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Apports de la spectroscopie d'absorption i haute résolution
i I'étude taxonomique et écologique
de quelques Trebouxia (Chlorophycies, Chlorococcales)

0, SAVOYE! et ].C. LECLERC?

RESUME. — La dérivation quatrieme des specires drabgarption in weo en lumikre visible
msontre une ligére différence, entre les expeces drudides de ehlorococcales et de chlososar
cimales, quant A la position du pic de la chlarophylle b. 11 est aussi observé gue les holo-
chromes chlorophylliens absorbant dans be rouge sombre sont particaliérement bien déve-
loppés cher bes lichens sciaphiles.

SUMMARY. — The fourth derivation of absorption specita shows a ¢hange in wavelength
position af chlarophyll b betwoen the studied strains of chlsrococcales and of chlorosarci-
nales. Several lomg wavelength chiorophyll a forms are well developed in the algae of lichens
living in shaded places.

INTRODUCTION

Une érude de DE NICOLA et DI BENEDETTO (1962) avait montre que les
pigments de Trebouxia decolorans Ahm. étaient les mémes que ceux des Chloro-
coccales. Il B'y a pas eu depuis d'études plus précises de la pigmentation chlora-
phyllienne du genre Trebousxia, lequel a éé revu entre temps.

Le genre ancien Trebouxia a en effor éué divisé en Preudoirebouxia, rattache
3 l'ordre des Chlorosarcinales, et en Trebouxia qui est maintenu dans I'ordre des
Chlorococcales [ARCHIBALD, 1975 AHMADJIAN, 19%80; HILDRETH &
AHMADJIAN, 1981).

Une étude des bandes d'absorption in wivo de la chlorophylle en lumiére
rouge, est apparue utile pour mettre en évidence d"antres différences entre les
espéces de I"ancien genre Trelouxia.

Alors quon nextrait des wégétaux, par solvamts, quiune chlorophylle a,
les bandes d'absorption in wwo de cette demiére sont pourtant nombreuses
(BROWN, 1972), on les appelle : formes de chlosophylle a ou holochromes
chlorophylliens. L'origine de la variété de ces holochromes vient en grande
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partic de l'influence réciproque qu'exercent les unes sur les autres des molécules
de pigments proches mais non lides entre elles (KASHA, 1963). Or on sait
(THORNBER, 1975) que les molécules de chlorophylle in sivo sont portées par
une matrice protéique (complexes chlorophylle-protéines) et sont proches les unes
des autres dans ces complexes (FENNA et MATTHEWS, 1977). L'abondance et
la nature chimique des lipides des thylakoides peuvent aussi avoir une influence
structurale et donc une influence sur les spectres d’absorption de la chloraphylle.

Comme lidentité des protéines et la composition lipidique des thylakoides
sont déterminées génétiquement, la spectroscopie d'absorption en lumiére
rodge apparait comme une méthode d'analyse taxonomique (voir aussi LE-
CLERC et COUTE, 1976).

MATERIEL ET METHODES

Récolte des lichens

Xanthonia parieting (L.) Belte., dont I'algue est un Prendotrebouxia sp., st
récolté & Orsay sur un mur caleaire orienté vers le sud. Evernia prusastri (L)
Ach.. dont l'algae est un Preudotrebouxia sp.. est recueilli en Normandie, sur
les troncs de jeanes chénes & la lisiére d'un bois. Cladowia flabelliformiz (Fr.)
Wainio, dont I'algue est un Trebowxia sp. est récolté & Orsay sur un mur cal-
caire orienté au nord.

Isolement des algues

Cing grammes de thalles sans sorédies sont broyés dans 30 ml de tampen
de Sorensen 0,15 M pH 7,2 La suspension obtenue est centrifugée 30 s & 60 g
Le sumnageant est repris et centrifugé 5mn & 400 g, le culor est ensuite remis
en suspension dans du tampon neul. La demiére cenerifugation et la remise en
suspension sont répéeées 3 fois.

