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SUMMARY 

Photoinhibition of respiratory adaptation of Saccharomyces cerevisiae 
The present work deals with the action spectrum for photoinhibition of the 

respiratory adaptation in yeast. Four peaks (at 500, 54 o, 575 and 630 mt~) and a 
highly active spectral zone at 404 m/, were detected. The action spectrum has a striking 
similarity to the absorption spectrum for porphyrins. The mechanism of the photo- 
inhibition is briefly discussed. 

INTRODUCTION 

Dans une pr6c6dente publication 1, nous avons montr6 que la formation des 
enzymes respiratoires de la levure, induite par l'oxyg~ne 2, 3 est inhib6e par la lumi~le 
visible. Une telle irradiation est sans effet sur la levure d6j~t adapt6e. L'illumination 
provoque un retard de l 'adaptation qui peut 8tre 6valu6 en repla~ant les cellules 
l'obscuritC Nous avons pu montrer que la p6riode sensible ~t la lumi~re se situe au 
cours de la premiere heure de l'a6ration des levures ana6robies*. 

Le pr6sent travail a pour but d'6tablir le spectre d'action du ph6nom~ne. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Souche. Saccharomyces cerevisiae, "Yeast Foam". 
Conditions de culture. Le milieu et les conditions de culture en ana6robiose ont 

~t6 d6crits pr6c6demment 4. 
Prdparation et traitement des dchantillons. Les levures sont r6colt6es en phase ex- 

ponentielle de croissance ana6robie (environ ~ 8 g~n~rations), centrifug~es et lav6es 
deux lois ~t l 'eau froide. Le culot est mis en suspension A raison de 0.7 mg poids sec 
par ml, dans le tampon suivant: phosphate disodique, phtalate acide de potassium, 

* Ce t r ava i l  cons t i tue  une  par t ie  de la Th~se de Doc to ra t  ~s-Sciences p h y s i q u e s  de BERNARD 
GUERI~, Facu l t~  des Sciences d 'Orsay ,  enregis t r6e  a u  C.N.R.S.  sous  le num6ro  A.o.I937.  
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acide succinique, 0.05 M (pH 4.7), glucose 2 %. Les 4chantillons sont irradi4s au d4but 
de l'a6ration, par fraction de Io ml, ~ l'aide de l'illuminateur spectral ~ r4seaux d4crit 
par JACQUES et al. ~. Cet appareil a l 'avantage de fournir des plages spectrales de 
dimensions r6glables; tout en gardant une puret4 monochromatique convenable, le 
flux lumineux est tr~s 41ev6. Les irradiations isoquantiques sont effectu4es ~ 15 ° 
pendant 3 h simultan4ment pour 6 ~ 8 longueurs d'onde; cette m4thode nous a permis 
d'4tudier avec suffisamment de finesse les r4gions spectrales de faible efficacit4 par 
comparaison directe des inhibitions observ4es. L'4clairement 4nerg4tique pour chaque 
longueur d'onde est mesur4 A l'aide d'une thermopile (Jacobsen-Randon) coupl4e 
un galvanom~tre. L'a6ration et l'homog4n4it4 de la suspension de levures sont 
assur6es par agitation magn4tique. Un t4moin est gard4 A l'obscurit4 dans les mSmes 
conditions. 

Test biologique. Apr~s ce traitement, l 'adaptation respiratoire est suivie k 28 ° 
et ~ l'obscurit6 en mesmant la vitesse de consommation de l'oxyg~ne en fonction du 
temps par la m4thode manom4trique de Warburg. La lumi~re provoque un retard de 
l 'adaptation ~. La Fig. i repr4sente l'4volution du Qo,, en fonction du temps, de levures 
gard4es/t l'obscurit4 ou illumin4es pr4c4demment 3 h ~ 404 m~ ou A 575 m/,. 
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Fig. z. Mesure de ]'inhibition. Les levures ¢ultiv4es en ana6robiose sonL r6eolt4es en phase ex- 
ponenfie]le de eroissance (k 8 g4n4rations), ]av4es 2 lois ~ ]'eau froide et suspendues dans le tampon 
g|ucos6. Un 6¢hantillon est i|lumin4 k 4o4 m~, un autre k 575 m~ durant les trois premieres heures 
de l'a6ration. La temp4rature est r4g]4e k 15 °. Pendant ce temps un t4moin est gard~ k l'obscurit6 
dans ]es m~mes conditions de temp4rature et d'agitation. L'adaptation respiratoire est ensuite 
suivie ~ 28 ° et ~ l'obscurit4 en rnesurant |a vitesse de consornma%ion de l'oxyg~ne en fonction du 
temps. Cette vitesse est expfim4e en Qoz, c'est k dire en ~l O~ ¢onsomm6s par h et par mg poids 
see de levures. Courbes d'adaptafion de |evures pr6incub4es: ~--~, k ]'obscurit4; ~--~k, en 
]umi~re monochromatique, I = 575 m~, E = 1oooo ergs/cm ~ par see; O--O, A = 404 rn~, E = 
3 ooo ergs/cmS/par sec. Chaque courbe est extrapol4e pour une vitesse nulle ( ..... ). L'inhibition est 
rnesur4e sur l'axe des abscisses par |e retard du d4but de l'adapta%ion par rapport au t 4moin 
gard6 ~ l'obscurit4. Ce retard est 4gal au segment AB pour l'4chanfillon illumin4 k 575 m~, et au 
segment AC pour celui i]lumin4 ~ 404 m~. 

