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			Introduction. Repères historiques

			La physiologie végétale étudie le fonctionnement des plantes à l’échelle de l’individu, en intégrant les échelles inférieures, moléculaire, biochimique et cellulaire ; elle se distingue de la botanique dont le propos est de décrire les plantes sous tous leurs aspects : anatomique, histologique, cellulaire, mais aussi en termes de botanique comparée et d’évolution. L’écologie végétale a pour objet de comprendre le fonctionnement des peuplements de végétaux ; elle s’appuie sur les acquis de la physiologie végétale. La physiologie végétale analyse les fonctions des plantes c’est-à-dire les activités exercées par l’individu, ses organes et ses cellules assurant le métabolisme, le développement et la croissance ainsi que la reproduction. On distingue les fonctions de nutrition qui permettent aux plantes de former de la matière organique et les fonctions de développement.

			Les fonctions de nutrition sont au nombre de trois. (1) Dans la feuille, la photosynthèse utilise l’énergie solaire pour la production de molécules carbonées. (2) L’équilibre hydrique permet de gérer pour le mieux les ressources en eau afin d’assurer le refroidissement de la plante et les flux de sèves indispensables aux transferts de nutriments et de signaux entre les différents organes. (3) La nutrition minérale permet à la plante d’accumuler les éléments minéraux dont elle a besoin et de repousser ceux qui lui sont néfastes ; une partie des éléments minéraux prélevés par la racine sont assimilés pour former certaines molécules organiques, comme l’azote dans les protéines.

			Les fonctions de développement présentent trois aspects. (1) La croissance et les mouvements des organes assurent à l’individu et à la population une occupation optimale de l’espace dans un site particulier. (2) La reproduction, végétative ou sexuée, produit une descendance qui maintient les populations. (3) La dormance des bourgeons et des semences assure la pérennité des individus ; elle permet de faire face aux aléas climatiques afin de revenir à la vie végétative quand les conditions redeviennent favorables.

			Les premières recherches en physiologie végétale portent sur la nutrition. Chacun alors sait que les plantes ont besoin d’un sol humide et de chaleur mais sans en connaître les causes. On connaît aussi le bénéfice des engrais. Bernard Palissy (1563) affirme, sur la base d’observations, que l’effet du fumier sur les plantes est dû aux sels qu’il contient. D’autres feront au XVIIe siècle les mêmes observations (Woodward, Mariotte, Mayow, Glauber). Plus tard, Antoine de Lavoisier (1778) et Nicolas de Saussure (1804) analysent les effets du fumier sur le rendement des cultures. Enfin, Sprengel (1829) est l’auteur de la théorie de la nutrition minérale et de la loi du minimum (attribuée à tort à Liebig), selon laquelle la croissance d’une plante dépend de l’élément le plus éloigné de son optimum. À cette époque il reste encore de nombreux partisans de la théorie de l’humus selon laquelle la plante trouve dans le sol une nourriture tout élaborée. Justus von Liebig (1803-1873) synthétise et diffuse les travaux existants et souligne l’importance de trois minéraux : azote, phosphore et potassium.

			Stephen Hales (1727) prouve que l’eau du sol monte dans les tiges jusqu’aux feuilles où elle est évaporée. Il met en évidence la pression racinaire et l’exportation d’une sève concentrée par la racine, indication de l’absorption de minéraux par la racine. Les stomates sont décrits par Grew en 1682, mais leur fonction dans la transpiration est reconnue vers 1830 seulement. La montée de l’eau dans les vaisseaux est expliquée par la théorie de la tension cohésion (Dixon 1914). En 1926, Munch propose un mécanisme de translocation de la sève élaborée dans les tubes criblés sous forme d’un flux de masse animé par la pression de turgescence. Ces deux théories demeurent valides.

			Jan van Helmont (1579-1644) plante une branche de saule dans un pot de terre qu’il arrose avec de l’eau de pluie. Au bout de cinq ans la plante a poussé et la terre du pot a très faiblement diminué de masse. En réalité, le sol a perdu des éléments minéraux absorbés par la plante mais à cette époque prévalait la théorie d’Aristote selon laquelle tout être est un mélange d’eau, de feu, de terre et d’air. Van Helmont en conclut que la croissance du saule est due à la transformation de l’eau en bois. Le gaz carbonique est alors connu mais nul n’imagine que les plantes peuvent le fixer. Priestley (1773) observe que les plantes émettent du dioxygène et Ingen-Housz (1779) démontre que cette émission n’a lieu qu’à la lumière et par des organes verts. Senebier (1783) note que le dioxyde de carbone est absorbé parallèlement à l’émission de dioxygène. Plus tard, Mayer (1845) suggère que la lumière agit comme source d’énergie et enfin Julius von Sachs (1864) observe que la photosynthèse s’accompagne de l’accumulation d’amidon dans les chloroplastes. L’équation globale de la photosynthèse est alors établie.

			Vers la fin du XIXe siècle, Darwin analyse le phototropisme et suggère l’existence d’un message, qui sera plus tard nommé auxine, entre l’apex et la zone de courbure ; parallèlement, Ciesielski analyse le gravitropisme et conclut à l’existence d’un message de la coiffe vers la zone de croissance. Les découvertes des hormones végétales présentent des similitudes : observation d’un fait biologique, création d’un test, isolement et purification d’extraits biologiques actifs. L’éthylène avait un effet connu sur les plantes depuis 1901 (chute des feuilles), mais son dosage chimique, qui est malcommode, ralentissait les recherches ; la mise au point de la chromatographie en phase gazeuse (1960) a suscité un essor considérable des travaux scientifiques. L’auxine est isolée en séparant des extraits de plantes et en testant l’effet qu’ils ont sur la courbure des plantes ; elle est identifiée en 1931. À ses débuts, la culture de tissus utilisait toutes sortes de milieux naturels dont le lait de coco, très efficace pour activer les mitoses. Dans les années 1940, on a découvert les cytokinines en recherchant le principe actif de ce lait. L’isolement des gibbérellines commence par l’observation qu’un mycète pathogène du riz détermine un allongement exagéré des tiges (1926). Le principe actif est isolé (1938) et enfin la molécule est purifiée (1955). L’acide abscissique a été isolé (1963) parallèlement pour son effet sur la chute des feuilles et la dormance des bourgeons.

			Le XXe siècle connaît un grand développement de l’étude de la biochimie et du métabolisme grâce, entre autres, au développement des techniques de séparation (chromatographie) et d’analyse chimique. Les grandes voies métaboliques sont découvertes entre 1920 et 1960 : la glycolyse (Embden et Meyerhof 1930), le cycle de Krebs (1937, Prix Nobel 1953), la voie des pentoses (Dickens et Horecker 1950) et chez les plantes, le cycle de Calvin-Bassham (1952-1959, Prix Nobel 1961), le cycle glyoxylique (Kornberg et Beevers 1957), la photorespiration (Tolbert et Zelitch 1960-1970), les voies d’assimilation de l’azote et du soufre, … Une autre avancée du XXe siècle concerne l’électrophysiologie : les bases de l’électrochimie ont été posées dans les années 1850 par Walter Hermann Nernst (Prix Nobel 1920), mais ce n’est qu’en 1961 que Peter Mitchell (Prix Nobel 1978) formule la théorie chimiosmotique qui rend compte de la convertibilité des énergies osmotique et électrique à travers les membranes et de l’énergie chimique (ATP). Des développements techniques comme le patch-clamp ont permis le développement de l’électrophysiologie dans les années 1960 ; celle-ci a permis de comprendre les mécanismes de transport transmembranaire. Le rôle fertilisant des légumineuses est connu depuis l’Antiquité ; Helriegel et Wilfarth (1888) montrent que les nodosités convertissent le diazote en molécules azotées ; Beijerinck (1888) isole et cultive les Rhizobium responsables de la symbiose ; le facteur de nodulation émis par la bactérie est isolé en France en 1990 (Jean Dénarié) ; enfin, la nitrogénase responsable de la fixation est décrite (1992).