Spectres d'absorption

Avec Preudotrebouxia sp. isolé de X. parieting, des fragments de thylakoides
ont pu Etre obtenus 3 partic de cellules cassées 4 la presse de French (2 fois sous
1000 kgem™? dans du tampon Sorensen 0,15 M pH 7.2). Aprés passage i la
presse, une centrifugation de 10mn 4 5000 g permet d'éliminer un culot de
débris, les thylakoides sont en suspension dans le surnageant. Cette suspension
est directement utilisable pour 1a spectrophotométrie, L'algue Chlorells pyre-
noidosa (Chlorococcale, Strain 211/8b de Gottingen) cultivée au laboratoire
se traite de la méme maniére et sert de point de comparaison.

Pour Preudotrebousia sp.. isolé de E. prunaseri, et Trebouxia sp., dont les
cellules sont trés résistantes, il a fallu se contenter de spectres s suspensions de
cellules entidres. Les spectres & 20°C sont alors effectués avee des cellules en sus-
pension dans du tampon et du dextran 20% V/V, cependant que ceux & — 196°C
sont Studiés sur un mince flm humide de cellules dépost sur une lamelle de verre
et congelé dans 1'appareil décrit par HOARAU et LECLERC (1973),

Tous les spectres sont réalisés, & + 1.1077 de précision en densité optigue,
avee l'appareil et la méthode décrits dans LECLERC et coll. {1975).
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Cing spectres d'absorption sont utilisés pour le caleul de chague dérivée
quatriéme qui est effectué 4 des intervalles de 0,37 nm avec des groupes de
120 densités optiques (LECLERC et al. 1975).

Les principales bandes d'absorption qui sont constiuantes d'un spectre
d'absorption complexe donnent chacune un pic de dérivée quatriéme Comos
pondant & £0,5nm & la position exacte de la bande considérée, laquelle est
souvent noyée dans I'ensemble du spectre dabsorption.

Les travaux sur cellules entiéres ou sur thylakoides isolés ont chacun leurs
avantages et leurs inconvénients. Si les spectres de cellules entidres ne peuvent,
étant entachés d'un effer crible, étre utilisés pour une quantification précise
des bandes d'absorption, en revanche les spectres de thylakoides, dont la qualité
optique est bien meilleure, peuvent étre appauvris par suite de la disparition de
bandes d'absorption lors de isolement des membranes chloroplastiques.

RESULTATS

2} Les principales bandes d'absorption de la chlorophylle

Les analyses de dérivée quatriéme indiquent chez les espéces ftudides une
assez grande similitude de position des bandes d'absorption & 20°Cetd — 196°C
(Fig. 1) sauf pour la bande principale d'absorption de la chlorophylle a, de
méme que chezr beaucoup d'autres algues (LECLERC et al. 1979). 1 est done
préférable finalement d'étudier les spectres & 20°C et de n'utiliser les spectres
au froid que pour Panalyse de quelques bandes secondaires, au-dela de 700 nm
en particulier, ces dernidres étant souvent peu visibles sur les dérivies a 20°C.
L'appareillage utilisé permet de définir la position des bandes & £ 0,5 nm,

il apparait (Tableau 1) que les positions de la bande principale d’absorption

Expéce Aa Ab Ri Ra Ra
Chlorella pyrencidesa 681 648 9 0005 0.1
mrﬂ?‘ﬂ:ﬁw} 583 6505 11 0 0,15
fﬂﬂgj’-‘:ﬁ’rﬂ;ﬁm 6835 6505 145 0 0,2
L’*f::"u:’;d nia flabetliformis) | 8 649 21,5 0,5 0.8

Tab. 1. — Longueur d'onds d'absorprion &1 importance relative de guelgues formes de

chlorophylle.

Aa : position en nm de la bande principale de chlorophylle a & 20°C.

Ab ; pasition de 1 bande principale de chlorophylle b & 20°C,

Ry :rapport {en %) de la densité opique & 207C 4 T00 nm sur celle & 676-679 nm.

