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SUMMARY 

Studies of several electron carriers, particularly cytochromes b-559 and c-553 in three non- 
photosynthetic mutants of Chlamydomonas reinhardi 

Biochemical and spectroscopic analyses were performed in order to investigate 
the electron-carrier contents of three non-photosynthetic mutants  (Fl 5, Fl  9 and 
Fl 15) of Chlamydomonas reinhardi. These mutants  exhibit several physiological 
anomalies, which indicate a blocking of the internal electron transport  close to 
Photoreaction II.  

Quinones and soluble proteins were analysed by chromatography. With the 
insoluble cell debris, difference absorption spectla were measured at 20 ° and at - 1 9  o°. 

The plastoquinone A, soluble cytochrome c-553, plastocyanin, ferredoxin and 
ferredoxin-NADP + reductase contents of each mutant  and of the wild type were 
comparable. Cytochrome b-559, also, was present in the four strains. But it appeared 
that  the mutants  F1 9 and Fl 15 showed only traces of the insoluble (bound) form 
of cytochrome c-553; this insoluble form was present, in appreciable amounts, in the 
wild type and in the mutant  Fl  5. 

The wild type contained about : i molecule of cytochrome b-559 per 13o mole- 
cules of chlorophyll (a+b) and i molecule of bound cytochrolne c-553 per 500 mole- 
cules of chlorophyll. 

I t  seems probable that  the mutants  are affected by structural defects, wich may  
be of a different nature for Fl 9 and F1 15, on the one hand, and for Fl 5 on the other. 
However, the possibility of the lack of an unknown electron carrier in these mutants  
cannot be ruled out. 

INTRODUCTION 

I1 est actuellement 6tabli, ~t la suite de tr&s nombreux travaux,  que, chez les 
algues et les plantes sup6rieures, le m~canisme primaire de la photosynth~se comporte 
deux r6actions photochimiques sensibilis6es par des syst&mes piglnentaires diff6rents 
et coupl6es en s6rie par une chalne de transfert d'61ectrons. Diverstransporteurs (cyto- 
chromes de type bet  de type c, plastoquinones, plastocyanine, ferr6doxine), dont la pr6- 
senee dans les chloroplastes a 6t6 raise en 6vidence, interviennent vraisemblablement 
dans le transfert d'61ectrons, soit directement en s6rie dans une voie principale, soit en 
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d6rivation dans des voles parall~les. Le r61e exact de certains de ces transporteurs 
d'~lectrons n'est pas encore ~tabli avec prficision (voir revue1). On sait, par ailleurs, 
que l 'examen compar6 des propri6t6s de mutants  d'algues vertes unicellulaires, 
bloqu~s k diff6rents niveaux de la chalne de transport  d'~lectrons li6e aux deux 
r6actions photochimiques, est un moyen d'investigation utile fr6quemment employ~ 
pour l'6tude du m6canisme de la photosynth&se (voir revues2-~). 

Le but du pr6sent travail est d 'examiner l '6quipement en transporteurs 
d'filectrons de trois mutants  de Chlamydomonas reinhardi (souches F1 5, Fl  9 et FI 
15). Ces mutants  ont 6t6 isolfs par Fun de nous (J.G.) et ont 6t~ sflectionn6s au moyen 
de tests physiologiques relatifs ~ la fluorescence chlorophyllienne, ~ l'6mission d'O2 et 
aux variations d'absorption photoinduites in vivo 5. Ils sont chlorophylliens, mais 
ils sont incapables de r6aliser complgtement la photosynthgse. Les 6tudes physio- 
logiques, qui ont fit6 r~alis6esS, 6, ont montr6 que, chez les trois mutants,  la Photo- 
r6action I I  fonctionne mais que le transfert d'~lectrons est probablement interrompu 
au voisinage du rfiducteur form6 par cette derniSre. I1 semblait donc int6ressant de 
rechercher s i c e s  mutants  pr6sentent une d6ficience en l 'un (ou en plusieurs) des 
transporteurs d'61ectrons photosynth6tiques actuellement identififis. 

En ce qui concerne Chlamydomonas, l 'dtude de plusieurs mutants  a permis ~t 
LEVINE 7 de confirmer l ' intervention en s6rie, entre les deux r6actions photochimiques, 
des transporteurs d'61ectrons suivants: un cytochrome de type b absorbant in vivo 

559 nm (cytochrome b-559), un cytochrome de type c absorbant in vivo ~ 553 nm 
(cytochrome c-553) et la plastocyanine. Le cytochrome b-559 ne peut pas ~tre extrait 
des fragments de chloroplastes; le cytochrome c-553 existe sous deux formes: une 
forme "soluble" facilement extractible et une forme "insoluble" non extractible s. 
La prfisence de ferr6doxine a aussi 6t6 mise en 6vidence chez Chlamydomonas6: ce 
transporteur interviendrait, avec la ferr6doxine-NADP+-rfiductase, dans la pattie 
terminale de la chalne de transfert d'61ectrons, au voisinage du r~ducteur form6 par 
la Photor6action I1, ~. 

Dans le but de pr~ciser les propri~tfis des mutants  Fl 5, Fl  9 et Fl I5, nous 
avons donc recherch6, dans chacun d'eux et dans_la souche sauvage, les quinones, les 
cytochromes b-559 et c-553, la plastocyanine, la ferr6doxine et la ferr6doxine-NADP-- 
r6ductase. Une analyse spectroscopique d6taill6e a montr6 que F1 9 et Fl 15 sont 
dfificients en cytochrome c-553 insoluble. Quelques interprfitations possibles de ce 
r6sultat, ainsi que de ceux obtenus prfc6demment,  sont propos6es. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Organismes, conditions de culture et de rdcolte 
La souche sauvage de Chlamydomonas reinhardi, utilisfie pour ces recherches, a 

~t6 fournie au d6but par le Professeur R. P. LEVINE de l'Universit~ Harvard.  Les 
mutants  Fl  5, Fl  9 et Fl 15 (qui sont dfisign6s k l'aide du pr6fixe Fl, en raison 
du niveau 61ev6 de la fluorescence chlorophyllienne 6mise par leurs colonies) ont 6t6 
obtenus au laboratoire, par irradiation de cellules sauvages en lumi~re ultra-violette. 
Ils ont 6t6 s~lectionn6s, parmi de nombreuses souches, au moyen d'une m6thode de 
criblage par photographie de fluorescence 1° et k l 'aide d'une s6rie de tests physiolo- 
giques 5. 

Les algues de chacune des souches sont cultiv6es en conditions ax6niques, sur 

Biochim. Biophys. Acta, 205 (197 o) 2o5-219 



CYTOCHROMES DE MUTANTS DE CHLAMYDOMONAS 207 

un milieu contenant de l'ac6tate (milieu Tris-ac6tate-phosphatO1), ~ 25 °, en pr~sence 
d'un dclairement faible (IOOO lux), les suspensions ~tant continuellement agitfies 
et a6r6es. Dans de nombreux cas, pour la recherche des prot6ines transporteurs 
d'61ectrons ainsi que pour certaines des analyses de quinones, des cultures de grands 
volumes (50 ou ioo 1) sont effectu6es et des r~coltes importantes, d'environ IO g 
d'algues s~ches, sont utilis~es. 