			Les photorécepteurs sont restés longtemps ignorés (mis à part les pigments photosynthétiques). On s’est rendu compte que certaines plantes fleurissent dès que l’on raccourcit la durée du jour et que certaines graines germent après une courte exposition à l’obscurité ; puis on a mis en évidence un effet réversible des radiations rouge clair et rouge sombre, indice de deux formes interconvertibles du pigment recherché. Un spectrophotomètre extrêmement sensible est construit et le phytochrome est découvert (Borthwick et Hendricks, 1952) puis isolé grâce à sa propriété de changer de spectre d’absorption selon son état. Les autres photorécepteurs (cryptochromes, phototropines) seront trouvés grâce à la biologie moléculaire.

			La décennie 1970 est un tournant pour la recherche en biologie. On découvre les enzymes de restriction et les ligases qui sont respectivement les ciseaux et la colle permettant de manipuler l’ADN ; la communauté scientifique internationale en biologie végétale adopte Arabidopsis thaliana comme plante modèle et des collections de mutants sont créées par mutagenèse ou transformation par Agrobacterium tumefaciens. La biologie moléculaire, la génétique et l’analyse des mutants ont fait faire des pas de géant à la physiologie végétale. En créant et croisant des mutants on a pu associer des chaînes et familles de gènes, et de protéines, à des processus physiologiques et des morphogenèses particulières. Certains phénomènes dont les causes restaient obscures, comme la floraison, ou l’identification des récepteurs des hormones, longtemps recherchés sans succès par des méthodes physico-chimiques classiques, ont été élucidés.

			En 2000, le premier génome de plante (Arabidopsis thaliana) est séquencé, ouvrant la voie à d’autres recherches qui visent à connaître son expression en fonction de différentes conditions du milieu. Le transcriptome (ensemble des ARN messagers exprimés) peut être analysé par des puces à ADN ou par le séquençage de tous les ARN présents (RNA-Seq). Le perfectionnement des méthodes d’analyse biochimiques de masse ouvre de nouvelles voies à la physiologie. L’étude du protéome (ensemble des protéines exprimées dans une condition donnée) est capitale : il existe bien plus de protéines que de gènes du fait de l’épissage alternatif et, surtout, de nombreuses régulations sont post-transcriptionnelles. De même, l’étude du métabolome (ensemble des molécules exprimées dans une condition donnée) permet de compléter le tableau physiologique de la plante dans une situation donnée.

			L’augmentation de l’efficacité et la baisse du coût du séquençage ont permis dans la dernière décennie de multiplier le nombre d’espèces végétales séquencées, permettant d’accéder à des espèces modèles adaptées à l’étude de grandes familles de plantes de morphologies différentes d’Arabidopsis (le riz pour les monocotylédones, le peuplier pour les arbres forestiers, le pommier pour les arbres fruitiers…), ou de processus spécifiques à certaines familles ou genres (la luzerne et le lotier, légumineuses, pour l’étude de la fixation biologique de l’azote) ou encore d’organes particuliers (la vigne et la tomate pour les fruits charnus, la pomme de terre pour les tubercules, etc.). La multiplication des espèces modèles sur lesquelles des outils moléculaires sont disponibles permet le transfert de connaissances souvent acquises chez Arabidopsis vers les espèces d’intérêt agronomique pour améliorer leur adaptation aux environnements de culture et leur résistance aux maladies ; c’est le but de la biologie translationnelle : transformer les découvertes fondamentales en applications pratiques. Dans les années 2010, l’utilisation d’un système bactérien de protection contre les virus et de restauration génomique révolutionne les techniques de biologie moléculaire en permettant de modifier plus facilement et plus précisément les séquences d’ADN : la technique d’édition du génome développée par Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna (Prix Nobel 2020) associe de courtes répétitions palindromiques groupées et régulièrement espacées, ou Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) à l’endonucléase CRISPR associated protein 9 (Cas9). Ce système permet avec une relative facilité de modifier des régions précises du génome, en ciblant la suppression de fragments de séquences (conduisant à des mutations knock-out), remplaçant des fragments de séquences par d’autres modifiés (introduction de mutations ponctuelles, changement d’allèle d’un gène) ou en ajoutant des séquences exprimées (surexpression d’un gène existant ou expression ectopique d’un gène étranger). Ceci ouvre la porte à l’obtention de nouveaux mutants ou de nouvelles plantes transgéniques pour la recherche en physiologie végétale.

			Le premier objectif de la physiologie végétale est le décryptage des processus fondamentaux de fonctionnement de la plante et de son adaptation au milieu. L’étude des végétaux a bénéficié des découvertes et concepts élaborés chez d’autres organismes vivants (bactéries, champignons, animaux) ; inversement, les découvertes obtenues chez les plantes ont permis de réaliser des avancées chez d’autres organismes. Par exemple, le processus d’interférence par ARN, où une séquence d’ARN cible un ARNm pour sa destruction, a été découvert en 1990 par Richard Jorgensen chez le pétunia avant d’être retrouvé chez le vers Caenorhabditis elegans et étendu à l’Homme (Andrew Fire et Craig Mello, Prix Nobel 2006) ; depuis les années 2010, des applications thérapeutiques utilisent ce système.

			La physiologie végétale répond aussi à des enjeux sociétaux cruciaux dans un contexte de changements globaux intenses et rapides : la conservation de la santé des sols, le maintien de la biodiversité, la qualité nutritionnelle des aliments et la sécurité alimentaire d’une population mondiale en forte augmentation depuis le milieu du XXe siècle imposent une diminution des intrants (fertilisants, produits phytosanitaires) sans diminuer la production ; les changements climatiques (température, stress hydrique, vents, accidents climatiques) nécessitent d’adapter les plantes à un rythme beaucoup plus rapide que ne le permet l’évolution. Ces défis nécessitent une connaissance approfondie des mécanismes moléculaires, cellulaires et physiologiques qui sous-tendent le fonctionnement des plantes et leurs réponses aux facteurs de l’environnement ; dans un projet d’agriculture raisonnée, il reste aussi beaucoup de connaissances à acquérir sur les organismes du sol et les Interactions des plantes avec la rhizosphère.

		




		
			Chapitre 1. La nutrition carbonée

			Les végétaux sont autotrophes, c’est-à-dire qu’ils synthétisent toute leur matière organique à partir d’éléments qu’ils puisent dans l’environnement sous forme minérale. Alors que le phosphore peut être assimilé par tous les êtres vivants, l’autotrophie pour le carbone, l’azote et le soufre est une caractéristique des végétaux. De ce fait, ils constituent le premier maillon dans les chaînes alimentaires qui conduisent à tous les consommateurs (au moins terrestres), notamment l’Homme. La fixation de carbone est réalisée à partir du dioxyde de carbone de l’atmosphère (CO2) et conduit d’abord à la synthèse d’un glucide (formule générale [HCOH]) selon l’équation générale :

			CO2 + H2O → [HCOH] + O2              ΔG0’ = +481 kJ∙mol–1 (équation 1)

			Ce processus (comprenant plusieurs réactions) endergonique requiert de l’énergie et des électrons (réduction du CO2), que les végétaux puisent dans la lumière : c’est la photosynthèse. Certaines bactéries autotrophes utilisent une réaction d’oxydoréduction comme source d’énergie (chimiosynthèse) (tableau 1.1). La plupart des hétérotrophes (chimio-organotrophes) utilisent comme source d’énergie et d’électrons des molécules carbonées ; de rares hétérotrophes (photo-organotrophes) utilisent l’énergie lumineuse (tableau 1.1).
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			Tableau 1.1. Classification des types trophiques

			Pour chaque type d’organisme, on distingue différents modes de fonctionnement selon la nature de l’accepteur final d’électrons (noté A). Par exemple, dans le cas de la respiration aérobie, A = O2, de la respiration anaérobie, A = NO3– ou SO42– etc. ou de la fermentation où A est une molécule organique. *La kleptoplastie est la capture des chloroplastes d’une algue par un animal, qui digère les cellules de l’algue mais conserve les choroplastes fonctionnels, ce qui assure son alimentation carbonée pendant quelques semaines voire quelques mois comme chez des gastéropodes marins, tel qu’Elysia chlorotica avec l’algue Vaucheria litorea, et chez des vers plats, tel que Baicalellia solaris avec des diatomées.