R :rapport de la hauteur du pic de dérivie quatriéme & 692-693 nm sur celle da pic &
6R1-684 nm. )

Ra :rapport de la hautewr du pic de dérivée quartriéme & 696-697 nm sur celle du ple &
681684 nm.
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Fig. 1. — Dérivées quatrbdmes des spectres d'sbsorption & 20°C et — 196°C de cellules de
Prewdotrebouxia sp. isolé d'Evernia prumartri. — Chague pic correspond & une bande
d'shsarption, c'est-d-dire 4 une forme de chlorophylle. Le tracé plein représente la dési-
wie & basse tempérarure, le tracé en tirers celle & température ordinaire.
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Fig. 2. — Spectres d'absorption & 20°C, — Le tracé plein représente le spectre de Trebouxia
. iwolé de Cladomis flabelliformis qui est V'algue d'un Behen vivant dans des endrodes

ambragés. Le tracé en tirets représente le spectre de Prewdofeebowsia sp. qui fait partie
d*un Ueken vivant en lisiére de forét.
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de 1a chlorophylle a, ainsi que celles de la bande de chlorophylle b, sont netee-
ment différentes selon les genres ot les ardres. Les deux Chlorosarcinales ont la
bande de chlorophylle b & 650,5 nm cependant qu'elle n’est qu'a 648 ot 649 nm
chez les deux Chlorococcales étudides. La bande principale de chlorophylle
est & 683 am cher les algues de lichen utilisées mais 4 681 nm chez Chlorella,
Les deux Preudotrebouxia ne se distinguent donc pas par les critéres spectraux
basés sur les principales bandes de chlorophylle.

b} Les bandes d'absorption dans le rouge sombre

Pacrni les lichens étudiés, ceux vivant en faible lamidre ont plus d"absorption
dans le rouge sombre {Fig. 2). On voit nettement gue I'absorption & 700 nm
(Tableaw 1, colonne Ry} est croissante dans "ordre suivant : Chlorella < Preudo-
trebonexia sp. < Prewdotrebouxia sp. < Trebouxiz sp. L'ordre est le méme
(colonne Ra) pour I'importance du pic d'absorption & 696-697 nm tel qu'il est
décelé par la dérivation quatriéme. Le pic 692-693 nm n'est pratiquement vu gue
chez Trebouxia sp.

Il se trouve que les deux algues qui ont le moins de chlorophylle absorbant
dans le rouge sombre, sont celles qui ont poussé dans les milieux les misux
dclairés : sous M WmE, 124 par jour pour Chlovella et sur an mur expose
au sud pour Peeudotrebouxia sp. isolé du Xamthoria mais avec toutefols ici la
protection par le champignon. Le cas intermédiaire est Peeudotrebouxia sp.
isolé d'Evernia prumastri qui vit dans un lichen poussant sous un éclairement
naturel moyen; cependant que Trebouxia sp., trés riche en chlorophylle abon-
dant vers 700 nm, ¢t possédant méme une bande d'absorption vers 735 nm,
vit dans un lichen qui pousse sur un mur ombrage.

Des différences qualitatives existent aussi entre les espéces, ainsi Trebouxia
sp. posséde une bande 3 692nm qui n'est gue difficilement décelable chez
Chlorella (Tableau 1).

¢) La fragilité des bandes d'absorption chlorophylliennes
de Pseudotrebouxia sp. (isolé de Xawrboria parieting)

Avec ectte espéce dont les cellules peuvent aisément étre cassées soit par la
presse de French, soit par une succession de comgélations et décongélations,
an observe de lorts changements du spectre dabsorption aprés traitement.
Ainsi (Fig. 3) l'ensemble du spectre d'absorprion dans le rouge est nettement
décalé vers les courtes longueurs d'ondes, Ce phénoméne s'analyse micux en
dérivée quatriéme : on observe alors que la hauteur du pic de dérivée 3 671 nm,
qui n'est que de 31% de celle du pic & 683 nm dans les cellules entiéres, passe
3 37% dans les cellules cassées. Le pic & 663 nm augmente lui de plusieurs
fois: 1 en est vraisemblablement de méme, quoique les résultats solent moins
visibles, pour le pic & 658 nm. On remarquera en revanche gue le pic de la
chlorophylle b ne change pas sensiblement.