Lorsque les cultures parviennent k la fin de la phase de croissance exponentielle, 
les algues sont r6colt6es et lavfies, ~ 4 °, au moyen de centrifugations. Sur des parties 
aliquotes de chaque rficolte, les masses d'algues s~ches et les teneurs en chlorophylles 
a+b sont d~termin~es. Les chlorophylles sont extraites par l'acfitone k 80 % dans 
l'eau et dos~es spectrophotom~triquement selon MACKINNEY 1~ et ARNON 13. 

A ~lalyse des quinones 
Aprils la r6colte, le culot d'algues centrifug6es est extrait par l'ac6tone jusqu'~t 

6puisement. L'acfitone est ensuite 61imin~e par 6vaporation sous vide; le r6sidu est 
repris dans l'6ther de p~trole puis il est chromatographi6 sur une colonne d'acide 
silicique (Mallinckrodt) et de c61ite (2:1, en poids). Les quinones sont ~lu6es par un 
In~lange d'6ther 6thylique et d'6ther de p6trole (3:7, en vol.) 14. L'61uat est ensuite 
concentr6, puis il est chromatographi6 sur couches minces de gel de silice PF 254 
(Merck) ou de gel de silice HR tr~s pur (Merck). Les quinones sont d6tect~es au moyen 
de leur coloration au bleu de m6thyl6ne, sur gel HR, selon la technique de HENNINGER 
et al. 15, ou bien, sur gel PF  254, en utilisant leur forte absorption dans l'ultra-violet. 
Elles sont 61u6es par l'6ther. Elles sont ensuite identifi6es et dos6es par mesure de 
leurs spectres d'absorption dans l'6thanol, k l'~tat oxyd6 et apr~s r6duction par le 
NaBH4. Les coefficients d'extinction (oxyd6 minus r6duit) utilis6s sont: 15 cm ~' 
#mole -~, k 255 nm, pour la plastoquinone 16 et 12.25 cmZ'#mole -~, ~t 275 nm, pour 
rubiquinonO 7. La longueur de la chalne isopr6nique de l'ubiquinone est d~termin6e 
par chromatographie en phases inversfes sur plaques de gel de silice impr~gn6es d'une 
solution de paraffine & 5 % dans l'~ther de p6trole. L'ubiquinone est cochromato- 
graphide avec des tfimoins: ubiquinones Q6 (Sigma), Q8 (pr~par6e k partir de 
Rhodopseudomonas gelatinosaaS), Q9 (don g6n6r6ux de Hoffman-La Roche) et QIo 
(Sigma) ; les chromatogrammes sont d6velopp~s avec le mflange de solvants ac6tone- 
eau (95:5, en vol.). 

Analyse des pr ot~ines tr ans porteurs d' ~lectr ons 
Les techniques employ6es pour l'analyse des prot6ines transporteurs d'61ectrons 

solubles sont celles qui sont indiqu6es par GORMAI~ ET LEVlNE 9,19 et CHUA ET LEVlNE ~°. 
Apr~s la rdcolte, les algues sont raises en suspension dans un tampon phosphate 2 mM 
(pH 7.5), puis elles sont fix~es par addition de 4 vol. d'ac6tone refroidie k - 2 o  °. 
Toutes les operations ult~rieures sont ensuite r6alis6es k 4 °. L'ac6tone est ~limin6e par 
filtration, puis la poudre ac6tonique est extraite pendant une nuit avec un tampon 
phosphate o.oi M (pH 7.5). Par eentrifugation, on s~pare ensuite: un surnageant, 
qui contient les prot~ines solubles, et un culot de r6sidus cellulaires, qui renferme les 
prot6ines insolubles. 

Le surnageant est ehromatographi6 sur colonne de DEAE-cellulose (Type 2o, 
Brown Co.), les prot6ines 6tant 61u~es avec du tampon phosphate o.o5 M (pH 7.5) 
additionn6 de quantit~s croissantes de KCl19, 2°. Par ordre d'61ution, sont ainsi 
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s~par6s: la ferr6doxine-NADP+-r6ductase, le cytochrome c-553 et la plastocyanine, 
puis la ferr6doxine. Dans les fractions collect6es, l 'activit6 fe r r6doxine-NADP-  
r6ductase est mise en 6vidence par la d6coloration du 2,6-dichloroph6nolindoph6nol, 
selon la technique de JAGENDORF 21. Le cytochrome c-553 et la plastocyanine sont 
identifi6s spectrophotom6triquement. Le dosage du cytochrome est effectu6 selon 
GORMAN ET LEVINE9: sur les spectres des 6]uats r6duits par l 'ascorbate, ] 'absorption 
correspondant ~ la bande a est mesur6e h 553 nm, par rapport  ~t une ligne de base 
joignant les points situ6s k 542 et 561 nm, et le coefficient d 'extinction de 20 cm 2. 
#mole -1 est utilis6. La plastocyanine est dos~e dans les 61uats par mesure des 
diff6rences d'absorption k 597 nm: 6tat oxyd6 (par le ferricyanure) minus  ~tat r6duit 
(par l 'ascorbate), et emploi du coefficient d'extinction de 9.8 cm2.#mole -1 indiqu6 
par KATOH et al. ~e. Le cytochrome c-553 et la plastocyanine sont ensuite 6ventuelle- 
ment purifi~s, au moyen de plusieurs chromatographies successives sur DEAE- 
cellulose 9,19. La ferr6doxine est rep6r6e grace ~t sa couleur brune et identifi6e k l 'aide 
de son spectre d'absorption 9. 

Pour l 'analyse des rdsidus cellulaires insolubles, divers spectres d'absorption 
sont mesurCs avec des suspensions maintenues ~t la temp6rature de ]a piece (environ 
20 °) et avec des pr6parations refroidies ~ l 'aide d'azote liquide (environ -19o°) .  
Dans les deux cas, les r~sidus cellulaires sont mis en suspension dans du tampon 
phosphate o.oi M (pH 7.5); puis 4 vol. d'ac6tone sont ajout6s, afin d'extraire les 
pigments (chlorophylles, carot6no~des) non 6limin6s lors de la fixation par l'ac6tone 

froid. 
Lorsque les mesures sont effectu6es k 2o °, l 'ac6tone est 61imin6e par centrifu- 

gation et le culot d6pigment6 est de nouveau mis en suspension dans du tampon 
phosphate; l 'addition de quelques cristaux de NaHSO a, d 'ascorbate de sodium ou de 
K3Fe(CN)6 , permet ensuite de r6duire ou d 'oxyder les cytochromes. Des lames de 
verre opalin sont accol~es aux cures du spectrophotom6tre, selon le proc6d~ de 
SHIBATA et al. ~,  afin de diminuer les causes d'erreurs dues ~ la diffusion de la lumi~re 
par les particules en suspension; les spectres de diff6rence sont mesur6s directement, 
la suspension oxyd6e servant de r6f6rence. Les ~ lcu l s  ,de concentrations en cyto- 
chromes sont effectu~s, h partir de plusieurs spectres r6alis6s avec des dilutions diff6- 
rentes, en utilisant les coefficients d'extinction de 25 cm e'tzmole -~ (cytochrome c) et 
de 20 cm2-#mole -~ (cytochromes b), selon la m6thode indiqu6e pour des particules 
chloroplastiques par LUNDEG~RDH ~4. Les hauteurs des pics ~, 553.5 nm ou ~ 559 nm 
sont mesur6es par rapport aux minimums situ6s ~ 575 nm2~. 