			1.	La photosynthèse dans la cellule et le chloroplaste

			La photosynthèse est constituée de deux phases. Les molécules à haute énergie, ATP et dinucléotides diphosphates tels que le NADPH, sont produites à partir de l’énergie lumineuse dans la phase photochimique ; elles sont utilisées lors de la phase biochimique pour synthétiser des glucides à partir du CO2 fixé. Ces deux phases sont en réalité simultanées (il n’y a pas de réserve importante d’ATP et de NADPH). Il est à noter que, si l’usage lie la synthèse glucidique à la phase photochimique dans un même processus appelé photosynthèse, les métabolismes de l’azote et du soufre utilisent directement l’ATP et les électrons captés par la phase photochimique. L’étude des interactions lumière-matière dans la photosynthèse a commencé par l’analyse du spectre d’action de la lumière.

			1.1.	La photosynthèse est fonction de la longueur d’onde

			La photosynthèse dépend fortement de la nature des radiations de la lumière incidente. Le spectre d’action de la lumière est l’intensité d’un processus particulier dépendant de la lumière en fonction de la longueur d’onde incidente. Pour l’établir, un organisme (algue) ou un organe (feuille) est éclairé avec des radiations monochromatiques et l’on mesure la vitesse de consommation de substrat ou de libération de produit du processus (pour la photosynthèse, respectivement O2 émis ou CO2 fixé). Lorsqu’aucun pigment (notamment vacuolaire) ne vient interférer, le spectre d’absorption de l’échantillon est dû aux chlorophylles : ce sont les pigments qui absorbent la lumière dans le bleu (450 nm) et dans le rouge (680 nm). On note alors une excellente concordance des spectres d’absorption de la lumière et du spectre d’action de la photosynthèse (figure 1.1).

			[image: Figure 1.1. Spectres d’absorption et d’action de la photosynthèse d’Ulva taeniata]

			Figure 1.1. Spectres d’absorption et d’action de la photosynthèse d’Ulva taeniata

			Les spectres sont presque superposés car les chlorophylles sont responsables de l’essentiel de l’absorption. Les caroténoïdes (480-500 nm) absorbent la lumière mais sont moins efficaces que les chlorophylles dans la photosynthèse.

			Les principaux pigments responsables de la capture et de la transduction de la lumière sont les chlorophylles et les caroténoïdes (figure 1.2.A). Ces pigments absorbent dans le bleu et le rouge (figure 1.2.B). Une manière d’exprimer l’efficacité de la lumière est d’étudier, pour différentes longueurs d’onde, le rendement quantique qui correspond au rapport du nombre de moles de CO2 absorbées (ou de moles d’O2 produites) par nombre de moles de photons apportées (figure 1.2.C). Ce rendement est élevé dans le bleu et dans le rouge où absorbent les chlorophylles. Il chute considérablement au-delà de 700 nm (infrarouge).

			1.2.	Il existe deux types de réactions dans la photosynthèse

			Les réactions photochimiques étant connues pour être bien plus rapides que les réactions chimiques, en 1932, Emerson et Arnold essaient de distinguer ces deux types de réactions. Ils mesurent le dégagement d’O2 par des chlorelles (algues vertes unicellulaires) soumises à des éclairs de lumière séparés par des phases sombres de durée variable (figure 1.3).

			[image: Figure 1.2. Pigments : absorption et rendement quantique.]

			Figure 1.2. Pigments : absorption et rendement quantique.

			A. Formules chimiques des principaux pigments photosynthétiques. B. Les divergences entre les deux spectres (absorption ; action) viennent du médiocre rendement des caroténoïdes et de l’effet Emerson (paragraphe 1.4). C. Spectre du rendement quantique. La mesure est faite sur des chlorelles en conditions de lumière non saturante : toute l’énergie sert alors à la photosynthèse. Le rendement est le même dans le bleu et dans le rouge car les chlorophylles retournent très rapidement au 1er état excité ; il est affaibli vers 480 nm, zone d’absorption des caroténoïdes et vers 700 nm. Le maximum du rendement est ici de 0,09, soit une exigence quantique de 11 moles de photons par mole d’O2 émise.

			[image: Figure 1.3. Importance de la durée de la période sombre]

			Figure 1.3. Importance de la durée de la période sombre

			A. Expérience d’Emerson et Arnold : dégagement d’O2 par des chlorelles. Les éclairs de lumière (100 000 lx ; 0,01 ms) sont séparés par des périodes sombres de durée variable. La photosynthèse (à 1 °C) augmente si la période sombre est allongée : la durée de la période sombre est un facteur limitant. B. Dégagement d’O2 par des chlorelles en fonction de la durée de la période sombre. Les éclairs de lumière (100 000 lx, 3 ms) sont séparés par des périodes sombres de durée variable. C. Des algues (Scenedesmus) sont intensément éclairées pendant une heure ; à l’obscurité, elles continuent de fixer le CO2 pendant quelques secondes.

			La quantité d’O2 dégagée quantifie l’efficacité globale de la photosynthèse. À basse température (où les réactions biochimiques sont limitantes), la quantité d’O2 dégagée par éclair diminue (figure 1.3.A). Les processus photochimiques étant peu affectés par la température, les auteurs en ont déduit qu’au cours de la photosynthèse existent des réactions qui exigent de la lumière (photochimiques) et d’autres réactions qui n’en nécessitent pas (biochimiques). Cette expérience a été améliorée en utilisant de forts éclairements (figure 1.3.B). On a également montré que, si les phases sombres sont trop courtes, les réactions biochimiques (lentes) deviennent limitantes et la quantité d’O2 dégagée diminue. Par ailleurs, la vitesse maximale de la photosynthèse augmente avec la température comme pour toute réaction biochimique. L’existence de réactions biochimiques distinctes des réactions photochimiques est fournie par la mesure de l’assimilation du 14CO2 après arrêt de l’éclairage : l’incorporation du 14C dans les molécules organiques perdure quelques dizaines de secondes grâce aux molécules formées pendant la phase photochimique (figure 1.3.C).

			1.3.	Le chloroplaste produit des molécules réductrices
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			Le chloroplaste et son organisation

			Le siège de la photosynthèse est le chloroplaste (du grec chloros : jaune-vert), organite qui contient les pigments chlorophylliens. De forme lenticulaire, de 3 à 10 µm de longueur et de 1 à 4 µm d’épaisseur, il est situé dans le cytoplasme des cellules vertes de la plante, à la périphérie de la vacuole centrale. Chaque cellule chlorophyllienne des tiges et des feuilles contient de 1 à plusieurs dizaines de chloroplastes.

			Les chloroplastes se forment dans les cellules exposées à la lumière des tissus dédiés à la photosynthèse à partir de proplastes, petits organites spécifiques des cellules végétales présents dans les cellules indifférenciées (méristèmes). Dans d’autres tissus, les proplastes évoluent en leucoplastes, plastes dépourvus de pigments, comme les amyloplastes spécialisés dans le stockage d’amidon (très nombreux, par exemple, dans les tubercules de pomme de terre), ou en chromoplastes qui accumulent des pigments de couleur jaune, orange ou rouge et que l’on trouve dans des feuilles, des fleurs et des fruits. Tous les plastes ont la capacité de se multiplier ; chaque type de plastes peut se transformer en un autre type selon l’exposition à la lumière et en fonction des besoins de la plante.

			Les chloroplastes ont évolué, pendant des millions d’années, à partir de cyanobactéries qui ont pénétré dans des cellules eucaryotes non photosynthétiques. Cette origine endosymbiotique explique que les plastes soient entourés de deux membranes (l’enveloppe, constituée d’une membrane externe, reliquat de la membrane plasmique invaginée de la cellule hôte, et d’une membrane interne, reliquat de la membrane de la cyanobactérie) et qu’ils possèdent un chromosome circulaire (en plusieurs copies) et des ribosomes de type procaryote.

			La structure des chloroplastes (figure 1.4) reflète leur rôle dans le piégeage de l’énergie lumineuse et la synthèse de molécules organiques. Un réseau de thylakoïdes, petits sacs aplatis reliés entre eux, délimite un espace interne, le lumen, du stroma. La production et le stockage des glucides, de même que la synthèse des acides aminés et des composés soufrés, se réalisent dans le stroma en utilisant l’énergie chimique et le pouvoir réducteur générés dans les thylakoïdes à partir de l’énergie lumineuse.

