1987; Havaux, 198 7b), nous avons 

observé que, contrairement à ce que prédit l'hypothèse de la 

transition de phase lipidique, le changement de l'état 2 vers 

l'état 1 non seulement n'est pas inhibé aux basses 

températures mais est fortement stimulé. Un résultat qui 

semble donc infirmer le modèle suivant lequel les lipides 

membranaires subiraient une transition de phase aux basses 

températures positives dans les espèces thermophiles et donner 

raison à ses détracteurs qui semblent d'ailleurs être de plus 

en plus nombreux (Graham &. Patterson, 1982; Martin, 1986; 

Bishop, 1986). 

En utilisant la méthode du qq présentée ci-dessus pour 

déterminer la résistance au froid et à la chaleur, nous avons 

observé que ces deux types de résistance sont inversément 

corrélés chez le peulier (Fig. 36). Le clone de peuplier le 



plus résistant à la chaleur (Robusta) est aussi le plus 

sensible au froid. Cette corrélation inverse a également été 

observée par d'autres (Smillie et al., 1983; Hetherington et 

al., 1983b) dans d'autres espèces végétales et à l'aide 

d'autres techniques. Tout se passe comme si les plantes 

possèdent une gamme étroite de températures entre lesquelles 

elles peuvent survivre et que toute modification d'une des 

limites implique un changement correspondant de l'autre limite 

de température-

Fig.36. Relation entre la résistance au froid (mesurée par la 

basse température induisant 25'4 de réduction de la valeur de 

qq) et la résistance à la chaleur (estimée par la haute 

température induisant 257, de réduction de qq) de 5 clones de 

peuplier (Ra, Raspalje; Rob, Robusta; Fp, Fritzi Pauley; Cr, 

Columbia River; Bp, Beaupré). 



V. LUMIÈRE 

Si la lumière est indispensable à la photosynthèse et donc 

à la vie des plantes, un excès d'énergie lumineuse par rapport 

à ce que la feuille peut dissiper est toutefois extrêmement 

dommageable pour l'appareil photosynthétique. C'est le 

processus de photoinhibition qui se manifeste généralement 

quand l'activité photosynthétique est réduite par des 

conditions défavorables de l'environnement (Powles, 1984). 

Bien que les mécanismes moléculaires de cette photodestruction 

de l'appareil photochimique des chloroplastes ne soient pas 

encore parfaitement élucidés, il semble établi toutefois que 

les dégâts soient localisés au niveau du PS II. Il semble 

aussi que de nombreux m.écanismes de régulation (transitions 

état 1- état 2, transitions état 2- état 3, émission de 

chaleur,...) fournissent une protection contre l'excès 

d'énergie d'excitation en conditions de stress (Powles, 1984; 

Satoh & Fork, 1983; Satoh et al., 1983; Fork & Satoh, 1986; 

Havaux & Lannoye, 1987). 

Les très basses intensités lumineuses sont également 

néfastes pour la croissance des plantes (en tout cas, pour les 

plantes dites "de lumière"). Cependant, il semble que les 

organismes végétaux possèdent la propriété de s'adapter aux 

faibles lumières et de modifier les caractéristiques de leur 

appareil photosynthétique en conséquence. La morphologie, la 

physiologie, la biochimie et la structure des feuilles 

"d'ombre" sont connues pour être différentes de celles des 

feuilles "de lumière" (Boardman, 1977; Bjorkman, 1981; 

Lichtenthaler et al., 1981; Hodges & Barber, 1983). Ces 

différences peuvent également être observées, tout du moins en 

partie, entre les feuilles de plantes cultivées sous fortes et 

faibles intensités lumineuses (Lichtenthaler et al., 1981) ou 

même entre la face supérieure et la face inférieure d'une même 

feuille (Schreiber et al., 1977; Kulandaivelu et al., 1983). 

Nous avons déterminé, par des mesures photoacoustiques et 

fluorimétriques, les caractéristiques photosynthétiques des 

feuilles de différents clones de peuplier (Populus sp. ) 

cultivés à des densités de flux de photons élevées et basses 

(rapport 5/1 entre les deux densités). Les détails de cette 



études sont repris dans un long article (Havaux et al., 

1987f). En résumé, on peut dire que tous les paramètres 

photosynthétiques mesurés ont été modifiés par la croissance 

des plantes à basse densité de flux photonique: 

* le contenu en chlorophylle (augmentation) 

* le rendement quantique maximum de la production 

d'oxygène photosynthétique (augmentation, voir Fig. 3 7A) 

* Le taux maximum de production d'oxygène 

(diminution, voir Fig. 37B) 