Pour les spectres mesur6s h - 19o°, le culot d6pigment6 est d6pos6, par filtration 
de la suspension ac6tonique, sur une rondelle de papier filtre (filtre sans cendre, 
Prolabo). I1 est ensuite trait6 par une so]ution concentr6e de NaHSOs, d'ascorbate 
de sodium ou de K3Fe(CN)6, que l'on fair passer sur le filtre. Imm6diatement  aprbs, 
le papier filtre, ayant  ~ sa surface quelques couches de d6bris cellulaires humides, est 
plac6 ~ l'int6rieur du spectrophotom~tre, sur un support m6tallique qui plonge 
dans l 'azote liquide; le dispositif et la technique utilis~s ont ~t6 mis au point et d6crits 
par BRIANTAIS 26. Les spectres ~ l '~tat r6duit et h ]'~tat oxyd~ sont mesur~s s6par~ment, 
du papier filtre humide servant de r6f6rence; les spectres de difference sont calcul6s 
ensuite. Toutes les mesures de spectres d'absorption sont r6alis~es ~ l'aide d 'un 
spectrophotom6tre enregistreur Cary 14, en utilisant l'6chelle d'absorbances: o-o.I .  
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RESULTATS 

Chtorophylles 
Lorsque les algues sont cultiv6es dans des conditions identiques et r6colt6es 

la fin de la phase de croissance exponentielle, les souches Fl 5 et Fl 15 sont g6n6rale- 
ment un peu moins pigment6es que la souche sauvage; mais les trois souches ont des 
teneurs en chlorophylles (exprim6es par rapport h la masse d'algues s6ches) voisines. 
Par eontre, le mutant  Fl 9 est toujours nettement moins (environ 1.8 fois moins) 
pigment6 que la souche sauvage. Les Tableaux I e t  II indiquent les teneurs en chloro- 
phylles a+b des algues qui ont 6t6 utilis6es pour la recherche des quinones et pour 
celle des prot6ines transporteurs d'61ectrons. 11 a par ailleurs 6t6 constat6, k l'occasion 
de nombreux dosages de pigments effectu4s avec ces souches, que les rapports chloro- 
phylle a/chlorophylle b sont g6n6ralement du m~me ordre de grandeur (2.2) pour les 
souches Fl 9, F1 15 et sauvage, mais un peu moins 61ev6 (de l'ordre de 1.8) pour le 
mutant  Fl 5 Les rapports chlorophylles a+b/carot6noides totaux sont sensiblement 
les m~mes et de l'ordre de 4 pour les quatre souches. 

T A B L E A U  I 

TENEURS EN CHLOROPHYLLES, PLASTOQUINONE A ET UBIQUINONE Q9 DE LA SOUCHE SAUVAGE ET 

DES MUTANTS F1 5, F l  9, Fl  15 DE C. reinhardi 

Les va leurs  re la t ives  a u x  chlorophyl les  e t  k la p l a s t oqu inone  A son t  des m o y e n n e s  c o r r e s p o n d a n t  
b. t rois  s4ries de dosages  effectu4s sur  des  rdcoltes diff6rentes:  les dcarts  m a x i m u m s ,  qu i  on t  dtd 
cons ta tds ,  son t  de ~h 22 % (darts le cas de F l  9) pour  les chlorophyl les  et  de -4- 34 ~o (dans le cas  
de Fl  15) pour  la p l a s toqu inone  A. Les  rdsu l ta t s  conce rnan t  l ' u b i q u i n o n e  Q9 ne co r r e sponden t  
qu ' k  u n  (souche sauvage ,  F1 15) ou d e u x  (Fl 5, F l  9) dosages.  

Souche Mutan t s  
sauvage 

F l  5 FI 9 FI z5  

Chlorophyl les  a + b 
(mg/g d ' a lgues  s~ches) 57 48 32 48 

P l a s t o q u i n o n e  A 
(/xmole/g d ' a lgues  s~ches) o. 65 o. 62 o. 65 o. 8 z 
( /~moles/mmole de chlorophyl les  a+b)  9.8 I 1.6 17.8 15.2 

Ub iqu inone  Q9 
(gmole /g  d ' a lgues  s~ches) o. 26 o. 24 o.29 o. 18 

Quinones 
Bien que certaines analyses aient 6t6 effectu6es k partir de quantit6s importantes 

d'algues (8.8 g d'algues s~ches correspondant k 550 mg de chlorophylles, dans le cas 
de la souche sauvage), seules ont pu ~tre d@el6es: la plastoquinone A e t  l'ubiquinone 
Q9. On salt que, chez les v6g6taux verts, la plastoquinone A (Q 254) se trouve dans 
les chloroplastes et intervient vraisemblablement dans la photosynth~se 1,27, tandis 
que les ubiquinones (Q 275 ou coenzymes Q) sont localis6es dans les mitochondries 
et participent aux transports d'61ectrons li6s aux oxydations cellulaires 2s-a°. Les 
r6sultats des dosages de quinones sont indiqu6s dans le Tableau I. On voit que 
l'6quipement en quinones de chacun des mutants est sensiblement le m~me que celui 
de la souche sauvage: les teneurs en plastoquinone A, exprim6es par rapport ~t la 
masse d'algues s6ches, sont tr6s voisines et les diff6rences observ6es d'une souche 
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l 'autre, qui sont inf@rieures aux 6carts constat@s avec diff6rentes r6coltes d 'une 
m~me souche, ne sont pas significatives. Si les rapports plastoquinone A/chlorophylles 
varient avec les souches, les diff@rences refl@tent essentiellement celles des teneurs des 
algues en chlorophylles; ceci est particuli&rement net dans le cas du mutant  F19- Les 
valeurs obtenues pour la plastoquinone A sont du m@me ordre de grandeur (O.Ol-O.O2 
/~mole/mg de chlorophylles) que celles qui sont report6es par SUN et al. 31 pour diff6- 
rentes esp@ces d'algues, dont Chlorella pyrenoidosa et Euglena gracilis. Par contre, 
ces valeurs sont net tement  plus faibles que celles (15 moles de chlorophylles par mole 
de plastoquinone) qui sont indiqu@es par SMILLIE ET LEVINE 32, pour C. reinhardi. Ces 
diff6rences sont peut-@tre en relation avec le fait que les conditions de culture des 
algues (6clairement de 4000 lux), d'une part, et la m@thode de purification des quinones, 
d 'autre  part,  utilisdes par les auteurs pr6c@dents a2, sont diff@rentes de celles que nous 
avons employ6es pour le prdsent travail. 

