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SUMMARY 

Influence of oxygen on the electron transfers of photosynthesis. I I .  Influence of very low, 
oxygen concentration on the N A D P  + reduction by isolated chloroplasts 

The influence of very low 02 concentration on the NADP + reduction by isolated 
spinach chloroplasts has been studied. 

The results show that in the presence of very low 02 concentration (< 0.3 %) 
NADP + reduction is partially inhibited. This inhibition may be partially reversed 
under some conditions, especially when, in spite of the presence of an 0 2 trap (glucose 
plus glucose oxidase (EC 1.i.3.4) ) an O~ evolution is observed. 

INTRODUCTION 

Le probl6me pos6 k propos de l'influence d'une ana~robiose stricte ou de la 
pr6sence de traces d'O 2 sur la photosynth~se, d6j~t abord6 par un certain nombre 
d'auteurs, n 'a pas encore re~u de r@onse satisfaisante. 

La photosynth~se des algues (Chlorelles et Scenedesmus) est s~v~rement inhib6e 
par une incubation prolong6e en ana6robiose I. Chez les plantes sup6rieures, un s6jour 
prolong6 des feuilles dans des conditions d'ana~robiose provoque une inhibition de la 
photosynth6se en m~me temps que des dommages irr6versibles ~,3. 

Cependant, BURK ET WARBURG 4 ont montr6 que la photosynth~se n~cessite une 
forme sp6ciale d'autooxydation s'effectuant ~t une vitesse beaucoup plus grande que 
celle de la respiration normale. C'est pourquoi, la photosynth6se serait compl6tement 
inhib6e dans des conditions strictes d'ana6robiose. 

En ce qui concerne les chloroplastes isol6s, des ~tudes de fluorescence ont 
montr~ que l'ana~robiose ~ l'obscurit~ n'avait pas d'action inhibitrice sur les activit6s 
photochimiques ult6rieures, tandis qu'~ la lumi~re une inhibition se manifeste. 

Abrdvia t ion :  H E P E S ,  acide N-2-hydroxy6 thy lp ip6raz ine-N ' -2-d thanesu l fon ique .  
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L'intensit6 de fluorescence est la m~me dans l'air et dans l'azote, mais l'accroissement 
de fluorescence, au d6but de l'illumination, est plus important dans l'azote 5. 

Parmi tousles sch6mas proposes habituellement, aucun ne contient une allusion 
la n6cessit6 de 1'O 2 dans les r6actions de transferts d'61ectrons. Cependant 1'O2 

interviendrait comme r6gulateur de la photophosphorylation cyclique ~. Dans la 
photophosphorylation dite "pseudo cyclique", il intervient comme accepteur d'61ec- 
trons. Ce m6canisme non cyclique, fonctionnant avec 0 2 comme accepteur ne se 
r6aliserait pas dans les conditions normales off le turn over du NADP + est rapide 7. 

D'autre part, TREBST s a constat6 que l'illumination des chloroplastes sous 
atmosph6re d'azote entraine une incapacit6 ult6rieure ~ r6duire le ferricyanure et 
HEBER ET FRENCH 9 ont montr~ la n~cessit~ de la presence de 1'O 2 pour que les chloro- 
plastes isol6s intacts puissent r6duire le phosphoglyc6rate. Les r6sultats suivants 
6tablissent le r61e inhibiteur de l'absence quasi totale d'O 2 sur la r6action de Hill 
avec le NADP + comme accepteur d'61ectrons. 

METHODES 

Materiel v~g~tal et conditions de culture 
Les chloroplastes sont isol6s h partir de feuilles d'Epinard (Spinacia oleracea L. 

var. America) cultiv6 en aquiculture sur milieu synth6tique l°. Pendant la culture, 
l'6clairement est de 15ooo lux. La photop6riode est de 24 h avec une alternance de 
12 h de lumi~re et 12 h d'obscurit6. La temp6rature est de 23 ° pendant la phase 
lumineuse et de 16 ° pendant la phase d'obscurit6. 