* la composante photochimique de l'extinction de la 

fluorescence chlorophyllienne qq (diminution) 

* la composante non photochimique de l'extinction de 

la fluorescence qg (légère augmentation) 

* la taille des unités photosynthétiques du II 

(augmentation) 

* les transitions état 1-état 2 (stimulation) 

Ces différentes modifications permettent une optimalisation de 

l'utilisation de l'énergie absorbée et un meilleur 

fonctionnement de l'appareil photochimique des chloroplastes 

sous faibles lumières (avec comme corollaire, une diminution 

de son efficience aux intensités lumineuses élevées). Tous les 

clones ont présenté les mêmes changements bien que l'amplitude 

de ces changements aie été différente d'un clone à l'autre. Ce 

qui indique qu'il existe chez le peuplier une assez grande 

variabilité génétique en ce qui concerne l'adaptation aux 

basses intensités lum.ineuses. 
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Fig.3 7. Production d'oxygène photosynthétique mesurée par 

photoacoustique dans les feuilles de peuplier (Fritzi Pauley) 

cultivées à basse (environ 150 pE s"-'-) et haute (800 

jdE s"-'-) densité de flux de photons. A) Rendement 

quantique de la production d'oxygène en fonction de la densité 

de flux de photons de la lumière blanche continue. B) 

Production d'oxygène (valeurs relatives) en fonction de la 

densité de flux de photons de la lumière continue. 

• , respectivement basse et haute densité de flux de photons. 
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VI. CONCLUSIONS 

Les divers exemples présentés dans les chapitres 

précédents montrent très clairement qu'une altération de 

l'état physiologique des plantes, causée par des conditions 

défavorables de l'environnement, se reflète rapidement au 

niveau des signaux lumineux et thermiques émis par les 

feuilles. Bien que ces signaux, et en particulier l'émission 

de fluorescence chlorophyllienne in vivo, soient une fonction 

complexe d'un grand nombre de paramètres physiologiques qui 

interagissent entre eux, un choix judicieux de conditions 

expérimentales adéquates et d'une méthodologie appropriée 

permet d'obtenir des informations valables (et présentant un 

intérêt directement pratique) sur les propriétés 

fonctionnelles des membranes chloroplastiques in vivo. Les 

avantages inhérents aux méthodes biophysiques présentées dans 

ce travail (fluorescence in vivo et photoacoustique), à savoir 

une extrême rapidité, l'utilisation de très petits 

échantillons, un rapport signal/bruit élevé, une 

miniaturisation et une portabilité de l'équipement, et un 

caractère non destructif, fournissent un système de test et de 

criblage qui, très probablement, ne peut être égalé par aucune 

autre méthode utilisée en physiologie végétale. Si l'on 

reprend l'exemple de la mesure du degré de résistance à la 

sécheresse chez le blé (chapitre IID), le classement des 

variétés par des mesures agronomiques classiques a nécessité 

quatre années d'expériences en plein champ (P. Grignac, Coram. 

Pers., 1987) alors que le même classement réalisé par des 

mesures de fluorescence n'a pris que quelques heures (4 h de 

déshydratation des échantillons foliaires + quelques minutes 

pour l'enregistrement des courbes de fluorescence). La 

possibilité de détecter précocement les effets d'un stress 

hydrique sur la physiologie des plantes pourrait permettre 

d'utiliser certains paramètres de fluorescence 

chlorophyllienne pour le pilotage de programmes d'irrigation. 

Cette idée de "bio-programmation" de l'irrigation est 

actuellement à l'étude en utilisant notamment la valeur de 

qq comme paramètre, étant donné qu'il peut être mesuré en 

présence de la lumière solaire (puisqu'il s'agit d'une 



méthode de fluorescence modulée). 

L'intérêt des méthodes fluorimétriques pourrait être 

encore fortement augmenté par un calibrage au moyen de mesures 

plus directes de l'activité photosynthétique (production 

d'oxygène, fixation du CO2). En ce qui concerne la détection 

photoacoustique, des études préliminaires ont déjà montré une 

bonne corrélation avec les techniques d'analyse de gaz (CO2) 