L'activit4 des zones spectrales 4tudi4es est 4valu4e de la mani~re sulvante: la 
partie lin4aire de la courbe (Fig. I), repr4sentant l 'augmentation de la vitesse de 
respiration au cours du temps, est extrapol4e A une vitesse nulle pour le t4moin et 
pour l'4chantillon irradi4 ; on mesure sur l'axe des abscisses le d4calage dans le temps 
du d4but de l 'adaptation; ce retard (mesur6 par le segment AB pour 575 m~ et AC 
pour 404 mt~) rend compte de l'activit4 d'une irradiation monochromatique pour une 
4nergie donn4e. 

Ce test n'est valable qu% certaines conditions: (i) Les courbes d 'adaptation 
des 4chantillons, irradi4s ou non, doivent comporter une partie strictement lin4aire. 
Ceci est r4alis4 en r4coltant les levures en phase exponentielle de croissance ana4robie. 
(2) Pour une radiation donn4e, l'4nergie employ4e doit ~tre comprise entre deux 
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limites d6finis; l 'une au dessous de laquelle le retard produit manque de nettet6 et 
d6pend de la pr6cision de la m6thode, l 'autre au dessus de laquelle l 'inhibition est 
irr6versible 4. 

La pr6cision de la m6thode d6pendant de la lin6arit6 des courbes est telle que 
le point d'intersection du prolongement de la droite et de l 'axe des abscisses est 
compris 5. l ' int6rieur d 'un segment correspondant 5. 15 min. 

RI~SULTATS ET DISCUSSION 

Apr~s avoir r6alis6 un spectre isoquantique avec 8 longueurs d'onde entre 
400 m/~ et 650 m~, rdgl6 5. 15 ooo ergs/cm 2 par sec 5. 575 m/~, 2 zones d'activit6 ont 6t6 
d6cel6es : l 'une tr~s efflcace 5. 404 m/~, l 'autre beaucoup plus faible 5. 575 m/~. A 404 m/~, 
il s 'est aver6 que l'6nergie utilis6e provoquait  une inhibition irr6versible de l 'adapta-  
tion. En cons6quence, on a 6tudi6 s6pardment les zones comprises entre 400 m/z et 
450 m/~ d'une part  et entre 450 m/~ et 650 m/~ d 'autre  part.  Pour l '6tude du spectre 
d 'action entre 400 m/~ et 45o m/~ l ' irradiation isoquantique a ~t6 r~gl6e de telle sorte 
que l '6clairement 6nerg6tique 5. 404 m/~ soit de 5o00 ergs/cm 2 par sec. Par  contre, 
pour la zone comprise entre 450 m/z et 650 m/~ l'6clairement 6tait de 15 ooo ergs/cm 2 
par sec 5. 575 m/z. Un grand nombre de longueurs d'onde ont 6t6 essay~es et les inhi- 
bitions observ6es ont ~t6 rapport~es 5. celle obtenue 5. une longueur d'onde de r6f6rence : 
404 m~ pour la premi&re zone et 575 m~ pour la seconde. Les largeurs des bandes 
passantes sont donndes dans le Tableau I. 