			La membrane des thylakoïdes est une bicouche de galactolipides, ce qui lui confère une grande fluidité favorisant les réactions de la photosynthèse et représente pour la plante une économie en phosphate importante comparée aux phospholipides (constituant majeur des autres membranes de la cellule). Les complexes macromoléculaires qui assurent la capture de l’énergie lumineuse et sa transformation en énergie chimique sont insérés dans cette membrane : photosystèmes I et II, cytochrome b6/f et ATP synthase (figure 1.4).



			Hill (1930) a travaillé sur une suspension de chloroplastes (figure 1.4). L’intérieur du chloroplaste, ou stroma, contient des vésicules : les thylakoïdes (du grec thylakos : sac), délimités par une membrane. Ces thylakoïdes sont associés en piles (granums) disposées sur des lamelles intergranaires. Les pigments chlorophylliens sont associés à des protéines insérées dans les membranes des thylakoïdes.

			[image: Figure 1.4. Organisation schématique du chloroplaste]

			Figure 1.4. Organisation schématique du chloroplaste

			Le chloroplaste est entouré d’une double membrane dont la partie externe est très perméable. Les thylakoïdes sont des vésicules qui baignent dans le stroma. Les thylakoïdes sont empilés et forment des granums, lesquels sont reliés par des lamelles intergranaires (l∙i.). Les membranes thylakoïdales délimitent un espace continu (le lumen) séparé du stroma. Il y a une vingtaine de copies d’ADN (circulaire). Le stroma contient des plastoribosomes, des globules lipidiques, des grains d’amidon et des enzymes (cycle de Calvin, réduction du nitrite, réduction du sulfate etc.).

			En 1937, Hill montre que des chloroplastes isolés, en présence de lumière et en absence de CO2, peuvent libérer de l’O2 à condition d’ajouter dans le milieu un oxydant (c’est-à-dire un accepteur d’électron comme l’oxalate ferrique, sous forme oxydée A) (équation 2).

			2 H2O + 2 A → O2 + 2 AH2 (équation 2)

			Cette expérience réalisée en l’absence de CO2 prouve que le dégagement d’O2 est distinct de la fixation de CO2. On peut donc émettre l’hypothèse que l’O2 dégagé lors de la photosynthèse est issu de l’eau (photo-oxydation de l’eau), ce qui est également suggéré par la comparaison des réactions des photosynthèses utilisant l’eau ou le sulfure d’hydrogène (équation 6 et encart 1.11). L’origine de l’O2 est formellement établie en 1940 par Ruben et Kamen : en présence d’eau lourde H218O, il se dégage du dioxygène 18O2, ce qui n’est pas le cas avec du C18O2.
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			Potentiel d’oxydoréduction

			
			Les molécules ou les ions peuvent échanger des électrons. L’oxydation est une perte d’électrons : la molécule passe d’une forme réduite à une forme oxydée : Ared → Aox+ + e–. La réduction est la réaction inverse Aox+ + e– → Ared. Oxydation et réduction sont des processus réversibles. Un réducteur est un donneur d’électrons ; un oxydant un accepteur d’électrons.

			Lorsqu’on associe deux molécules A et B dans une pile et que A est plus réducteur que B le courant passe de A vers B.

			Ared → Aox+ + e–  et  Box+ + e– → Bred

			Une différence de potentiel électrique s’établit entre A et B. Les potentiels d’oxydoréduction (ou redox) des molécules sont définis par rapport à une électrode de référence (H2 ↔ 2H+ + 2e–). Cette électrode est à pH = 0 ; les potentiels redox sont alors notés E°. En biologie la référence est pH = 7 et les potentiels redox sont notés E°’.

			La variation d’enthalpie libre (ΔG°’) correspondant au passage de n électrons de A (potentiel E°’A) vers B (potentiel E°’B) est :

			ΔG°’= – n F (E°’B – E°’A) où F= 96 495 C∙mol–1.

			Si A est plus réducteur que B, E°’A est inférieur à E°’B et ΔG°’ est négatif, c’est-à-dire que la réduction de B par A est spontanée (exergonique). La réaction inverse n’est pas spontanée (endergonique) mais peut se faire avec l’apport d’une énergie externe supérieur à ΔG°’.



			L’équation globale de la photosynthèse (équation 1) se décompose en deux étapes : oxydation de l’eau et réduction du CO2, avec, entre les deux, une chaîne de transporteurs d’électrons. Le flux d’électrons depuis le donneur (l’eau) jusqu’à l’accepteur physiologique (NADP+ pour nicotinamide dinucléotide phosphate) n’est pas spontané d’un point de vue thermodynamique : l’énergie nécessaire est fournie par la lumière. Les réactions de la phase photochimique peuvent donc être résumées comme suit :

			2 H2O → O2 + [4 H+ + 4 e–]          E0’ = +0,815 V (équation 3)

			2 NADP+ + [4 H+ + 4 e–] → 2 NADPH + 2 H+  E0’ = –0,32 V (équation 4)

			Ultérieurement, le NADPH est réoxydé en NADP+, ce qui permet la réduction du CO2 en triose (phase biochimique de fixation du CO2). Dans la photosynthèse, la variation d’enthalpie libre des réactions couplées (3) et (4) est fortement endergonique.

			ΔG0’ = – (4 × 96 495) × (–0,32 – (0,815)) = +477 kJ∙mol–1, très proche de 481 kJ∙mol–1 correspondant à l’assimilation du CO2 (équation 1).

			1.4.	La capture de l’énergie lumineuse implique deux photosystèmes

			L’efficacité de la photosynthèse chute brutalement entre 680 et 700 nm, alors que la lumière est encore absorbée entre 700 et 720 nm (figures 1.1 et 1.3.C). À la fin des années 1950, Emerson et ses collaborateurs analysent plus précisément ce décalage entre spectres d’action et d’absorption de la lumière (red drop effect).

			[image: Figure 1.5. Effet Emerson.]

			Figure 1.5. Effet Emerson.

			Le rendement quantique (moles de CO2 consommé par nombre de moles de photons absorbés) chute entre 680 et 700 nm (trait plein). On applique ensuite simultanément une lumière de longueur d’onde 650 nm en plus de la lumière à laquelle la mesure est réalisée (tirets). On note un renforcement de la photosynthèse, surtout dans les longueurs d’ondes entre 680 et 720 nm, illustrant la synergie des longueurs d’ondes 650 nm et 700 nm due à l’existence de deux photosystèmes.

			Ils montrent que l’ajout d’une radiation de longueur d’onde 650 nm à des longueurs d’onde monochromatiques entre 660 nm et 720 nm évite cette chute d’efficacité dans le rouge lointain. L’existence d’une synergie entre les radiations de 650 nm et celles de 700 nm (ces dernières étant moins efficaces sans les premières), suggère que deux catégories de photosystèmes, absorbant à ces longueurs d’ondes, sont nécessaires à la photosynthèse et collaborent entre eux. Par la suite, ces photosystèmes ont été détachés des membranes des thylakoïdes à l’aide de détergents. Leurs composants ont été séparés par électrophorèse en gel de polyacrylamide et leur composition analysée. Les photosystèmes sont constitués d’un ensemble de protéines, dont des chromoprotéines (protéines associées à des pigments). Le photosystème (PS) absorbant à 700 nm a été isolé le premier d’où son nom : PSI. Le pic d’absorption du photosystème II (PSII) est à 680 nm. Les photosystèmes sont constitués d’un centre réactionnel et d’une antenne collectrice de photons (LHC, light harvesting complex). Il y a environ 250 molécules de chlorophylle associées aux antennes collectrices situées autour de chaque centre réactionnel. Cela permet une collecte efficace de l’énergie lumineuse. D’autres édifices ont été dissociés des membranes des thylakoïdes, dont le complexe cytochrome b6/f et l’ATP synthase (figure 1.6).