en système fermé (du type I R G A) (Yakir et al., 1985; Canaani 

et al., 1985b). Il nous semble d'ailleurs que l'avenir est 

dans l'utilisation simultanée de nombreuses méthodes 

biophysiques (celles envisagées dans cette thèse, combinées 

éventuellement à d'autres techniques in vivo fournissant des 

informations complémentaires sur l'état de l'appareil 

photosynthétique comme, par exemple, la mesure de la 

dispersion par les feuilles de la lumière à 535 nm qui est 

supposée refléter le gradient de pH photoinduit (Heber, 

1969)). De cette manière, les mécanismes complexes par 

lesquels les facteurs de l'environnement modulent l'activité 

des chloroplastes pourront être encore mieux compris- Un 

travail de fin d'études réalisé récemment au Laboratoire de 

Physiologie Végétale de 1'ULB (voir P. Cerulus, 1987), basé 

sur les idées développées dans cette thèse, a d'ailleurs 

montré qu'une bonne classification de génotypes de maïs en 

fonction de leur tolérance relative au froid nécessite 

l'utilisation de plusieurs tests menés en parallèle. Dans ce 

cas, l'adaptation de techniques d'analyse statistique 

appropriées (analyse multivariée) est évidemment impérative. 

Des méthodes de criblage efficaces sont absolument 

indispensables pour permettre un développement rapide des 

nouvelles techniques de biologie moléculaire. En effet, un 

outil "de fin de chaîne" est nécessaire pour caractériser 

rapidement les mutants obtenus par manipulation génétique. La 

création de mutants photosynthétiques apparaît d'ailleurs être 

une nouvelle approche intéressante pour étudier les processus 

de contrôle de l'activité photochimique des chloroplastes. De 

tels mutants peuvent être induits par différentes techniques 

relativement simples (rayons X, substances chimiques 

mutagènes, voir à ce sujet Miles, 1982). Après 

caractérisation des effets du traitement mutagène sur 

l'appareil photosynthétique, l'interaction de la mutation avec 
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les facteurs de l'environnement peut être analysée, permettant 

peut-être de mieux comprendre la modulation de l'activité 

photosynthétique par l'environnement. Avant que l'on puisse 

créer artificiellement par génie génétique de nouveaux 

cultivars "améliorés", il est indispensable de développer des 

techniques appropriées pour le transfert de gènes bien précis 

et d'identifier les processus physiologiques clés et les 

réactions biochimiques qui doivent être modifiés. Bien que 

l'on ne connaisse pas encore très clairement quelles protéines 

spécifiques doivent faire l'objet de manipulations génétiques 

de manière à produire des plantes plus productives et mieux 

adaptées à l'environnement, il existe déjà quelques exemples 

où la biologie moléculaire a un impact considérable (Barber & 

Marder, 1986). Un exemple de mutation de l'appareil 

photosynthétique bien connue est la mutation liée à la 

résistance aux herbicides du type S-triazine. Certaines 

m.auvaises herbes ont en effet acquis par sélection naturelle 

la propriété de résister à l'atrazine . Cette résistance à 

l'atrazine est attribuée au changement d'un seul acide aminé 

(remplacement d'une sérine par une glycine) dans la molécule 

Dl du PS II, qui est le site de fixation de l'herbicide ainsi 

que de Qg (Pfister £tArnt2en, 1979; Trebst, 1987). Bowes et 

al. (1980) ont montré que ce changement résulte en un 

ralentissement substantiel du transfert d'électrons entre 

et Qg dans des chloroplastes isolés. Comme le montre la 

figure 38, cette mutation résulte également en une diminution 

très marquée du rendement quantique de la production d'oxygène 

photosynthétique in vivo. Toutefois, il n'est pas sûr que 

cette altération du transport d'électrons résulte 

nécessairement en une réduction de l'assimilation 

photosynthétique du CO2. En effet, Jansen et al. (1986) ont 

montré que l'activité de fixation du CO2 et la croissance 

sont plus grandes chez des biotypes de Chenopodium album 

résistants à l'atrazine que chez des sensibles. D'autre part, 

Ort et al. (1983) ont observé une diminution du taux 

d'assimilation du CO2 maximum (à la saturation en lumière) 

dans des biotypes résistants d'Amaranthus hybridus mais, 

d'après eux, ce taux plus faible n'est pas limité par la 

capacité de transfert d'électrons et n'est donc pas une 

conséquence directe des facteurs qui confèrent la résistance à 



l'atrazine. Comme on le voit, une mutation ponctuelle peut 

avoir des répercussions considérables au niveau des processus 

photochimiques primaires et l'interaction entre ces 

modifications de la photochimie primaire et l'activité 

photosynthétique "finale" semble être très complexe. 

Fig.38. Logarithme du rendement quantique de la production 

d'oxygène (AQ̂ /̂Ap'p) en fonction de la racine carrée de la 

fréquence de modulation dans les feuilles d'Epilobium ciliatum 

résistant ou sensible à l'atrazine. 
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