T A B L E A U  I 

LARGEUR DES BANDES 

Longueurs d'onde en mt~ 

4o4 54 ° 65 ° 

Bandes passantes  en m/~ k mi-hauteur  de la courbe d'6mission 13 9 7 

Nous avons choisi comme unit6 d'efficacit6 le retard de l 'adaptat ion provoqti6 
par une illumination de 3 h 5. 575 m~ pour un 6clairement 6nerg6tique de 15000 
ergs/cm 2 parsec:  ce retard est en moyenne ~gal 5. I h. Afin de tracer le spectre d 'action 
dans son ensemble nous avons compar6 les efficacit6s entre 404 m~ et 575 m/~. Pour 
cela, nous avons mesur6 les inhibitions de l 'adaptat ion obtenues 5. ces 2 longueurs 
d 'onde en fonction de la dose lumineuse (Fig. 2). Dans les deux cas, l ' inhibition est 
proportionnelle 5. la dose. Le rapport  des efficacit6s a 6t6 6valu6 sur ces courbes : pour 
obtenir une inhibition correspondant 5. un retard de l 'adaptat ion de I h, il faut 7.5 fois 
plus d'6nergie, soit environ i i  lois plus de photons 5. 575 m~ qu'A 4o4 m~. Nous avons 
attribu6 5. la longueur d 'onde 404 m/~ une efficacit6 de I I .  Le spectre d'action est 
respr6sent6 par la Fig. 3. 

Les maximums d'efficacit6 (500, 540, 575 et 630 m~) et la tr~s grande activit6 5. 
404 mt* d6montrent la participation d'une porphyrine neutre au ph6nom~ne d'in- 
hibition. 

Par  quel m6canisme la lumi~re inhibe-t-elle l 'adaptat ion respiratoire? Nous 
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savons que la biosynth~se de tous les  cytochromes est inhib6e par la lumi~re 1. Ceci 
signifie que la porphyrine pr4sente en ana4robiose 6 photosensibilise au d4but de l 'a4ra- 
tion un syst~me commun ~ toutes ces biosynth~ses. Elle pourrait  donc agir soit sur la 
biosynth6se des prot4ines en g4n6ral, soit sur la formation des groupements h4ma- 
tiniques. La deuxi~me hypoth~se semble la plus probable. En effet, nous avons pu 
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Fig. 2. Mesure de l ' inhibit ion en fonction de la dose. Plusieurs 4chantillons sont  illumin4s k 404 m#  
ou k 575 m #  ~ des doses variables dans  chaque cas. Les conditions exp4rimentales sont  identiques 

celles d4crites dans la 16gende de la Fig. I. Pour  obtenir  des doses de lumi~re variables, on 
irradie k des 4clairements diff4rents t ou t  en gardan t  un  temps  d ' i l lumination cons tant  de 3 h. 
Le re tard de l 'adaptat ion,  provoqu6 par  la lumi~re, est mesur4 pour  chaque 4chantfllon par  rap- 
por t  au t6moin gard4 b. l 'obscurit4 selon le proc4d4 d4crit. Ce re tard est port4 en fonction de 
l '6clairement. 

Fig. 3. Spectre d 'action. Le spectre d 'act ion a 4t~ 4tabli s6pardment dans les 2 zones spectrales 
suivantes:  de 40o m #  ~t 45 ° m #  et de 45 ° m/z k 65 ° In#. Darts chacune de ces zones, nous avons 
procdd4 A des 4clairements isoquant iques  pour  les radiat ions monochromat iques  6tudi4es. Nous 
avons  compar4 le re tard  de l ' adapta t ion  produi t  par  la lumi~re k celui observ4 ~, 4o4 m/z pour  la 
premiere zone et k 575 m/z pour  la seconde. Le re tard observ6 k 575 m/z a 4t6 pris comme unit4 
d 'action, Pour  t racer  le spectre d 'act ion total  entre 4o0 m#  et 65o m/z nous avons at tr ibu4 k la 
radiat ion 404 m/~ une efficacit4 de i I. Les efficacit4s ainsi obtenues ont  4t4 port4es en fonction de 
la longueur  d'onde. Les fl~ches verticales rendent  compte de la pr6cision du test  biologique. La 
discontinuit4 de la courbe k 45 ° mt~ exprime le fait que ces 2 zones ont  4t6 4tudi4es s4par4ment. 

montrer,  par  des exp6riences pr41iminaires, en utilisant des surnageants obtenus par 
centrifugation ~ lO5 ooo × g d 'un homog4nat de levures ana4robies, que la synth~se 
de la protoporphyrine 7 est inhib4e en pr4sence de lumi~re et d'oxyg~ne. Des 4tudes 
plus approfondies sur le m4canisme de la photoinhibition sont actuellement en cours. 

RI~SUMI~ 

Le spectre d 'act ion de la photoinhibition de l 'adaptat ion respiratoire chez la 
levure a 4t6 4tudiC Quatre maximums d'activit4 (~ 500, 540, 575 et 630 m/~) et une 
zone spectrale de tr~s grande efficacit6 ~ 404 m/~ ont 4t4 mis en 4vidence. Le spectre 
d 'act ion correspond ~ un spectre d 'absorption de porphyrine neutre. Un m4canisme 
possible de l 'action de la lumi~re sur l 'adaptat ion est bri~vement discut4. 
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