			Dans le cas du PSII, on distingue une antenne périphérique (LHC2) à laquelle sont associées des molécules de chlorophylle a, de chlorophylle b et de carotène, et une antenne proximale (CP) qui entoure le centre réactionnel et qui contient des molécules de chlorophylle a et de carotène. Le centre réactionnel (fixé sur les protéines D1 et D2) porte le dimère de chlorophylle a ionisé appelé P680 et les centres redox impliqués dans le transfert des électrons arrachés au P680. Le P680 est régénéré avec un électron provenant de l’oxydation de l’eau. Le complexe d’oxydation de l’eau est constitué de protéines liées au centre réactionnel et qui font saillie dans le lumen. Le PSI ne contient qu’une antenne semblable à l’antenne périphérique du PSII. Le centre réactionnel du PSI porte le dimère de chlorophylle a P700 et des centres redox permettant le transfert de l’électron du P700 jusqu’à l’accepteur terminal, la ferrédoxine (figure 1.6). La régénération du P700 est assurée par la plastocyanine réduite, petite protéine soluble dans le lumen qui constitue le donneur primaire d’électrons au PSI.

			[image: Figure 1.6. Organisation des membranes des thylakoïdes]

			Figure 1.6. Organisation des membranes des thylakoïdes

			Les zones entre les granums (en gris) portent le PSII (mais pas de PSI). Les zones exposées au stroma (en blanc) sont dépourvues de PSII mais portent le PSI et l’ATP synthase qui produisent respectivement le NADPH et l’ATP vers le stroma. Le complexe b6/f qui assure le lien entre les deux photosystèmes est présent partout. Abréviations, voir le texte.

			1.5.	Les chlorophylles absorbent les photons et transmettent leur énergie

			Les chlorophylles absorbent l’énergie des radiations bleues et rouges et passent à un état excité (Figure E1.3) :

			Chl + hν (bleu ou rouge) → Chl*
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			Excitation et désexcitation de la chlorophylle

			
			Pour qu’une molécule de pigment absorbe un photon, il faut que l’énergie de ce dernier corresponde à la valeur de la transition d’un électron de l’état fondamental à un état excité. La désexcitation se fait de diverses manières (figure E1.3).

			[image: Figure E1.3. Excitation et désexcitation de la chlorophylle]

			Figure E1.3. Excitation et désexcitation de la chlorophylle

			L’état fondamental contient de nombreux sous-niveaux d’énergie (du fait des variations dues à la rotation et à la vibration de la molécule) et il en est de même pour les états excités. L’absorption de la lumière peut donc prendre la forme d’un pic d’absorption autour de l’énergie moyenne E nécessaire à la transition de l’état fondamental à un état excité. Cette énergie correspond à une longueur d’onde λ, telle que E = hc/λ, h étant la constante de Planck (6,626 10–34 J∙s) et c la vitesse de la lumière (2,998 108 m∙s–1). Pour les chlorophylles, le premier état excité est atteint avec des radiations rouges et le second avec des radiations bleues. Le passage de l’état fondamental à un état excité est extrêmement rapide (10–15 s). La chlorophylle excitée (Chl*) transmet son énergie par résonance au sein de l’antenne collectrice de photons ; une antenne contient environ 300 molécules de chlorophylle.

			La chlorophylle excitée perd son énergie (conversion interne) en retournant à l’état fondamental (Chl)

			–par fluorescence avec émission de photon infrarouge

			–ou par émission de chaleur (convection)

			–ou encore par formation d’oxygène toxique (paragraphe 5.2).

			Ces pertes d’énergie de la chlorophylle permettent de dissiper l’énergie lumineuse qui n’est pas utilisée par le métabolisme et protègent les feuilles.

			La conversion externe est l’ionisation de la chlorophylle qui convertit l’énergie lumineuse en énergie électrochimique.



			Dans l’état excité, les chlorophylles transmettent leur énergie par résonance entre les molécules des antennes collectrices de lumière et, de proche en proche, vers le centre réactionnel (il s’agit d’un transfert d’énergie et non de photons).

			hν + Chl1 → Chl1* puis Chl1* + Chl2 → Chl1 + Chl2* etc.

			Au centre réactionnel la chlorophylle est ionisée. Cet état est instable. Il est stabilisé dans les photosystèmes par des donneurs (D) et des accepteurs (A) d’électrons. Ceux-ci réalisent une séparation des charges dans l’espace de la membrane du thylakoïde :

			Chl* → Chl+ + e–

			Chl+ + D → Chl + D+ et e–+ A → A–

			Le donneur initial d’électrons est l’eau. L’accepteur final d’électrons est le NADP+. On a donc les réactions suivantes :

			2 H2O → O2 + 4 H+ + 4 e– et

			2 NADP+ + 4 H+ + 4 e– → 2 NADPH + 2 H+

			Du fait de l’existence de deux photosystèmes, deux photons sont requis pour transférer un électron de l’eau au NADP+. L’exigence quantique théorique maximale est donc de 8 photons par molécule d’O2 émise. Les meilleures valeurs mesurées (plantes C3 = 9,43 ; plantes C4 = 14,45 ; plantes CAM = 9,35), sont plus élevées pour diverses raisons : photophosphorylation cyclique notamment et, chez les C4, besoin accru d’ATP.

			1.6.	Le thylakoïde produit de l’énergie chimique : ATP et NADPH

			Les thylakoïdes génèrent des molécules réductrices à la lumière (NADPH). Le trajet des électrons entre les complexes protéiques est schématisé par les figures 1.6 et 1.7. Le passage de 4 électrons génère 2 NADPH + 2 H+.

			[image: Figure 1.7. Schéma du parcours des électrons entre les composants du thylakoïde]

			Figure 1.7. Schéma du parcours des électrons entre les composants du thylakoïde

			Le transfert cyclique est en pointillé. L’échelle des potentiels redox est inverse de celle des énergies car ΔG = – nFΔE (encart 1.2).

			1.6.1. Création d’un gradient de protons

			L’oxydation de l’eau. Elle se fait grâce à une protéine du PSII et, à partir de deux molécules d’eau, elle libère quatre électrons qui régénèrent les électrons des chlorophylles du P680 et quatre protons qui s’accumulent dans le lumen.
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			Émission périodique d’O2

			L’oxydation de l’eau en O2 exige quatre électrons (équation 3). Joliot (1969) administre à une suspension d’algues des éclairs très brefs, assimilables à l’effet d’un photon, et observe que l’émission d’O2 se réalise avec une périodicité d’ordre 4. Sachant qu’un photon excite un électron, ce résultat suggère que l’appareil photosynthétique accumule séquentiellement l’énergie des électrons avant que l’oxydation de l’eau se réalise. Une protéine à manganèse perd séquentiellement des électrons. Au stade M4+, son potentiel redox est assez élevé pour oxyder l’eau.

			[image: Figure E1.4. Émission périodique d’O2]

			Figure E1.4. Émission périodique d’O2

			A. Des chlorelles sont pré-adaptées à l’obscurité puis soumises à des éclairs séparés par 300 ms d’obscurité. Dans ces conditions, l’effet d’un éclair est assimilable à celui d’un photon. L’émission d’O2 présente une périodicité d’ordre 4 (maximums après les éclairs 3, 7 et 11). B. Cycle de Joliot-Kok.

			Lorsque l’énergie de résonance arrive au centre réactionnel, le P680 est ionisé en P680+ qui est très oxydant (E°’ > +1V) ; via un résidu tyrosine, il capture un électron au complexe d’émission de l’oxygène (CEO). Ce complexe est lié à la protéine D1 ; il comprend quatre atomes de manganèse qui s’oxydent progressivement. À chaque excitation, un atome de manganèse est oxydé, un électron est libéré vers le P680+ et un proton émis vers le lumen. Le CEO fixe 2 molécules d’eau et après la quatrième excitation il libère une molécule d’O2. Chaque électron issu du centre réactionnel est cédé à une phéophytine, qui le transmet rapidement (10–12 s) à la plastoquinone QA, ce qui stabilise la séparation des charges.



