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R6tablissement du lien entre deux structures chloroplastiques isol6es par 
action du Triton X-100 

A la suite des t r avaux  de \VESSELS 1 et de BOARDMAN ET ANDERSON 2, nous 
avons isol6 par action progressive du Tr i ton X-Ioo sur des chloroplastes de mais 
(3 et I2 moldcules de Triton/mol6cule de chlorophylle), deux fractions~; l 'une, enrichie 
en chlorophylle a, s6dimente h 80000 x g, on l 'appellera C 80000, l 'autre,  enrichie en 
chlorophylle b, s6dimente ~ I0000 >( g, on l 'appellera C I0000. 

L'~tude des spectres d 'absorpt ion de ces particules et leur comparaison avec 
une expression des spectres d 'ac t ion a des deux rdactions photochimiques montre  que 
les holochromes des deux syst~mes photochimiques font partie de structures chloro- 
plastiques distinctes (Fig. I). 

Une partie de la chalne d 'oxydor6duct ion de la photosynth~se reste li6e & ehacun 
des groupes d'holochromes chlorophylliens s@ar6s. La Fig. 2 montre,  par exemple, 
la r@ar t i t ion  des cytochromes f e t  b dans les deux types de particules. 
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Fig. I. Comparaison du rapport (C 8oooo/C IOOOO) des spectres d'absorption obtenus 5. --18o ° et 
du spectre du rapport des vitesses stationnaire et initiale du ddgagement d'oxyg~ne (vs/vi) chez 
Chlorella, obtenu par JOLIOT 4. 

Fig. 2. Spectre de diffdrence h 18o ° (C 80000 --C ioooo) dans la rdgion des bandes ~ d'absorption 
des cytochromes (cytochrome b6:557 mt*; cytochrome f: 548 et 552 m/z). Le matdriel apr~s ex- 
traction par l'ac6tone 5. 8o % est rdduit par l'hydrosulfite. La suspension est d@os6e sur papier 
filtre, l~paisseur de l'6chantillon: o.I mm, concentration de l'dchantillon ainsi pr6pard, exprimde 
en chlorophylle: 15 mg/cm a. 

Le fonct ionnement  de la Photor6action II,  dans les chloroplastes, d6ternline 
un d6gagement t ransi toire  d'oxyg~nO, dont  l ' ampl i tude  est limit6e par la quant i td  
des t ransporteurs  d'61ectrons, sous leur forme oxyd6e, situ6s entre  les deux r~actions 
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photochimiques ~. Le fonctionnement de la Photor6action I, de ces chloroplastes, 
provoque une photoabsorption transitoire d'oxyg6ne 7 dont l 'amplitude est d6termin6e 
par la quantit6 des transporteurs r6duits, donneurs d'61ectrons du Syst6me I, pr6sents 
entre les deux r4actions photochimiques. Ces deux variations transitoires sont s6par6es 
dans les deux structures isol6es 8. Aux particules C IOOOO est associ6 le jet d'oxyg4ne, 
aux particules C 8oooo est assoei6e la photoabsorption sensibilis6e par le Syst6me I. 

Un lien structural doit exister in vivo, qui permet dans les chloroplastes l 'inter- 
action des deux r6actions photochimiques sur le degr6 d'oxydor6duction des trans- 
porteurs. La caract6risation physiologique de ce lien est donn6e dans la Fig. 3, ou: 
(a) une pr6illumination & 722 m/~ des chloroplastes d6termine une stimulation du jet 
d'oxyg6ne et, (b) une pr4illumination & 654 m/x provoque une exaltation de la photo- 
absorption, sensibilis6e par le Syst6me I. A la s6paration des deux groupes d'holo- 
chromes chlorophylliens dans les deux particules, correspond la disparition, ou la 
tr6s forte diminution, de ces effets d'exaltation dans les structures isol6es. 

Si les deux fractions chloroplastiques sont m61ang6es en l'absence de Triton 
X-Ioo, on constate qu'apr6s une incubation de quelques heures ~ 3 ° et ~ l'obscurit6 
(ces 2 derni6res conditions afin d ' fvi ter  une inactivation du matfriel), le m61ange 
pr6sente les 2 ph6nom6nes d'exaltation 6tudi6s; stimulation du jet et de la photo- 
absorption (Fig. 3). I1 semble donc que la liaison entre les deux structures ait 6t6 
r6tablie et ceci d'une fa~on tr6s semblable & celle existant in vivo pour que, comme 
dans les chloroplastes, il y air transfert d'61ectrons du Syst6me I I  au Syst6me I. Ce 
m61ange, centrifug6 et remis en suspension dans du tampon neuf, conserve les ph4no- 
mhnes d'exaltation. Le pont entre les deux syst6mes n'est donc pas assur6 par l 'un 
des transporteurs, pass6 en solution. Remarquons que la cin6tique de l 'exaltation 
est diff6rente dans le m61ange et les chloroplastes; les pr6illuminations & 654 m/~ de 
longue dur6e suppriment, dans le mflange, la stimulation de ta photoabsorption. 

amplitude relative 0 
du 
Jet 02 ~ / ~ _  

/ Chloroplastes 
/ 

/ 
/ .  