Isolement des chloroplastes 
Apr6s s6paration de la nervure centrale, les feuilles sont broy6es dans un 

mixeur contenant I0O ml de solution tamponn6e maintenue au voisinage de o ° et 
dont la composition est la suivante: sorbitol 0.33 M, K2HPO 4 0.15 raM, MgC12 I raM, 
MnC12 I raM, NaC1 20 mM, Na2 ETDA 2 raM, Na4P207 IO raM, pH 7.6. 

Apr6s filtration, le filtrat est centrifug6 k 2000 × g. Cette acc616ration atteinte 
aussi rapidement que possible, maintenue pendant 20 sec, est suivie d 'un freinage 
manuel de la centrifugeuse. 

Les culots de chloroplastes en majorit6 intacts (50-80 % appartiennent h la 
Classe I selon SPENCER ET UNT ll) sont alors remis en suspension dans une solution 
ayant la mSme composition que celle utilis~e pour le broyage, mais dilu6e IO fois, 
le NaC1 6tant supprim6 et le Na4P207 remplac6 par l'acide N-2-hydroxy6thyl- 
pip6razine-N'-2-6thanesulfonique (HEPES) 5 raM. 

Le choc osmotique ainsi r6alis6 fait 6clater les plastes et permet une meilleure 
p6n6tration du NADP + au niveau des sites r6actionnels. 

Les essais sont effectu6s en ajoutant 5o-15o #1 de cette suspension chloro- 
plastique h u n  milieu r6actionnel de 5.5 ml dont la composition est la m~me que celle 
du milieu utilis~ pour l'homog6n6isation, le NaC1 6tant supprim6 et le Na~P~O 7 rem- 
plac6 par de I 'HEPES 50 raM. 

Dosage de l'02 
Voir r6f. 12. 
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Dosage du NADPH 
Apr6s enregistrement des cin6tiques de d6gagement d'O2, 2 ml de la suspension 

sont plac6s dans un tube contenant I ml d'une solution satur6e de bicarbonate. Apr6s 
centrifugation ~ 35000 × g" 15 rain, la d6termination de la quantit6 de NADP + r6duit 
est effeetu6e par mesure de l 'absorbance du surnageant & 34 ° n m .  

Les r6sultats sont exprim6s en ,umoles de NADP + r6du i t ' h -~ 'mg  chloro- 
plastes -a. 

Obtention des conditions d'anadrobiose 
Les conditions d'ana6robiose mentionn6es dans les exp6riences ont 6tb obtenues 

par deux m6thodes. 
(I) Par autoconsomation de l'02 prdsent dans le milieu rdactionnel par l'dlectrode. 

I1 s'agit lh d'une m~thode assez longue ne permettant  pas de faire plusieurs mesures 
avec l a  m~me pr6paration chloroplastique. 

(2) Par l'utilisation du systOme glucose-glucose akroddshydrogknase plus catalase 
se lon  BENESCH ET BENESCH 13. En pr6sence d'un excbs de glucose, la glucose oxydase 
(E.C. 1.1.3.4) catalyse la r6action: 

fl-D-Glucose + H20 + 02 - - -+  acide D-gluconique + H~O 2 

et en pr6sence de catalase 

H202 > H20 + ,}02 

Le bilan des r6actions est le suivant: 

fl-D-glucose -~ ½02 ----> acide n-gluconique 

En milieu 6tanche, l%quilibre des r6actions se r6alise pour une tension en 
02 inf6rieure ~ 30/o0. 

RI~SULTATS ET DISCUSSION 

(I) A nadrobiose obtenue par autoconsommation de l'02 par l'dlectrode 
Les r6sultats du Tableau I montrent  qu'en presence de faibles concentrations 

en 02 la r6duction du NADP + est tr~s 16g+rement inhib6e. L'inhibition observ6e par 
rapport  ~t 21% 0.2 est cependant toujours obtenue. 