			Le cycle Q et le cytochrome b6/f. L’électron issu du PSII est capturé par une plastoquinone ; via le complexe cytochrome b6/f, il est transmis à la plastocyanine. Ce transfert est exergonique et la perte d’énergie d’un électron permet de pomper deux protons du stroma vers le lumen.
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			Le cytochrome b6/f et l’accumulation de protons

			L’électron porté par la plastoquinone QA va vers QB, puis les plastoquinones Q, très abondantes dans les membranes du thylakoïde. En présence de 4 électrons on a :

			2 Q (plastoquinone) + 2 H+ + 2 e– → 2 QH2 (plastoquinol)

			Le plastoquinol, très mobile, cède ses électrons à une protéine fer-soufre du complexe cytochrome b6/f en libérant les protons dans le lumen du thylakoïde ; les plastoquinones servent ainsi de véritables pompes à protons ; ce pompage (contre un gradient électrochimique) est animé par l’énergie d’oxydoréduction des électrons :

			2 QH2 → 2 Q + 2 H+ (vers le lumen) + 2 e– (vers la protéine Fe-S)

			[image: Figure E1.5. Cycle Q]

			Figure E1.5. Cycle Q

			Ce processus, transfère 2 protons pour 1 électron, car 2 électrons sont recyclés via le cytochrome b6/f. À ce stade, le passage de 4 électrons correspond à l’accumulation de protons dans le lumen : 4 issus de l’oxydation de l’eau ; 4 (ou 8) issus du cycle Q. Les électrons passent de la protéine fer-soufre à une protéine à cuivre : la plastocyanine (E°’ = 0,37 V ; 21 kDa). La plastocyanine est très mobile dans le lumen ; elle assure le transfert des électrons vers le PSI.



			Le fonctionnement du PSI ; la photophosphorylation cyclique. Grâce à l’énergie d’un photon, comme dans le PSII, une chlorophylle particulière du P700 est excitée et devient très réductrice (E°’ ≈ –1,1 V) ; elle se sépare en P700+ (E°’ ≈ +0,5 V) et un électron, ce dernier est capturé très rapidement par des molécules intermédiaires : chlorophylle a (A0) ; phylloquinone (A1) ; protéines fer-soufre (FX, FA, FB) et enfin par la ferrédoxine (E°’ ≈ –0,42 V ; 11,5 kDa). Cette protéine, hydrophile, très mobile dans le stroma sert de vecteur de l’énergie réductrice. Elle réduit le NADP+ en NADPH, via la ferrédoxine-NADP+ réductase (FNR) ; dans le chloroplaste elle permet de réduire d’autres molécules, notamment la thiorédoxine, mais aussi le nitrite et le sulfite etc.

			On observe que diverses molécules peuvent bloquer le flux des électrons dans les thylakoïdes. Des herbicides (le DCMU ou diuron, l’atrazine) inhibent le transfert d’électrons entre QA et QB, ce qui fait dépérir la plante. En présence de DCMU, des chloroplastes produisent de l’ATP sans dégager d’O2. On montre que la ferrédoxine peut réduire le cytochrome b6/f, ce qui permet, grâce au cycle Q, le pompage des protons, les électrons retournent au PSI par la plastocyanine : il y a un transfert cyclique d’électrons énergisés par le PSI (figures 1.6 et 1.7). Ce processus de photophosphorylation cyclique permet de transformer un éventuel excédent d’énergie lumineuse en énergie chimique, ce qui évite la photodestruction des photosystèmes et comble le déficit en ATP pour le cycle de Calvin (production d’ATP sans NADPH).

			1.6.2. Synthèse électrochimique de l’ATP

			Des chloroplastes conditionnés dans un tampon acide jusqu’à l’équilibre puis transférés à pH 8,5 produisent de l’ATP à partir d’ADP en absence de lumière ; la production d’ATP a lieu si l’enveloppe des chloroplastes est rompue, mais elle nécessite l’intégrité de la membrane thylakoïdale. Le seul gradient de concentration de protons à travers cette membrane est donc à l’origine de la synthèse d’ATP. Dans le chloroplaste à la lumière, c’est l’oxydation de l’eau et la perte d’énergie des électrons entre PSII et PSI qui élèvent la concentration de H+ dans le lumen (pH = 4,5 à 5) et l’abaissent légèrement dans le stroma (pH ≈ 7,5). L’énergie chimique libérée par le transfert d’électrons est ainsi convertie en gradient de potentiel électrochimique du proton à travers la membrane thylakoïdale : son énergie potentielle dans le lumen augmente et il la libère en revenant vers le stroma.

			La membrane lipidique thylakoïdale étant imperméable aux ions, les H+ la traversent dans le sens de leur diminution d’énergie via un complexe protéique appelé ATP synthase. Celui-ci est composé d’un domaine membranaire (CF0) et d’un domaine stromal (CF1) ; chaque domaine est composé de plusieurs sous-unités protéiques ; CF0 et CF1 sont reliés entre eux par une autre sous-unité protéique. Sous l’effet de la traversée des H+, CF0 effectue une rotation ; la torsion de la sous-unité de liaison sous l’effet de cette rotation entraîne des modifications conformationnelles des sous-unités de CF1 ; celles-ci passent d’un état « ouvert », où le site actif a une affinité plus forte pour l’ADP et Pi que pour l’ATP, à un état « relâché » où ADP et Pi sont fixés, puis à un état « resserré » où la pression exercée rend la réaction ADP + Pi → ATP exergonique. La protéine fonctionne donc comme une turbine moléculaire plutôt que comme une enzyme. On montre que la traversée de l’ATP synthase par 3 H+ produit 1 ATP.

			Le couplage entre le transfert de l’énergie électrochimique des H+ et la synthèse endergonique d’ATP dans les membranes thylakoïdales et les membranes mitochondriales internes est décrit par la théorie chimio-osmotique élaborée par Peter Mitchell dans les années 1960. Ce modèle qui rend compte du principal mode de production d’énergie chimique dans la cellule eucaryote est également à la base de notre compréhension du fonctionnement des membranes biologiques et de l’énergisation des transports transmembranaires d’ions minéraux (chapitre 3) et de molécules organiques (exemple, charge du saccharose dans le phloème, chapitre 2).

			1.6.3. Bilan des réactions photochimiques

			Dans les meilleures conditions, on mesure une exigence de 9,4 photons par O2 émis ; ces photons permettent de produire au moins 2 molécules de NADPH. En considérant seulement la photophosphorylation acyclique, ces photons correspondent à un peu plus de 12 protons libérés dans le lumen et un potentiel de plus de 4 ATP par O2 émis. Selon les conditions du milieu, l’exigence quantique peut être nettement plus élevée.

			1.7.	Le stroma utilise l’énergie chimique et assimile le CO2

			1.7.1. La carboxylation par la rubisco et le cycle de Calvin

			La première molécule issue de la fixation du CO2 est restée longtemps mystérieuse. Dans les années 1950, Calvin et ses collaborateurs de l’Université Berkeley (Californie) ont utilisé des algues vertes unicellulaires (Chlorella, Scenedesmus) ce qui leur a permis de travailler en milieu liquide. Les produits formés à la lumière ont été marqués en administrant de l’hydrogénocarbonate (HCO3–) radioactif. Grâce à un dispositif ingénieux (figure 1.18.A), cette équipe a pu réaliser des temps de marquage très courts (1 seconde).

			[image: Figure 1.8. L’APG est issu du RuBP]

			Figure 1.8. L’APG est issu du RuBP

			A. Dispositif de Calvin. Les algues sont cultivées dans un milieu enrichi en CO2. Selon le point d’injection, le temps de marquage va de 1 à 15 s. Le méthanol bouillant arrête les réactions et permet l’extraction des molécules synthétisées. B. Après un temps de marquage assez long, la radioactivité des molécules est stable. À l’obscurité, la radioactivité de l’APG (phosphoglycérate) augmente temporairement, celle du RuBP (ribulose-1,5-bisphosphate) baisse. Le RuBP est le précurseur de l’APG. Par la suite, l’APG se transforme en d’autres molécules AldPG etc.

			La séparation des molécules synthétisées à la lumière est réalisée par chromatographie bidimensionnelle sur papier. La première molécule produite est l’acide phosphoglycérique (APG) qui est sous forme ionisée (phosphoglycérate) aux pH biologiques. Lors du passage à l’obscurité, la radioactivité de l’APG augmente alors que celle du ribulose-1,5-bisphosphate (RuBP) baisse (figure 1.8.B). Ces faits suggèrent que l’APG est issu de la carboxylation du RuBP. Un cycle de transformations biochimiques assure la régénération du RuBP à partir de l’APG.