On peut noter, enfin, que la pr6sence d'ubiquinone Q9 a 6t6 mise en @vidence 
dans chacune des souches et que les teneurs des mutants  sont du re@me ordre de 
grandeur  que celle de la souche sauvage. 

T A B L E A U  I I  

TENEURS EN CHLOROPHYLLES, CYTOCHROMESj PLASTOCYANINE, FERR]~DOXINE ET FERR]~DOXINE-- 
NADP+-RADUCTASE DE LA SOUCHE SAUVAGE ET DES MUTANTS Fl 5, Fl  9, Fl 15 DE C. reinhardi 

+ ,  pr@sence de. (Au cours des s6parations chromatographiques ,  la pr6sence de ferr6doxine, for- 
m a n t  de larges bandes brunes  sur  les colonnes et identifi@e spectrophotom@triquement,  a @t@ 
constat@e dans le cas de chaque souche. La ferr@doxine n ' a  pas @t6 purifi@e ni dos@e. L'activit~ 
ferr6doxine-NADP+-r6ductase  a @t~ recherch6e dans certaines des fractions collect6es, mais elle 
n ' a  pas @t@ syst@matiquement mesur@e sur  la totalit@ des @luats. Dans  le cas de chacun des m u t a n t s  
et dans celui de la souche sauvage, des activit@s comparables ont  6t@ ne t tement  mises en 6vidence.) 
Ces r6sultats  correspondent  k une seule s6rie de dosages. 

Souche Mutants 
sauvage 

Fl 5 F1 9 Fl z 5 

Chlorophylles a + b 
(mg/g d'algues s~ches) 56 47 31 44 

_ProtJines solubles 

Cytochrome c-553 
(#mole/g d 'algues s~ches) o.o23 o.o 15 o. o08 o. o 14 
(/ ,mole/mmole de chlorophylles a+b) 0.36 0.29 0.23 0.28 

Flastocyanine 
(/~mole/g d 'algues s~ches) o. 071 o. 070 o. 095 o.o9 I 
( jumoles/mmoledechlorophylles  a+b) 1.13 1.33 2.74 1.86 

Ferr@doxine + + + + 
Ferr~doxine-NADP+-r6ductase  + + + + 

Cytochromes insolubles* 

Cytochrome c-553 
(/~mole/g d 'algues s@ches) o. 13 o.o6 Traces Traces 
(/ ,moles/mmole de chlorophylles a + b) 2.o i. 2 Traces Traces 

Cytochrome b-559 
(?zmole/g d 'algues s~ches) 0.48 0.37 o. 16 0.24 
(/zmoles/mmole de chlorophylles a+b) 7.7 7 .1 4.5 4.9 

* Teneurs approximat ives  calculdes k par t i r  de diff@rents spectres d 'absorpt ion  de rdsidus 
cellulaires insolubles (voir texte). 
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Cytochromes 
Les r6sultats des analyses concernant les cytochromes c-553 et b-559 sont 

r6sum6s dans les Tableaux I I  et I I I  et dans les Figs. 1-6. 
Les trois mutants  Fl 5, Fl 9 et Fl 15, comme la souche sauvage, poss&dent la 

forme soluble du cytochrome c-553. A titre d'exemple, les spectres d 'absorption d 'un 
extrait  du mutan t  Fl 15, qui indiquent la pr6sence de cytochrome c-553 et de plasto- 
cyanine, sont reproduits sur la Fig. I. La Fig. 2 montre les spectres de diff6rence, 
r6duit minus oxyd~, d'une solution de cytochrome c-553 purifi~: les deux pics 
552.5 nm et ~ 522.5 nm, ~ 20 °, correspondent aux bandes ~ et /~ indiqu6es par 
GORMAN ET LEVINE 9. Exprim6es par rapport  aux masses d'algues s&ches, les teneurs 
en cytochrome soluble sont 16g6rement plus faibles, pour Fl 5 et Fl 15, et net tement  
plus petite, pour Fl 9, que pour la souche sauvage (Tableau II). Par contre, lorsque 
les quantit~s de cytochrome c-553 sont rapport6es aux quantit6s de chlorophylles 
a+b, les valeurs obtenues sont voisines et oscillent autour d'un rapport  moyen de 3 
mol6cules de cytochrome pour IOOOO mol6cules de chlorophylles; ce rapport  est du 
m~me ordre de grandeur que celui qui a ~t~ observ~ par GORMAN ET LEVINE 9, avec 
des cellules de Chlamydomonas r6colt~es au d~but de la phase de croissance station- 
naire. I1 semble donc que, contrairement/~ ce qui a 6t6 observ6 pour la plastoquinone 
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Fig. I. Spectres  d ' abso rp t ion ,  h 20% d ' u n  ex t r a i t  du  m u t a n t  FI 15 de C. reinhardi, c o n t e n a n t  du  
c y t o c h r o m e  c-553 et  de la p l a s tocyan ine  : oxyd6  pa r  le K3Fe(CN)e (OX.) et  r6dui t  pa r  l ' a scorba te  
(RED.) .  Ces spec t res  son t  ceux  de la f rac t ion  qui  a 6t~ 61u~e avec  du  t a m p o n  p h o s p h a t e  o.o 5 M 
(pH 7.5) add i t ionn6  de KC1 o.I 5 M, lors de la c h r o m a t o g r a p h i e  su r  DEAE-ce l lu lose  de l ' ex t r a i t  
b r u t  ob t enu  k pa r t i r  d ' u n e  poudre  ac~tonique  d 'a lgues ,  i ml  d ' e x t r a i t  cor respond k 114 m g  
d ' a lgues  s~ches ou ~ 5 m g  de chlorophyl les  a+b. M a x i m u m  dans  la r6gion 59o-6oo n m  (OX.):  
p l a s tocyan ine ;  pics ~. 522. 5 et  k 553 u m  (RED.)  : cy t och rome  c-553- 

Fig. 2. Spectres  de diff6rence d ' u n e  so lu t ion  de c y t o c h r o m e  c-553 de C. reinhardi, k 20 ° e t  ~ - -  19o ° : 
r6dui t  (par l ' ascorbate)  minus oxyd6  (par le K3Fe(CN)s ). Le  cy tochrome ,  ex t r a i t  ~ pa r t i r  de cellules 
sauvages ,  a 6t6 purifi6 au  m o y e n  de  p lus ieurs  c h r o m a t o g r a p h i e s  su r  DEAE-cel lu lose .  So lvan t :  
t a m p o n  p h o s p h a t e  o.o2 M (pH 7.5) ; pour  le spec t re  k -- 19o °, une  rondel le  de pap ie r  filtre imbib6e  
de so lu t ion  es t  congel6e h l 'a ide  d ' azo te  l iquide.  Les  deux  spect res  ne  son t  pas  comparab l e s  
q u a n t i t a t i v e m e u t .  
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A, il y ait une relation entre teneur en chlorophylles et teneur en cytochrome c-553 
soluble. 