T A B L E A U  I 

I N F L U E N C E  D E  L ' A N A ~ R O B I O S E  S U R  L E S  V I T E S S E S  D E  R E D U C T I O N  D U  N A D P  + : A N A ~ R O B I O S t ~  

O B T E N U E  P A R  A U T O C O N S O M M A T I O N  D E  L ' O  2 P A R  L ' ~ L E C T R O D E  

NADP+:  0. 3 hiM. 

Chlorophylle Phase gazeuse initiale Vitesse de rdduction du N A  D P  + St imulat ion 
(ttg" ml-1) (l~moles • h -1. mg chlorophylle -1) par  21% 02 (%) 

229 Air 9.4 I I 
Anadrobiose 8.3 

177 Air Io 17 
Ana4robiose 8.3 

206 Air 2.7 33 
Ana6robiose t.8 
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(2) Ana6robiose obtenue ~ l'aide du couple glucose-glucose oxydase 
Les rksultats du Tableau I I  confirment l'inhibition de la r6duction du NADP + 

par les tr~s faibles concentrations en 02. I1 semble que cette inhibition soit fonction 
de l 'activit6 des chloroplastes. L 'ampli tude de l'inhibition est plus grande dans le 
cas de prkparations chloroplastiques faiblement actives (Tableaux I e t  II). 

La Fig. i montre les tracks polarographiques obtenus en prksence de diverses 
concentrations en glucose et glucose oxydase, En prksence de concentrations suffisam- 
ment  faibles pour permettre une libkration d'O~, on constate que l'inhibition est 
levke. Le rkduction du NADP + est alors identique ~ celle obtenue en prksence de 1.5 % 
d'O 2 et supkrieure & celle obtenue dans l 'air (21% O j .  

La Fig. 2 montre les tracks polarographiques des variations de concentrations 

0.0~! pmole 0 2 " m1-1 

~ 2 ~  / 4, / /T \\ 
"o [ -2~;. / / l ~ \  

/ / 2~.o~(2) 
// 

/ ~ " /  o£ ~ 0 2 (3) 

< 0 .3° .~  0 2 \ .  

Fig. i .  Trac6s  po la rograph iques  des va r ia t ions  de concen t ra t ions  en 02 lors de l ' i l lumina t ion  d ' u n e  
suspens ion  de eh loroplas tes  en pr6sence de N A D P +  0. 3 raM. Chlorophyl le  169 p g . m l - 1 ;  ca ta lase  
0.35 mg-m1-1.  L, lumi~re;  O, obscuri t6.  

Courbe NA D P  + r3duit Glucose Glucose oxydase 
(lzmoles. h -1. mg (mg. m1-1) (unit~s. m1-1) 
chlorophylle -1) 

2i % 02 4.3 o 0.88 
0 . 3 %  02 6.5 0.48 0.88 
1 . 5 %  O2 6.3 0.48 0.88 
< o. 3 % 02 4.3 1.6o i .76 

Fig. 2. Trac~s po la rog raph iques  des va r i a t ions  de concen t ra t ion  en 02 lots de l ' i l lumina t ion  d ' u n e  
suspens ion  de chloroplas tes  en presence de N A D P +  0. 3 mM. Chlorophyl le  183 /zg-ml-1;  ca ta lase  
0.35 rag.  m1-1. 

Courbe NA D P  + r6duit Glucose Glucose oxydase 
(Izmoles" h -1. mg (rag. m1-1) (unit6s. m1-1) 
chlorophylle -1) 

I 6.  4 O 3"5 
2 6.5 O 8.8 
3 6.7 0'48 3"5 
4 5.2 0.48 8.8 
5 O 0.48 8.8 

N.B.  : La  Courbe  5 est  ob t enue  lorsque le NADI?+ est  a jout6  apr6s un  pr6~cla i rement  de  
2.5 rain. 
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en 02 et l'amplitude de l'inhibition de la r6duction du NADP + en pr6sence de tr~s 
faibles concentrations d'02, en fonction de la quantit& de glucose oxydase. 