			L’APG est réduit en triose (aldéhyde 3-phosphoglycérique, AldPG) ; la réaction se réalise en deux temps qui utilisent les produits des réactions photochimiques : phosphorylation de l’APG par l’ATP puis réduction par le NADPH. Un cycle interconvertit les glucides et régénère le RuBP. Un ATP est requis lors de la dernière réaction pour fermer ce cycle. Il faut donc 3 ATP et 2 NADPH pour fixer 1 CO2 (figure 1.9).

			[image: Figure 1.9. Le cycle de Calvin.]

			Figure 1.9. Le cycle de Calvin.

			Le cycle de Calvin commence par la carboxylation du ribulose-1,5-bisphosphate (Ru 1,5 BP) via la rubisco (1) ; le phosphoglycérate (APG) est phosphorylé (2) puis réduit (3) grâce aux produits des réactions photochimiques. Le glycéraldéhyde-3-phosphate (AldPG) formé est un triose. L’un des 6 AldPG est exporté. Les autres sont interconvertis et régénèrent le Ru 5P (4-11) ce qui permet de fermer le cycle. L’AldPG peut être isomérisé en dihydroxy-acétone phosphate (DHAP). Les intermédiaires sont : fructose-1,6-bisphosphate (Fru 1,6P) ; fructose-6-phosphate (Fru 6P) ; xylulose-5-phosphate (Xu 5P) ; érythrose-4-phosphate (Ery 4P) ; sédoheptulose-1,7-bisphosphate (S 1,7P) ; sédoheptulose-7-phosphate (S 7P) ; ribose-5-phosphate (Rib 5 P). Le bouclage du cycle exige une phosphorylation (12). Il faut, par CO2 assimilé, 3 ATP et 2 NADPH ; la libération d’une molécule d’AldPG et la régénération d’une molécule de RuBP requièrent donc 9 ATP et 6 NADPH.
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			Structure de la rubisco

			
			L’enzyme catalysant la carboxylation est la ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase oxygénase (rubisco). Elle représente environ la moitié des protéines foliaires et, du fait que les végétaux constituent l’essentiel de la biomasse terrestre, la rubisco est la protéine la plus abondante sur Terre. Cette enzyme est un oligomère constitué de 16 sous-unités (L8S8). Les 8 petites sous-unités (S pour small) sont codées par le noyau puis adressées au chloroplaste ; le signal d’adressage est une courte séquence d’acides aminés non polaires, située à l’extrémité N-terminale de la protéine synthétisée dans le cytoplasme et clivée de la protéine mature par une peptidase de maturation du stroma (SPS, Stroma Processing Peptidase). Les 8 grandes unités (L pour large) sont codées par l’ADN chloroplastique. Les sites catalytiques de la carboxylation sont portés par les grosses sous-unités. Certains organismes sans petite sous-unité existent dans différents groupes (protistes, archées et quelques bactéries). La petite sous-unité n’a pas de fonction catalytique mais améliore la stabilité et l’assemblage de la rubisco ; elle améliore la fixation du CO2 car elle agit comme un réservoir de CO2. L’acquisition de la petite sous-unité au cours de l’évolution a permis aux organismes photosynthétiques de faire face à une atmosphère appauvrie en CO2 et enrichie en O2. Les sites catalytiques peuvent aussi fixer O2, bien qu’avec une moindre affinité que CO2, et ainsi catalyser une réaction d’oxygénation (d’où le nom de l’enzyme). La rubisco est inactive la nuit du fait de la fixation de composés qui entraîne le blocage des sites actifs. Son activation requiert une autre enzyme, la rubisco-activase, synthétisée à la lumière. La rubisco-activase est elle-même activée par l’ATP ; elle expulse le RuBP lié au site actif de la rubisco. La rubisco, en présence de Mg2+, peut alors fixer un CO2 à un résidu lysine du site actif et fixer le ènediol issu du RuBP. L’activité enzymatique de la rubisco est relativement faible (faible turnover catalytique) : elle ne produit qu’entre 1 et 10 molécules de 3-phosphoglycérate (APG) par seconde. À titre de comparaison, la catalase, l’une des enzymes les plus performantes, dismute plusieurs dizaines de millions de molécules d’H2O2 par seconde. La faible efficacité de la rubisco est compensée par sa très grande quantité dans le stroma des chloroplastes. Des plantes de tabac transgéniques où la rubisco endogène a été remplacée par celle d’une protéobactérie, Rhodospirillum rubrum, ont poussé plus haut et produit environ 40 % de biomasse supplémentaire.

			[image: Figure E1.6. Structure et fonctionnement de la rubisco]

			Figure E1.6. Structure et fonctionnement de la rubisco

			A. Assemblage de la rubisco. B. La rubisco-activase est activée par l’ATP puis expulse le RuBP de la rubisco ; la rubisco peut alors être activée en fixant le CO2 en présence de Mg2+. C. Réactions de carboxylation (à droite) ou d’oxygénation du RuBP (à gauche). D. Site actif de la rubisco.



			2.	La photorespiration concurrence la photosynthèse ; certaines plantes présentent des adaptations pour la limiter

			2.1.	La photorespiration

			2.1.1. Découverte

			En 1920 Warburg observe que la photosynthèse est inhibée par O2 (figure 1.10).

			[image: Figure 1.10. Effet Warburg]

			Figure 1.10. Effet Warburg

			A. Fixation du CO2 par le soja en fonction de la teneur en oxygène et pour deux teneurs en CO2. La baisse de la pression d’O2 augmente l’intensité de la fixation de CO2 ce qui suggère une compétition entre ces gaz. B. Fixation du CO2 en fonction de l’éclairement énergétique et pour deux pressions d’O2.

			Cette compétition est appelée effet Warburg ; il est particulièrement important lorsque l’éclairement est fort. Decker (1957) note qu’il y a une consommation d’O2 à la lumière. L’étude du métabolisme avec des traceurs, isotope radioactif (14CO2) ou isotope lourd (18O2), prouve que la rubisco a une activité oxygénase en catalysant la réaction dont les produits ont respectivement 3 et 2 atomes de carbone.

			Ribulose -1,5-bisphosphate + O2 → APG (C3) + Phosphoglycolate (C2)

			2.1.2. Mesure de la photorespiration

			La mesure de la photorespiration est malaisée dans le cas général : on peut utiliser des traceurs (14CO2 ou 13CO2) et évaluer la libération de CO2 marqué. Une méthode indirecte simple consiste à mesurer la photosynthèse en présence, puis en absence d’O2 (figure 1.10). On peut évaluer la photorespiration dans le cas où le CO2 est absent de la chambre de mesure : pendant les minutes qui suivent l’arrêt de l’éclairement, un pic postilluminatoire de production de CO2 témoigne de l’activité résiduelle du cycle C2 (figure 1.11).

			[image: Figure 1.11. Mesure de la photorespiration.]

			Figure 1.11. Mesure de la photorespiration.

			A. La vitesse d’échange de CO2 par une feuille placée dans une enceinte sans CO2 est quasiment nulle. À l’arrêt de la lumière, pendant quelques minutes, du fait de l’inertie du métabolisme, la plante dégage le CO2 correspondant à la somme photorespiration (PR) plus respiration (R). Lorsque l’équilibre est atteint, le dégagement de CO2 est dû uniquement à la respiration (mitochondriale). B. Des feuilles sont préalablement placées un temps suffisant en présence de 14CO2. Au temps zéro, l’atmosphère est privée de CO2. Le dégagement de 14CO2 à la lumière correspond à la photorespiration plus respiration ; à l’obscurité on mesure la respiration ; la différence est une mesure de la photorespiration. Le tabac, plante en C3, présente une photorespiration mesurable, ce qui n’est pas le cas pour le maïs, plante en C4.

			Chez la grande majorité des plantes, dites C3 (paragraphe 2.2), la photorespiration représente, en volume, au moins 20 % de la photosynthèse à température normale et jusqu’à 70 %, voire plus, à température élevée. Les raisons en sont notamment l’élévation du rapport O2/CO2 dissous avec la température ; les variations d’optimum d’activité des enzymes avec la température accentuent cette évolution.