L'examen speetroscopique des r6sidus cellulaires, apr~s extraction des prot6ines 
solubles, indique la pr6sence dans la souche sauvage de deux cytochromes insolubles 
(Figs. 3-6). Les deux cytochromes sont r6duits par le NaHSO a (Fig. 3), tandis que 
seul l'un d'entre eux est r6duit par l'ascorbate de sodium (Fig. 4): le NaHSO a, dont 
le potentiel d'oxydo-t~duction est sufflsamment bas, est capable de r6duire tous les  
cytochromes des chloroplastes; par contre, l'ascorbate a un potentiel (E0'= +o.o8 V) 
plus 61ev6 que eeux des cytochromes de type b (voir r6f. I) et ne peut r6dnire ceux-ci. 
L'un des cytochromes insolubles est done vraisemblablement de type c et l 'autre de 
type b. Sur les spectres de diff6rence: r6duit par l'ascorbate minus  oxyd6 par le 
K3Fe(CN)6, des r~sidus insolubles de souche sauvage: k --19 °° (Fig. 4), les pies (~ 
548-548.5 et 552 nm) correspondent ~ ceux du cytochrome c-553 purifi6 (Fig. 2), ainsi 
qu'~ ceux qui ont 6t~ indiqu6s pour le cytochrome f des plantes sup6rieures~,33; 

2o ° (Fig. 6A), le maximum ~ 553.5 nm correspond ~ la bande ~ de la forme insoluble 
du eytochrome c-553 de C. reinhardi s. 

Quant ~t l 'autre cytochrome insoluble, son maximum d'absorption ~ 556-557 
nm, ~ --19 °° (Fig. 5; sur les spectres de diff6rence: r6duit par le NaHSO a minus  
r6duit paI l'ascorbate, l'absorption due au cytochrome c-553 est 61imin~e), correspond 

celui du cytochrome 559, de type b, des chloroplastes de plantes sup6rieures~, ~6. 
De plus, la comparaison des spectres de diff6rence: r6duit par le NaHSOa moins 
oxyd6 par le KaFe(CN)~, des rfisidus insolubles du mutant Fl  9 (Figs. 3 et 6B) pour 

k_ 
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Fig. 3- Spectres  de difference de r6s idus  cellulaires insolubles  de C. reinhardi (souche s auvage  et  
m u t a n t s  Fl 5, Fl  9, Fl  15), h - -19o° :  r6dui t  (par le NaHSO3) minus oxyd~ (par le K3Fe(CN)6 ). 
Les  rds idus  cellulaires (apr~s ex t rac t ions  des protd ines  solubles  et  des p igments )  son t  d~posds sur  
une  rondel le  de pap ie r  filtre et  congelds ~ l 'a ide  d ' azo te  l iquide.  P o u r  chaque  spectre ,  la quan t i t d  
de r6sidus  r~part is  sur  i cm  2 de pap ie r  cor respond ~t 0.26 m g  de chlorophyl les  a + b  (dosdes a v a n t  
les ext rac t ions) .  E p a u l e m e n t s  b. 548.5 n m  et  pies vers  553 n m :  cy toch rome  c-553; pies ou dpaule-  
m e n t s  k 556-557 n m :  cy t och rome  b-559. 

Fig. 4. Spectres  de diff6rence de r6s idus  cellulaires insolubles  de C. reinhardi (souche s a u v a g e  et  
m u t a n t s  F1 5, Fl  9, F1 15), k - -19o° :  r6dui t  (par l ' ascorbate)  minus oxyd6  (par le K3Fe(CN)e ). 
Les  condi t ions  de mes u re  de ces spect res  son t  les m6mes  que  celles qui  son t  ind iqu6es  dans  la l~gende 
de la Fig. 3- Pies  k 548-548.5 et  ~t 552 n m :  cy t och rome  c-553, qui  seul  es t  r6dui t  pa r  l ' ascorbate .  
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lesquels l'absorption due au cytochrome c-553 est nfigligeable, confirme que le maxi- 
mum d'absorption du cytochrome de type b se situe, ~ 2o °, k 559 nm. Les deux 
cytochromes insolubles de la souche sauvage peuvent donc 8tre identififis comme 

s o u c h e  A 

8 

557 

l 7 
' I ' ' 4  ~ . . . . .  / ' ( ) '  I ' r , ' 

s o sso 56o s o Longueurs  d'onde nlTI s4o sso s6o s?o 

Fig. 5. Spectres de diff6rence de r6sidus cellulaires insolubles de C. reinhardi (souche sauvage et 
mutants  F1 5, Fl  9, Fl  I5), ~ --19o°: r6duit (par ]e NaHSO3) minus r~duit (par l'ascorbate). Les 
conditions de mesure de ces spectres sont les mSmes que celles qui sont indiqu~es darts la 16gende 
de la Fig. 3. Maximums k 556-557 nm: cytochrome b-559, qui est r6duit par le NaHSO 3 mais non 
par l'ascorbate. 

. . . .  l s .s . . . . . .  ls0, 
s4o sso s6o sTo s4o sso s6o sTo 

L o n g u e u r s  cl 'onde (nm)  

Fig. 6. Spectres de difference de r~sidus cellulaires insolubles de C. reinhardi, k 2o °. A. Souche 
sauvage, r6duit (par l'ascorbate) minus oxyd6 (par le K3Fe(CN)6 ). 13. Mutant Fl 9, r6duit (par 
le NaHSO3) minus oxyd6 (par le K3Fe(CN)s ). Les r6sidus cellulaires (apr~s extractions des pro- 
t6ines solubles et des pigments) sont mis en suspension darts du tampon phosphate o.oi M (pH 
7.5); des lames de verre opalin sont accol6es aux cuves du spectrophotom~tre. Pour chaque 
spectre, la quantit6 de r6sidus contenus dans I ml de suspension correspond ~ o.4o mg de chloro- 
phylles a + b  (dos6es avant les extractions). P i c k  553.5 nm (A): cytochrome c-553, qui seul est 
r6duit par l 'ascorbate; maximum 5. 559 nm (B): cytoehrome b-559, qui est le seul cytochrome 
insoluble pr6sent en quantit6 appr6ciable chez Fl  9. 
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T A B L E A U  I I I  

LONGUEURS D'ONDE DES MAXIMUMS D'ABSORPTION ATTRIBUABLES AUK BANDES ~ D]~S CYTOCHROMES, 
OBSI~RV]~S SUR LES SPECTRES DE DIFFER~NC~ D'EXTRAITS ET DE R~SIDUS CELLULAIRES DE; C. 
reinhardi, 2~ 20 ° ET A LA TI~MpI~RATURE DE L'AZOTtg LIQUIDE (-- 19 O°) 

A - - F :  r~dui t  pa r  l ' a scorba te  mi nus  oxyd6 pa r  le K~Fe(CN)~; H - - F :  rddu i t  par  le NaHSO~ minus  
oxyd6 pa r  le KaFe(CN)~; H - - A :  rddu i t  pa r  le NaHSO~ minus  rddu i t  pa r  l ' a scorba te .  

