La fluorescence chlorophyllienne au service des productions végétales
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Toujours en quéte d’informations quantitatives sur les phénomeénes physiologiques complexes,
I’agronome peut trouver une réponse dans I’analyse de la cinétique de fluorescence
chlorophyllienne émise par les végétaux. Il dispose alors d’un index de vitalité qui le guide dans
I’appréciation précise de I’effet de stress biotiques ou abiotiques de ’environnement en se basant
sur la photosynthese des plantes, véritable carrefour biologique sur lequel se répercutent ces
stress.

Lors des étapes photochimiques primaires de la photosynthése, 1’énergie lumineuse est absorbée par
I’antenne pigmentaire du photosystéme Il composée des chlorophylles a, b et ab, et de caroténoides.
Cette énergie est piégée par le centre réactionnel (chlorophylle piege) afin de déclencher une
séparation de charge entre un donneur et un accepteur d’électrons. Le transfert d’électrons qui s’ensuit,
via les différents transporteurs insérés dans la membrane thylacoidienne™ des chloroplastes,
contribuera a la transformation de 1’énergie lumineuse en cette énergie chimique, tellement essentielle
a tous les processus métaboliques du végétal.

Ces trois étapes fondamentales d’enclenchement de la photosynthése, a savoir 1’absorption, le piégeage
de la lumiére et le transfert d’électrons, peuvent étre quantifiées en mesurant une voie de dissipation
énergétique paralléle a la voie photochimique : la fluorescence chlorophyllienne. Lorsque les
pigments, et en particulier les chlorophylles, recoivent des photons, ils passent d’un état fondamental a
un état excité pour revenir ensuite vers 1’état fondamental via différentes voies interdépendantes :
I’émission de chaleur, de lumiére (fluorescence) et la photochimie (figure 1). Ainsi, si I’activité
photosynthétique est perturbée par un environnement défavorable, la dissipation d’énergie (chaleur et
fluorescence) devra compenser cette baisse. Des lors, la fluorescence chlorophyllienne peut étre
considérée comme un indicateur intrinseque des premiéres étapes de la photosyntheése, et son intensité
lice au rendement photosynthétique du végétal. La fluorescence chlorophyllienne est ainsi un
indicateur photosynthétique de la vitalité des végétaux.

L’appareil photosynthétique, et en particulier le photosysteme II, est tres sensible et induit des
changements constants dans son organisation pour maintenir un fonctionnement optimal alors que son
environnement est en perpétuelle mutation.

Application dans le diagnostic de vitalité des arbres urbains

La technique de fluorescence chlorophyllienne est particulierement bien adaptée pour effectuer un
monitoring in vivo des plantes en détectant et en évaluant les changements dans la cinétique rapide de
fluorescence de la chlorophylle émise par les plantes et enregistrée par des appareils a haute résolution
(d’une microseconde a une seconde).

Pour une feuille dont 1’appareil photosynthétique a été mis a 1’obscurité puis expos€¢ a un flash
lumineux d’intensité saturante, on peut observer une émission de fluorescence en deux phases : une
augmentation rapide jusqu’a un maximum (fluorescence ¢élevée, photosynthése pas encore
enclenchée), atteint en une seconde, suivi d’un déclin pour atteindre un état stationnaire
(photosynthéses enclenchée, fluorescence basse). C’est ’effet Kautsky (figure 2). L’adaptation
préalable a ’obscurité permet de vider la chaine de transport des électrons. L’accepteur primaire
d’¢lectrons (une quinone) est alors sous sa forme oxydée et les centres réactionnels sont dits ouverts.
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L’analyse de la cinétique rapide de fluorescence permet de déduire des points remarquables et de les
introduire dans des formules appelées JIP-test (en référence aux lettres correspondant aux points
d’inflexion caractéristiques de la courbe de fluorescence émise par 1a plante, voir figure) issues de la
théorie des flux dans les biomembranes développée par Reto Strasser et ses collegues du laboratoire de
bioénergétique de 1’université de Genéve (1). Un index global (index de performance photochimique
ou index de vitalité) intégrant le rendement des différentes étapes de ces réactions photochimiques
(absorption, piégeage de 1’énergie lumineuse et transfert d’électrons) peut étre calculé pour estimer la
vitalité de I’arbre. Les fluctuations de cet index de vitalité nous permettent de savoir si un arbre dépérit
et a quel stade de son dépérissement il se trouve.