DISCUSSION

On doit examiner séparément le cas de la chlorophylle b et des holochromes
de chlorophylle a, généralement considérés comme des pigments de l'antenne
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Fig. 3. — Specires d'absarption de Prewdorrebousis sp. bsolé de Xanthoria parieting & 20°C,
Tracé plein : thylakoides balés de cellules cassées i ls presse de French, Tirets :
cellales intactes.
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Fig. 4. — Dérivées quatriémes de spectres d'absorption de Prewdotrebouxis 1p. ol de
Xanthoria parieting & 20°C. — Tracé plein : thylakoides de cellules cassées. Tirets -
cellubes intactes.
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du photosystéme 11 de la photosynthese, et le cas des formes de chlorophylie 2
absorbant de 690 & 740 nm qui sont généralement considérées comme faisant
partic du photosysteme L

Les 4 espéces étudides ont, outre la bande de chlorophylle b, 2 bandes de
chlogophylle a vers 670 nm et une grande bande de chlorophylle a vers 681-
683 nm. Si les bandes vers 670 nm sont constantes, les autres présentent des
différences de positions significatives permettant de distinguer les deux ordres
étudiés [position de la chlorophylle b) ou bien les deux genres de Chlorococcales
(bande de chlorophylle a & 681 ou 683 nm},

5l n'est bien slic pas possible de généraliser ces données & I'ensemble des
Chlorococcales et des Chlorosarcinales, les quelques espéces étudifes permettent
de penscr que la position en longueur d'onde de formes de chlorophylle peut
étre envisagée comme caractére phénotypique utile a la distinction des espéces
tout comme d'autres caractéres d'ordre biochimique.

Dans le cas des formes de chlorophylle absorbant de 690 & 740 nm, les
caractéres écologiques se mélent aux caractéres taxonomigues.

Il est bien connu (BROWN, 1963; LECLERC er ol. 1980) que beaucoup
d'espéces d'algues vivant en lumiére faible sont riches en chlorophylle absorbant
dans le rouge sombre, toutefois certaines de ces espéces vont s'appauvrir en ces
chlorophylles si elles sont cultivées en lumiére plus forte. Ainsi les importantes
formes de chlorophylle caractéristiques de Trebouxia sp., et absorbant & 692
et 697 nm, disparaitraient-elles peut-étre, ou bien seraient suffisamment atté-
nudes, 51 cette espéce était cultivée au laboratoire en lumidre forte : elle ne se
distinguerait plus alors de Chilorella de ce point de vue.

Il apparait donc prudent de réserver provisoirement 1'usage des holochromes
chlorophylliens de grande longueur d'onde & la caractérisation des especes
d'algues qui ne poussent qu'en lumiére atténude.

Le cas particulier du pigment absorbant & 734 nm de Trebouxia sp. apparait
intéressant 4 un autre titre : GILES (1970) a en effet montré que la lumiére
rouge claire favorisait la production d’aplanospores de cette espéce cependant
que la lumiére rouge sombre inkibait. 11 se pourrait donc que le pigment que
nous détectons 4 734 nm soit une forme d'un pigment proche physiologique-
ment du phytochrome des plantes supéricures.

Un demnier point, dont Iintérée est en partic technique, est que d'une part
certaines algues de lichens sont résistantes au cassage des cellules, ce qui limite
la qualité spectroscopique des préparations, et que d'autre part la rupture des
cellules de Pseudotrebouxia sp. isolé de X. parieting s"accompagne d’une déna-
turation asser séricuse de Dabsorption chlorophyllienne, Cette dénaturation
peut s'expliquer soit par Paction d'une chlorophyllase (TERPSTRA et GOED-
HEER, 1975) ou bien par celle des protéases, puisque les chlorophylles sont
portées par une matrice protéique. La dénaturation est trés peu marquée chez
Chlorella dont les cellules peavent aussi étre brisées. Ainsi chez certaines cspéces,
la fragilité des formes d'absorption chlorophyllienne, qui dépend peut-étre en
grande partic il est vrai de la présence de certaines enzymes, peut donc consti-
tuer aussl un caractére spécifique,
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La spectroscopie d'absorption chlorophyllienne apparait donc de plusicurs
points de vue utile & Panalyse raxonomique, écologique et physiologique des
algues, indépendamment de la physiclogie de la photosynthése proprement
dite.
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