(nm) Spectres de 
diffdrence 

20 ° - -190°  

Cytochrome  c-553 
purifi6 en so lu t ion  552.5 548.5 * et  552 A - - F ,  H - - F  

Cy tochrome  c-553 insoluble  553.5 548-548.5 A - - F  
et  552 

Cy tochrome  b-559 insoluble  559 556-557 H - -  F, H - -  A 

* E p a u l e m e n t  i m p o r t a n t .  

6tant respectivement les cytochromes c-553 et b-559, qui ont d~j~t 6t~ mis en 6vidence 
dans des fragments de chloroplastes de C. reinhardi 34. Le Tableau I I I  r6capitule les 
diff6rents maximums d'absorption attribuables aux cytochromes, qui ont 6t6 
observfis au cours de cette 6tude. 

Comme la souche sauvage, le mutant  Fl 5 poss~de du cytochrome c-553 
insoluble, mais en quantit6 plus faible (Figs. 3 et 4). Les teneurs de ces deux souches, 
calculfies, selon LU~DEG3,RDH ~, ~ partir de plusieurs spectres de diff6rence: r6duit par  
l 'ascorbate minus oxyd6 par le K3Fe(CN)0, mesur6s ~t 2o °, sont indiqu6es dans le 
Tableau II .  Par  contre, les spectres obtenus avec les r6sidus insolubles de Fl 9 et de 
Fl 15 ne prdsentent, vers 548 et 552 nm, que de trgs petits 6paulements mal d6finis et 
difficilement mesurables (Figs. 3 et 4). I1 n'est d'ailleurs pas exclu que ces faibles 
@aulements puissent 6tre provoqu~s par des traces de cytochrome c-553 soluble, qui 
auraient ~t6 entrain6es avec les r6sidus cellulaires lors des centrifugations. I1 apparalt  
donc que les mutants  Fl 9 et Fl 15 sont pratiquement d@ourvus, ou ne poss~dent 
que des traces, de cytochrome c-553 insoluble. Ces d6ficiences ont 6t6 contr616es 
spectrophotom6triquement, ~t plusieurs reprises, avec des algues provenant de 
r6coltes diff6rentes. 

Les spectres reproduits sur les Figs. 3 et 5 montrent  nettement la pr6sence de 
cytochrome b-559 chez les trois mutants.  Ces spectres, obtenus avec des particules 
d6pos6es sur du papier filtre, ne permettent  pas de faire des mesures quantitatives 
pr6cises. 11 apparait  cependant que F1 15 et, surtout, Fl 9 sont, pour une m6me 
quantit6 de chlorophylles, moins riches en cytochrome b-559 que la souche sauvage; 
en effet, les hauteurs des pics des spectres de diff6rence: r6duit par le NaHSO 3 
minus r6duit par l 'ascorbate (Fig. 5), mesur6es par rapport  ~ une droite joignant les 
minimums ~ 54 ° nm et ~ 57 ° nm, sont dans les rapports suivants: I (sauvage), 0.92 
(Fl 5), 0.69 (Fl I5), 0.54 (Fl 9). Les teneurs approximatives indiqu6es darts le Tableau 
I I  ont 6t6 6valu6es de la mani~re suivante: :celles des mutants  Fl 9 et Fl 15, chez 
lesquels l 'absorption due au cytochrome ¢-553 est n6gtigeable, ont 6t6 calcul~es 
partir  de spectres de diff6rence : r6duit par le NaHSO a minus oxyd6 par le K3Fe(CN)e, 
mesur6s ~ 20 ° (voir Fig. 6B). Les teneurs des souches Fl 5 et sauvage (qui ne peuvent 
~tre calcuh!es de la m6me mani~re, en raison de la pr6sence de cytochrome c-553) ont 
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ensuite 6t6 6valu~es, ~ partir des teneurs de Fl 9 et de Fl 15, a l'aide des rapports de 
hauteurs de pics indiqu~s ci-dessus. 

Les valeurs moyennes, qui ont ~t6 obtenues pour les teneurs en cytochromes 
insolubles de la souche sauvage (Tableau II) correspondent ~t: i mol6cule de cyto- 
chrome c-553 insoluble pour 500 ( ±  40) mol6cules de chlorophylles a+b et I mol6cule 
de cytochrome b-559 pour 13o ( ~  II) mol6cules de chlorophylles a+b. Ces rapports 
ont des valeurs respectivement tr~s proches de celles des rapports: cytochrome 
f/chlorophylles (1/43o) et cytochromes bs+b-559/chlorophylles ( i / i i8) ,  qui ont ~t6 
calculus pour des chloroplastes d 'Epinard par BOARDMAN ET ANDERSON 2~. 

On peUt encore noter qu'un autre cytochrome de type b, qui absorbe vers 563 nm 
(cytochrome b-563) et qui serait comparable au cytochrome b e des chloroplastes de 
plantes sup6rieures 1, 25, a 6t6 d6tect6 chez C. reinhardi. Ce cytochrome a 6t6 d6cel6 
dans des cellules extraites par l'ac6tone k froid 32, mais il n 'a pas 6t6 retrouv6 dans des 
fragments de chloroplastes ~. Au cours du pr6sent travail, le cytochrome b-563 n'a 
pas 6t6 m~thodiquement recherche: il n'a ~t6 rep6r~ ni dans les fractions d'extraits ni 
dans les r~sidus cellulaires insolubles qui ont ~t6 examin6s; cependant, il est possible 
que ce cytochrome ait 6t6 entrain6 avec les prot6ines solubles, mais qu'il n'ait pas 
6t6 61u6 lors des s~parations chromatographiques. 

Plastocyanine, ferrddoxine, ferrddoxine-NA DP+-rdductase 
La souche sauvage et les trois souches de mutants contiennent de la plastocya- 

nine. Les r6sultats des dosages (Tableau II, voir aussi Fig. I) montrent que les teneurs 
en plastocyanine des quatre souches, exprim6es par rapport k la masse d'algues 
s~ches, sont tr~s voisines. Par contre, il n'apparait pas de relation entre teneur en 
plastocyanine et teneur en chlorophylles, le rapport plastocyanine/chlorophylles a+b 
variant nettement d'une souche k l'autre. La teneur de la souche sauvage, qui 
correspond ~ 2.3/~g atomes Cu par mmole de chlorophylles, est semblable ~ celle qui a 
~t~ mesur~e par GORMAN ET LEVINE 11. 