De méme, il est possible de percevoir de manicre précoce, avant méme 1’apparition de symptdmes
visibles, les effets sur la vitalité d’un arbre d’une carence en ¢léments nutritifs ou d’un manque d’eau
et de mettre rapidement en place les traitements thérapeutiques adéquats. La mesure de la fluorescence
chlorophyllienne permet également de quantifier I’efficacité de ces traitements (2).

Cette méthode connait également d’autres applications. En agriculture par exemple, 1’index de vitalité
de la culture permet de quantifier I’efficacité de traitements phytosanitaires. Des tests ont ainsi été
réalisés sur vigne pour montrer 1’efficacité d’un fertilisant foliaire pour quantifier ’efficacité¢ de
produits tels qu’un fertilisant foliaire a base d’algues. Il est également possible de distinguer la réponse
de plantes issues de variétés différentes pour une méme céréale soumise a une sécheresse et de réaliser
un criblage précoce des semences, de facon a guider les programmes de sélection classique en
identifiant les plantes résistantes ou sensibles a la sécheresse.

Enfin, des applications émergent dans la lutte contre la désertification : dans le cadre d’un programme de
reboisement, la fluorescence chlorophyllienne a permis de mettre en évidence 1’accroissement de vitalité et de
résistance de jeunes arbres mycorhizés et plantés dans des conditions extrémes de croissance. Une comparaison
de I’index a été réalisée entre les plants avec et sans mycorhizes (champignons symbiotiques) sur un méme site,
de maniére a quantifier I’efficacité de cette symbiose dans ces conditions particuliéres de croissance.

Suivre la maturation des fruits

Dans le cycle de reproduction des végétaux angiospermes et gymnospermes, la semence joue un role
essentiel. Chez les angiospermes, les semences croissent et se développent généralement dans les
fruits, qui présentent une trés grande variété : petit et sec comme 1’akéne 2 ou charnu comme la baie de
tomate (Solanum lycopersicum L.). Les fruits sont parfois trés petits et inclus dans ou sur une structure
supplémentaire, comme pour les fraises (Fragaria vesca L.), ou les akenes sont disposés sur un
réceptacle charnu issu de 1’inflorescence, et les pommes (Malus sp.), dont le pédoncule floral, charnu,
entoure le fruit proprement dit.

Chacun apprend a distinguer les fruits comestibles « mdrs » des immatures, principalement par la
couleur, la fermeté et I’odeur. La véraison marque le début du changement de couleur : de vert a jaune,
orange, brun ou rouge. Cela est di a la dégradation progressive des chlorophylles dans les tissus
superficiels, laissant apparaitre les autres pigments. Ce phénomene n’est qu’un indicateur des
bouleversements que subissent les tissus sous-jacents : accroissement de la respiration, solubilisation
des composés pectiques, diminution des acides organiques et enrichissement en saccharoses... La
mesure de la fluorescence permet ici de quantifier la chlorophylle dans les tissus superficiels tout au
long de sa dégradation et ainsi d’évaluer 1’état de maturité du fruit.

Evaluer les propriétés de conservation des fruits et des légumes

Les qualités organoleptiques des fruits ne sont pas les seules propriétés détectables par le biais de la
fluorescence chlorophyllienne. Tout comme les feuilles, les tissus externes des fruits contiennent
souvent des structures photosynthétiques actives, dont 1’état physiologique peut étre affecté par des
épisodes de stress da au froid, au gel, & une atmosphére modifiée pour le stockage ou a la chaleur (3).
Certains parameétres utilisés pour la détection du stress dans les feuilles des végétaux sont alors
applicables aux fruits puisque, comme pour les feuilles, ils sont corrélés aux changements dans la
cinétique rapide de fluorescence de la chlorophylle émise par les tissus superficiels.
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Un indicateur de la viabilité des semences