~ j  ° /  M61ange 
/ o 

/ 

intensk~ relative ~722 mli 

T l 1 ~ r I I I I I p 
50 I00 

Amplitude relative 
de la b 

photoabsorption 
ChloropJastes 

2% ' 20 ' i0 . . . . .  '~, 
duree de la preillumlnatlon 

654 mla 

Fig. 3. Effets de st imulation.  (a) du jet d 'oxyg~ne r6v616 en lumi~re 654 m#  appliqu6e pendant  
5 sec, apr~s une pr6illumination 5̀  722 m#  de 55 sec et d' intensit6 variable. Ampli tude du jet:  
hau teur  du pic initial correspondant  au jet. (b) de la photoabsorpt ion  sensibilis6e par  722 m#  
apr6s une pr6illumination 5̀  654 m/~ de dur6e variable et d' intensit6 constante,  La photoabsorpt ion  
apr~s pr6illumination est compar6e 5̀  celle obtenue en remplaqant  la pr6illumination par  une 
dur6e 6gale d'obscurit6. Dur6e de l ' i llunlination 5̀  722 m/~ : 15 sec. Ent re  la fin de la pr6il lumination 
5̀  654 m#  et le d6but  de l ' i l lumination 5̀  722 m# s'intercale une p6riode d'obscurit6 de 3 ° sec. 
L 'ampl i tude  du pic n6gatif obtenu au d6but de l ' i l lumination 5. 722 m# mesure la photoabsorpt ion.  
Les mesures sont  faites avec une ~lectrode de type Haxo et Blinks, 5̀  20 °. Les suspensions con- 
t iennent  2 mg de chlorophylle par  ml d 'un  t am pon  Tris-ma16ate o.i M + saccharose 0. 4 M + KC1 
o.I M (pH 6.6) satur6 en air. Le m61ange (i C 80000 + 3 C IOOOO) exprim6 en quanti t6 de chloro- 
phylle est incub6 une nuit  5̀  3 ° et 5̀  l 'obscurit& 
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Les deux par t icules  isol6es sont caract6risdes par  des densit6s diff6rentes; 
mesurdes avec un grad ien t  de saccharose (2o ~o /t 5 ° % dans du t ampon  Tr i s -ma l6a te  
o.I  M, p H  6.6), apr+s centr i fugat ion & 65o00 × g pendan t  4 ° min,  nous obtenons:  
1.13 pour  C 8oooo et 1.2o pour  C IOOOO. Un mdlange des deux par t icules  dans  les 
propor t ions  I C IOOOO pour 2 C 80000 (exprim6 en chlorophylle  totale),  centrifugal 
dans le g rad ien t  de saccharose apr6s incubat ion  une nuit  dans les m~mes condi t ions 
que celles ddcrites pr~cddemment,  donne deux bandes.  La bande  inf6rieure, la plus 
dense, a a p p r o x i m a t i v e m e n t  la m6me densi% que C IOOOO, mais  son rappor t  chloro- 
phyl le  a /chlorophyl le  b e s t  plus dlev6; il est voisin de celui des chloroplastes  dont  
ont 6t~ ex t ra i t s  les par t icules  (Tableau I). La zone la moins dense correspond aux 
par t icules  C 80000 qui ne se sont pas combin~es ~ C IOOOO. D'apr+s les r6sul tats  du 
tableau,  33 % de C 8oooo mis dans  le mdlange, se sont fixds dans  la zone inf6rieure. 
Si le m61ange est effectud dans  les p ropor t ions  (3 C IOOOO pour  I C 8oooo) on consta te  
que, aprbs une incubat ion  ident ique  ~ la pr~c6dente, 63 % des par t icules  C 80000 ont  
616 incluses dans  la bande  inffirieure. 

TABLEAU I 

V A R I A T I O N S  D U  R A P P O R T  C H L O R O P H Y L L E  a / C H L O R O P H Y L L E  b D A N S  L E S  D I V E R S  L O T S  

La bande infdrieure est la bande la plus dense obtenue apr6s centrifugation du mdlange C IOOOO 
+ C 8oooo sur le gradient de saccharose. M61ange effectu6 dans les proportions: (a) i C 8oooo 
+ 3 C ioooo exprimds en chlorophylle totale; (b) 2 C 8oooo + i C IOOOO. 

Rapport Chloroplastes C 2oo0o C 800o0 Bande infdrieure 

Chlorophylle a 
Ch]cwophylleb 3"°1 2'37 7"1° 

(a) (b) 

2.75 3.3 ° 

Cette recombinaison semble donc p%senter  une sa tu ra t ion  qui s '6 tabl i t ,  pour  
une va leur  du r appor t  chlorophyl le  a /chlorophyl le  b, dans la bande  inf6rieure vois ine 
de celle des chloroplastes.  

La  va leur  du r appor t  chlorophyl le  a /chlorophyl le  b dans  la zone inf6rieure 
obtenue  & pa r t i r  d 'un  m6lange riche en C 8oooo, ainsi que l ' exis tence d 'un  ~change 
d 'dlectrons  entre  les deux s t ructures  en m61ange, conduisent /~  penser  que la l iaison 
obtenue  entre  les par t icules  met  en jeu les m~mes sites de f ixat ion que ceux qui l ient  
les deux syst&mes photochimiques  in vivo. 

Les r~sultats  qual i ta t i f s  rappor t6s  ici sont ~t rapprocher  de la recombinaison  
ob tenue  avec des morceaux  de membranes  mi tochondr ia les  pa r  TZAGOLOFF et coll. 9. 

Laboratoire de Photosynthkse du C.N.R.S. ,  
G i f  sur Yvette 9 x (France) 
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