Enfin, on peut indiquer qu'au cours des analyses chromatographiques de pro- 
t6ines solubles, la pr6sence de quantit6s appr6ciables de ferr6doxine et de ferr6- 
doxine-NADP+-r~ductase, dans les extraits de la souche sauvage et dans ceux de 
chacun des trois mutants, a 6t6 constat6e. Ces prot~ines transporteurs d'6lectrons 
n 'ont pas ~t~ purifi~es ni dos6es avec precision. 

DISCUSSION 

Un sch6ma simplifi6 du m6canisme primaire de la photosynth~se est repr6sent6 
sur la Fig. 7. 

Des 6tudes ant6rieuresS, 6, concernant les 6changes d'O2, les variations photo- 
induites d'absorption dans la bande 515-52o nm et la fluorescence chlorophyllienne 
d'algues enti~res, ont montr6 que, par comparaison avec les propri6t6s de la souche 
sauvage, les mutants Fl 5, F1 9 et Fl 15 pr6sentent les anomalies suivantes: (I) 
absence de jet d'O2:~ l'illumination, absence de d6gagement d'O, en conditions de 
photosynth~se normale, mais faible r6action de Hill en pr6sence de p-benzoquinone; 
(2) variation photoinduite d'absorption k 519 nm de faible amplitude, qui d6croit 
ensuite tr~s lentement ~ l'obscurit6; (3) niveau 61ev6 de la fluorescence en phase 
stationnaire. Mais les trois mutants 6mettent une fluorescence variable, au d6but de 
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l ' illumination; ce qui indique que, chez eux, la Photor6action I I  fonctionne et que le 
premier accepteur d'~lectrons de celle-ci, Q, est pr6sent et fonctionnel. Ces r6sultats 
ont 6t6 interpr~t6s comme t6moignant d 'un blocage des transports d'~lectrons entre 
les deux photor6actions, au niveau du (ou des) oxydant(s) A (accepteur des 61ectrons 
provenant  de Q r6duit) dont la quantit6 au d6but de l 'illumination est normalement 
mesur6e par le volume du jet d'O 2. Deux possibilit6s peuvent ~tre envisag6es, a 
priori: ou A manque parce que sa biosynth~se ne s'effectue pas; ou bien A est syn- 
th6tis6 mais n'est pas fonctionnel, la r6duction de A par Q ne pouvant  avoir lieu 
par suite, par exemple, d 'un d6faut de structure de l 'appareil photosynth6tique. 

blocage 
FIS, FI9, [:115 

# 

PHOTOR#ACTION II PHOTOR#ACTION I 

F FD-NADP- . . ~  

def ic ience FI9, F115 

Fig. 7. Schema simplifi~ du m~canisme de la photosyntb~se. Darts la pattie sup~rieure: schema 
r6sumant l ' intervention de deux r6actions photochimiques coupl6es en s6rie par une chatne de 
transfert  d'~lectrons. 'Une seule vole principale de transfert d'61ectrons est repr6sent6e; cependant 
des d6rivations sont possibles, notamment dans la pattie de la chatne situ6e entre les deux photo- 
r6actions. Darts la partie inf6rieure, entre parentheses: s6quence d'intervention des diff6rents 
transporteurs d'~lectrons mis en ~vidence chez C. reinhardi (d'apr~s LEVINET). Les fl~ches repr6- 
sentent des transferts d'61ectrons ou, pour 0 2 et COs, des 6changes gazeux. Les accolades indiquent 
les localisations pr6sum6es des anomalies, qui ont ~t6 constat6es chez les mutants Fl 5, Fl  9 et 
Fl  15. Abr6viations: ox., oxydant;  r6d., r6ducteur; Q, premier accepteur d'61ectrons de la 
Photor6action II (dont la r6duction se traduit  par un accroissement de la fluorescence chloro- 
phyllienne); substance(s) A, accepteur(s) des ~lectrons provenant de Q- (A, ~ l'~tat oxyd6, est 
normalement r6v~l~ par le jet d'O a au d6but de l'illumination); cyt., cytochrome; PC, plasto- 
cyanine; FD, ferr6doxine. 

La s6quence des diff6rents transporteurs d'~lectrons, dont l ' intervention dans 
la photosynth&se a 6t~ mise en ~vidence chez C. reinhardi ~ est indiqu6e sur la Fig. 7. 
La plastoquinone A joue aussi vraisemblablement un r61e, mais le site de son action 
n'est  pas actuellement bien d6termin6 (voir revuem). Les r~sultats d'analyses d6crits 
plus haut (Tableaux I et II) indiquent que, en ce qui concerne la plastoquinone A, le 
cytochrome c-553 soluble, la plastocyanine, la ferr6doxine et la ferr6doxine-NADP +- 
r6ductase, l '6quipement de chacun des mutants  est comparable ~ celui de la souche 
sauvage; de plus, le cytochrome b-559, insoluble, est pr6sent dans chacune des quatre 
souches. Mais, si les souches Fl 5 et sauvage poss~dent la forme insoluble du cyto- 
chrome c-553, les mutants  Fl 9 et Fl 15 apparaissent pratiquement d~pourvus de 
cette forme like de cytochrome. Cependant la biosynth~se du cytochrome c-553 
a lieu chez Fl 9 et F115 : en effet du cytochrome c-553 soluble a 6t6 extrait des cellules 
de ces mutants.  I1 semble donc possible, ~ premiere vue, que les mutants  Fl 9 et 
F1 15 soient affect~s d'un d6faut de structure de l 'appareil photosynth6tique, qui 
alt6rerait l 'environnement mol6culaire du cytochrome c-553 au sein des lamelles 
lipoprot6iques. 
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La comparaison des deux types de r6sultats pr6c6dents pose le probl~me de la 
correspondance entre les transporteurs d'61ectrons identifi6s par analyse biochimique, 
d'une pait,  et les entit6s cinbtiques r6vbldes par l'6tude de ph6nom~nes physiologiques, 
d 'autre part. Dans le cas des mutants F l  9 et F l  I5, qui sont dbficients en cytochrome 
c-553 lib et qui, par ailleurs, n'6mettent pas de jet d'O2, trois hypotheses peuvent 
8tre faites. La premiere est que les substances A englobent la plus grande pattie des 
transporteurs d'61ectrons qui interviennent entre les deux rbactions photochimiques, 
au moins jusqu'au cytochrome c-553 inclus. Deux arguments, cependant, peuvent 
6tre opposbs h cette interpr6tation: (I) d'une part, lors de la s@aration physique des 
deux syst~mes photochimiques de chloroplastes de plantes supbrieures traitbs par 
le Triton X-Ioo, les particules de type Syst~me II, qui sont tr~s appauvries en cyto- 
chromef  (bquivalent du cytochrome c-553 des algues), conservent la capacit6 d'bmettre 
un jet d'Oz; par contre, le cytochrome f demeure associ6 aux particules de type 
Systbme I, qui ne dbgagent pas d'O226. (2) n a, d'autre part, 6t6 dbterminb, avec des 
Chlorelles et avec des chloroplastes isolbs, que la concentration de l 'oxydant A est de 
l'ordre de I moldcule d'A pour 50-7o molbcules de chlorophylles a + b (r6f. 35) ; dans 
le cas de Chlamydomonas, les rdsultats des mesures de jets d'O~, qui ont btb effectubes 
avec des cellules sauvages cultivbes sur milieu contenant de l'acbtate, refl6tent une 
concentration d'A moins ~levbe (I A pour environ 200 chlorophylles). Or, m6me par 
rapport h cette derni~re valeur, la concentration du cytochrome c-553 lib (I molbcule 
pour 500 molbcules de chlorophylles) est nettement plus faible. 