Les semences elles-mémes subissent plusieurs transformations pendant leur croissance et leur
maturation : la différenciation des tissus, I’expansion cellulaire et le séchage (4). Chez les tomates par
exemple, la chlorophylle joue un réle dans le développement des semences. Dans un premier temps,
elle est nécessaire a leur développement. Ensuite, la décroissance de la quantité de chlorophylle
correspond a une augmentation des performances de germination. C’est au cours de cette phase que la
chlorophylle devient un indicateur de la maturité des semences. Cependant, apres la date optimale de
récolte des semences la quantité résiduelle de chlorophylle n’est plus un indicateur de leur pouvoir
germinatif (5). L’application de la fluorescence chlorophyllienne a la détection des semences
immatures est actuellement réalisée a petite échelle pour des semences maraichéres mais elle pourrait
¢galement 1’étre pour les grandes cultures. 1l faut cependant tenir compte du débit plus important de
semences a trier, ce qui impose des contraintes techniques. En effet, la sensibilité élevée n’est plus
assurée en raison du temps d’exposition limité. De plus, chaque espéce a ses caractéristiques propres.
Pour la chicorée par exemple (6), les semences commerciales sont des fruits secs entiers (cypseles),
dont la physiologie peut différer sensiblement de celle de la semence nue.

Un outil pour la sécurité des aliments

Les tubercules de pommes de terre (Solanum tuberosum L.) exposés a la lumiére sont le siége de
transformations caractéristiques des tissus. L’apparition de chlorophylle est concomitante a celle de
glycoalcaloides (7), qui affectent le gotlt et sont toxiques pour le consommateur lorsqu’ils sont
présents en quantité importante (8). Grace a une sensibilité trés élevée, I’imagerie fluorescente pourrait
remplacer avantageusement 1’imagerie couleur actuellement envisagée (9) pour la détection des
tubercules atteints (figure 3). La fluorescence chlorophyllienne reste, en effet, détectable a des
concentrations trés faibles (de 1’ordre du mg/kg) et la mesure n’est pas altérée par les variations
naturelles de couleur des tubercules ou d’autres défauts visibles.

Des applications a développer

La technique de mesure de la fluorescence chlorophyllienne a permis de mener des recherches
approfondies dans le domaine de la physiologie végétale. Elle fournit des informations précieuses qui
méritent d’étre davantage exploitées. Il existe aujourd’hui des appareils de terrain faciles a mettre en
ceuvre pour mesurer la cinétique de la fluorescence des végétaux in situ (photo), ainsi qu’une grande
variété de dispositifs d’imagerie fluorescente adaptables a tous les types de produits végétaux. Certains
appareils de laboratoire permettent également de combiner des mesures cinétiques avec 1’imagerie. Un
large panel d’utilisateurs en bénéficie désormais dans les domaines de la croissance, de la récolte, du
stockage et du controle de qualité des productions végeétales. Reste que les informations précieuses
obtenues grace a ces technologies méritent d’étre davantage exploitées.

*1 Membrane interne du chloroplaste, siége de la photosynthése
*2 Fryit sec dont I’enveloppe de la graine unique n’est pas soudée a celle-ci et qui ne s’ouvre pas quand le fruit
arrive a maturité (par exemple, noisette, gland, chataigne).
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Figure 1 - Modéle des flux d’énergie des réactions photochimiques
primaires au sein du photosystéme 11

L’antenne pigmentaire s’apparente a un entonnoir dans lequel I’énergie
lumineuse est canalisée vers le centre réactionnel (chlorophylle piége),
induisant la séparation de charge entre les accepteurs primaire et
secondaire (quinone) d’¢lectrons. Le transfert d’électrons est alors
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Figure 2 - Courbe typique d’émission de fluorescence d’un échantillon photosynthétique in
Vivo : I’effet Kautsky
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Les JIP-tests reposent sur ’analyse de
la cinétique de fluorescence et en
exploitent les points remarquables :
O correspond a  lintensité  de
fluorescence minimale, J et | sont des
points d’inflexion, P indique la
fluorescence maximale et S le point de
repos (steady state). TF max est le
temps nécessaire pour obtenir le
maximum de fluorescence, c’est le

moment a partir du quel s’enclenche la photosynthése. D’aprés (2).
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Figure 3 :

L’imagerie fluorescente permet de détecter et de localiser la chlorophylle de fagon plus efficace
que I’imagerie classique, tant dans des semences de chicorée (A) que sur des tubercules de
pomme de terre (B). Ces images monochromes ont été prises dans une chambre noire a 1’aide
d’une caméra CCD a travers un filtre optique ne laissant passer que le proche infrarouge au-dela
de 665 nm. Les objets ont été illuminés par une lumiére monochromatique autour de 410 nm.
Les zones les plus claires correspondent a la présence de chlorophylle a.
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Mesure de fluorescence chlorophyllienne in vivo sur feuille de laurier cerise
§™ . (Prunus lauracerasus) grace a ’appareil Handy-Pea (Hansatech).
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