			2.1.3. Le cycle C2 ou cycle de Tolbert
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			Évolution de la photorespiration

			La photorespiration a pour origine la compétition entre O = C = O et O = O. Lors de l’émergence de la vie, l’atmosphère terrestre était pauvre en O2 et c’était sans conséquence car les cyanobactéries évacuent dans le milieu le glycolate issu de la photorespiration. Les végétaux supérieurs récupèrent ce métabolite par le cycle en C2. Par la suite, l’évolution a sélectionné les organismes ayant un meilleur pouvoir discriminant.

			On peut exprimer la discrimination de la rubisco entre ses deux substrats par le facteur de spécificité R = (VC/VO)/(KCO2/KO2), où VC et VO sont respectivement les vitesses maximales de carboxylation et d’oxygénation et KCO2 et KO2 les Km de la rubisco pour CO2 et O2. R est faible (peu de spécificité) chez les bactéries (10 à 20) ; les cyanobactéries (50) et les algues (60) sont plus sélectives et les végétaux supérieurs ont un facteur de spécificité élevé (80). Dans les milieux chauds, l’apparition des plantes C4 et CAM a permis de surmonter l’effet néfaste de la photorespiration.



			L’activité oxygénase de la rubisco libère de l’APG et du phosphoglycolate. L’APG rejoint le cycle de Calvin ; le phosphoglycolate est à l’origine d’un cycle de réactions qui prennent place dans le chloroplaste, le peroxysome, la mitochondrie et le cytosol. On observe, dans la cellule, une association étroite entre ces organites (proximité des chloroplastes et des peroxysomes, ainsi que des mitochondries). Ce métabolisme est appelé cycle C2 ou cycle de Tolbert (figure 1.12).

			Le peroxysome ne produit pas de NADH ; celui-ci est issu de la mitochondrie (ou du chloroplaste) par une navette malate-oxaloacétate. L’ammoniac est libéré en quantité équivalente à celle du CO2 photorespiratoire ; la plante dispose de plusieurs mécanismes pour le récupérer. Le plus efficace, du fait de sa forte affinité pour l’ammonium, est le système GS (glutamine synthétase) – GOGAT (glutamine α-cétoglutarate aminotransférase ou glutamate synthase) chloroplastique (chapitre 3). L’importance de la récupération du NH4+ photorespiratoire et le rôle essentiel du cycle GS-GOGAT dans ce processus sont illustrés par la létalité des mutations des isoformes majoritaires de GS ou de GOGAT en conditions photorespiratoires (forte intensité lumineuse) et leur innocuité en conditions non photorespiratoires (taux élevé de CO2).

			2.1.4. Les fonctions de la photorespiration

			La photorespiration a longtemps été présentée comme un fardeau pour les plantes. Les essais d’inhibition de la photorespiration ou de sélection de plantes qui en sont dépourvues ont été décevants, voire létaux, ce qui a fait reconsidérer cette prétendue nocivité. Le cycle C2 permet de récupérer une fraction importante du glycolate (théoriquement 90 %) en le transformant en APG. Le peroxysome, en oxydant le glyoxylate, produit de l’oxalate, or ce composé est précipité (dans les vacuoles) en présence de calcium ; ce processus est un moyen de réguler le taux de calcium cytosolique (qui doit être maintenu très bas, environ 1 µM). Le peroxysome est important pour la défense des plantes, car les stress génèrent fréquemment une augmentation du potentiel redox de la cellule. Le peroxysome permet d’ajuster ce potentiel. Il est aussi une source de peroxyde d’hydrogène (H2O2), indispensable aux réactions de défense impliquant l’acide salicylique. Les plantes ont besoin de ce métabolisme, probablement pour éliminer une partie de l’oxygène, potentiellement toxique. En outre, la photorespiration permet de synthétiser des acides aminés (glycine, sérine) et sa fonction dans le métabolisme azoté est importante. Le glycolate, l’oxalate et le formate produits dans le peroxysome sont des régulateurs métaboliques (le glyoxylate active l’oxydase alterne, le P-glycolate inhibe la photosynthèse). La photorespiration, ainsi que la respiration alterne, apparaissent maintenant comme des processus indispensables à la régulation cellulaire.


			[image: Figure 1.12. Le cycle C2]

			Figure 1.12. Le cycle C2

			Le phosphoglycolate, après déphosphorylation, passe dans le peroxysome où il est oxydé en glyoxylate. Le peroxyde d’hydrogène résultant de ce processus est dismuté par la catalase : cette étape consomme de l’O2. Le glyoxylate est transaminé en glycine, soit par une glycine aminotransférase, soit par une sérine-glyoxylate aminotransférase. La glycine passe dans la mitochondrie où 2 molécules de glycine donnent une sérine après décarboxylation :  c’est là l’origine du CO2 de la photorespiration. De l’ammoniac (toxique) est produit par cette réaction ; il est réassimilé dans le chloroplaste. La sérine cède son groupe amino et se transforme en hydroxy-pyruvate, lequel est réduit en glycérate. Ce dernier est phosphorylé en APG. Selon ce schéma, sur 10 atomes de carbone du RuBP, un seul serait perdu sous forme de CO2. Les pertes réelles sont plus élevées.

		



			2.2.	Les plantes C4 n’ont pas de photorespiration

			Chez certaines plantes, le premier composé organique formé par la fixation du CO2 est une molécule à 4 carbones, comme le montrent des expériences de marquage isotopique (figure 1.13). Pour cette raison, ces plantes sont appelées C4, tandis que les plantes dont le premier produit formé est l’APG sont appelées C3. Il existe environ 8 000 espèces C4, réparties dans près de 20 familles botaniques, certaines possédant plusieurs lignées évolutives différentes contenant des espèces C4.

			Les plantes C4 présentent une particularité biochimique liée à une particularité anatomique. Chez les C3, la coupe transversale d’une feuille montre un parenchyme dont les cellules sont du même type (figure 1.14). Chez les C4, on distingue un mésophylle doté de petits chloroplastes et une gaine périvasculaire qui possède des chloroplastes volumineux (anatomie de Kranz, mot allemand pour couronne).

			[image: Figure 1.13. La carboxylation de type C4]

			Figure 1.13. La carboxylation de type C4

			La plante (maïs ou canne à sucre) est placée 5 s à la lumière en présence de 14CO2 : sous l’effet de cette impulsion de radioactivité les molécules qui se carboxylent (ou se renouvellent) rapidement sont marquées au 14C. Le 14CO2 est remplacé par du 12CO2 : le CO2 non radioactif chasse le 14C des molécules à renouvellement rapide et fait baisser leur radioactivité. Cette technique d’impulsion-chasse (pulse-chase) montre que des molécules en C4 (malate, aspartate) sont les premières marquées. Elles se transforment

			
			
			
			
			
			
			
			
				
					
					
					
				

			

			
				
					
				

			

			
			


			2.3.	La carboxylation de type CAM (Crassulacean Acid Metabolism)

			
			
			
			
			
			
			
			
			
			
			3.	Les principaux glucides formés à partir des trioses-P
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			4.2.	La respiration résistante au cyanure

			
			
			4.3.	Le cycle glyoxylique
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			5. Les variations et les régulations de la photosynthèse
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			5.3.	Les régulations des biosynthèses carbonées

			
			
			
			
			
			
			
			
			
			
			
			
			
			
			
			
			
			6.	La photosynthèse de la plante entière dépend de facteurs du milieu et de la plante

			
				
					
				

			

			
			
			
			


			
			6.1.	La photosynthèse augmente avec la teneur en CO2

			
			
			
			6.2.	La photosynthèse varie avec la lumière solaire

			
				
					
				

			

			
			
			


			
			
			
			
			
			6.3.	La photosynthèse varie avec l’alimentation en eau

			
			
			
			
			
			
				
					
				

			

			
			
			
			
			
			
			


			6.4.	La photosynthèse dépend de la température

			
			6.5.	La photosynthèse est affectée par les stress abiotiques

			
			6.6.	La photosynthèse évolue avec l’âge de la feuille
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