La seconde hypoth~se consiste ~ supposer que d6ficience en cytochrome c-553 
lid- et absence d'6mission de jet d'O2 n'ont pas de relation directe de cause ~ effet, mais 
que ces deux anomalies t6moignent d'un m~me d6faut de structure de l'appareil 
photosynth6tique. On peut envisager, par exemple, qu'un accroissement des distances 
entre moldcules rende impossible le transport d'blectrons entre Q et le cytochrome 
b-559; ou bien, encore, que des mol6cules de plastoquinone A, qui normalement inter- 
viendraient dans le transfert d'61ectrons, ne soient plus fonctionnelles par suite d'une 
altbration de leur environnement mol6culaire. I1 y a, enfin, une troisi&me hypoth~se 
selon laquelle les souches F l  9 et F l  15 auraient subi plusieurs mutations affectant 
l'appareil photosynthbtique, n n 'y aurait alois aucune relation entre les deux anoma- 
lies constatbes: la d6ficience en cytochrome c-553 lib serait la consequence d'un 
d6faut de structure, tandis que le blocage du transport d'blectrons, dont tbmoigne 
l'absence d'bmission de jet d'O 2, pourrait rbsulter d'une d6ficience en un transporteur 
d'blectrons inconnu intervenant entre les deux r6actions photochimiques, au voisinage 
de la Photorbaction II. Seule une 6tude gbn6tique des mutants permettrait de v6rifier 
ou d'infirmer cette hypoth~se. Cependant, on peut remarquer que, selon celle-ci, il 
faudrait que les mutants aient chacun subi au moins deux mutations et que les deux 
mutations de F l  9 soient analogues ~ celles de F l  15, du moins en ce qui concerne 
leurs consequences physiologiques. Or la probabilitb pour qu'une telle coincidence se 
produise est trfis faible. 

Dans le cas du mutant F l  5, qui possgde tous les  transporteurs d'61ectrons 
analysfis ici, le blocage du transfert d'61ectrons entre les deux photor6actions pourrait 
6galement : soit ~tre la cons6quence d'une d6ficience en un transporteur inconnu, comme 
dans le cas prbsumb du mutant  ac-2I de C. reinhardi isol~ et btudi6 par LEVINE 7, 

soit 8tre dfi k un d6faut de structure. 
Les renseignements, que l'on poss~de actuellement sur les propri6t~s respectives 
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des trois mutants  Fl 5, Fl  9 et Fl  15, ne permettent  pas de trancher cat6goriquement 
parmi les diverses hypotheses qui viennent d'etre faites. Toutefois, celle d'un d6faut 
de structure, affectant k la fois le transfert d'61ectrons au voisinage de la Photo- 
r~action I I  et le site d'action du cytochrome c-553, semble la plus probable dans le 
cas de Fl 9 et dans celui de Fl 15. 

En conclusion, cette ~tude a montr~ que chacun des mutants  est capable de 
synth6tiser tous les transporteurs d'6lectrons, qui ont ~t6 mis en 6vidence dans la 
souche sauvage. Mais il est probable qu'un d6faut de structure, r6v61~ par l 'absence 
de cytochrome c-553 Ii6, affecte l 'appareil photosynth6tique des mutants  Fl 9 et 
Fl 15. Le m~me d6faut de structure pourrait  ~tre ~galement responsable d 'un blocage 
du transfert d'61ectrons au voisinage de la Photor6action II ,  dont t6moignent, par 
ailleurs, plusieurs anomalies physiologiques. Cependant, il n 'est pas exclu que ces deux 
mutants  puissent aussi manquer d 'un transporteur d'61ectrons inconnu; chacun d'eux 
serait alors vraisemblablement affect6 de plusieurs mutations. Dans le cas du mutant  
Fl 5, il est 6galement possible que les anomalies de fonctionnement du m6canisme 
photosynthdtique, qui ont 6t6 observ6es, soient les cons6quences soit d 'un d6faut de 
structure, soit d 'une d6ficience en un transporteur d'61ectrons non identifi6. En outre, 
il a 6t6 constat6 que les teneurs de la souche sauvage en cytochromes b-559 et c-553 
li6s, rapport6es aux chlorophylles, sont comparables respectivement aux teneurs en 
cytochromes b e t  f des chloroplastes de plantes sup6rieures. Des recherches compl6- 
mentaires sont entreprises, pour d6terminer avec plus de precision la nature du (ou 
des) blocage(s) de chacun des mutants.  

R~SUM~ 

Des analyses biochimiques et spectroscopiques sont effectu6es, afin d 'examiner 
l '6quipement en transporteurs d'61ectrons de trois mutants  non photosynth6tiques 
(Fl 5, Fl  9 et Fl 15) de Chlamydomonas reinhardi. Ces mutants  pr6sentent plusieurs 
anomalies physiologiques, qui t6moignent d 'un blocage du transfert interne d'61ec- 
trons, au voisinage de la Photor6action II.  

Les quinones, d'une part,  et les prot6ines solubles, d 'autre part, sont analys6es 
par chromatographie. Les r6sidus cellulaires insolubles sont examin6s par spectro- 
photom6trie de diff6rence, ~ 20 ° et ~ - 1 9  o°. 

Les teneurs de chacun des mutants  en plastoquinone A, cytochrome c-553 sol- 
uble, plastocyanine, ferr6doxine et ferr6doxine-NADP+-r6ductase, sont comparables 

celles de la souche sauvage; de plus, le cytochrome b-559, insoluble, est pr6sent dans 
les quatre souches. Le mutant  F1 5 et la souche sauvage poss~dent la forme insoluble 
du cytochrome c-553, en quantit6s appr6ciables; par contre, les mutants  Fl 9 et Fl 15 
ne prdsentent que des traces de cette forme li6e de cytochrome. 

La souche sauvage renferme environ I mol6cule de cytochrome b-559 pour 13o 
molecules de chlorophylles (a+b), et i molecule de cytochrome c-553 lib pour 500 
mol6cules de chlorophylles. 

I1 semble probable qu'un d6faut de structure affecte l 'appareil photosynth6tique 
de chacun des mutants,  la nature de ce d6faut pouvant 6tre diff6reute pour Fl 9 et 
Fl 15, d'une part,  et pour Fl 5, d 'autre part. Toutefois, la possibilit6 d'une d6ficience 
des mutants  en un transporteur d'61ectrons inconnu n'est  pas exclue. 
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