II s e m b l e  e x i s t e r  u n e  zone  de  f a ib les  c o n c e n t r a t i o n s  en  0 2 off la  r 6 d u c t i o n  d u  

T A B L E A U  I I  

I N F L U E N C E  D E  L ' A N A I ~ R O B I O S E  S U R  L E S  V I T E S S E S  D E  R I ~ D U C T I O N  D U  ~ N ' A [ ) P  4 : 

A N A / ~ R O B I O S E  O B T E N U E  A L ' A I D E  D E  L A  G L U C O S E  O X Y D A S E  

NADP+:  0. 3 raM. 

Chlorophylle Mil ieu rdactionnel 
(12g. ml 1) 

158 Catalase 0.35 mg.  ml 1, 
glucose oxydase 
3-5 unitds, m1-1 

Phase gazeuse Vitesse de rdduction du N A D P *  
iniliale (•moles . h- t .  mg chlorophylle -1) 

21% O~ 2.~ 

Catalase 0.35 nlg. ink -I, 
glucose oxydase 
3.5 uni tds .ml  1, 2.1% O 2 2.4 
fl-n-glucose 48O /tg" m1-1 Anadrobiose 1.4 

229 - -  21% 02 IO 
Catalase 0.35 rag. m1-1, 

glucose oxydase 
8.8 unit~s, m1-1, 
fl-n-glucose 480 # g - m l  1 Anadrobiose 8. 3 

 Om°i2m " 

" ">"" / l~-~z/  o2 (2) 

/////2o;~3~ 
, , / , . /  . . . .  . . . . . . . . .  ..... 

L 

Fig. 3- Tracds polarographiques  des variat ions de concentrat ion en 02 lors de l ' i l lumination d 'une  
suspension de chloroplastes en presence de N A D P  + o.3 mM. Catalase o.35 mg 'ml - 1 ;  glucose 
oxydase  0.88 unitd, m1-1. 

Courbe NA D P  + rdduit Glu6ose Chlorophylle 
(btmoles. h -1. mg (rag. m1-1) (big. m1-1) 
calorophylle -1) 

I 6 . 2  o 9 ° 
2 9.1 o 18o 
,3 11.8 1.6 18o 
4 o i .6 9o 
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NADP + est identique ~ celle obtenue dans l'air. On retrouve alors les rfisultats 
d'ELLYARD 1~ ~ propos de l'absence d'influence de 1'O 2 sur la r6duction du NADP +. 

La Fig. 3 montre l'influence de l'activit~ des chloroplastes sur la lev6e de 
l'inhibition de la r6duction du NADP ÷. 

Lorsque, par suite d'une plus grande concentration en chlorophylle, le d6gage- 
ment d'O 2 malgr~ la pr6sence de glucose et de glucose oxydase, est lui-mfime plus 
important, la r~duction du NADP + n'est plus inhib6e mais au contraire stimul6e. 

L'inhibition de la r~duction du NADP÷ peut donc 6tre r~vers6e lorsque les 
conditions de milieu (concentration en glucose et en glucose oxydase), ou d'activitd 
des chloroplastes, permettent une lib6ration d'O 2 mfime tr~s faible. 

CONCLUSION 

En accord avec les r6sultats de TREBST 8 et de HEBER ET FRENCH 9, les expfiriences 
ci-dessus confirment la n6cessit6 de 1'O 2 dans les r6actions de transfert d'~lectrons. 
Elles prficisent que Faction d'O 2 intervient au moins en partie au niveau des r6actions 
concernant la r6duction du NADP +. A la diff6rence des r6sultats obtenus par TREBST 8 
avec le ferricyanure, l'inhibition de la r6duction du NADP + en pr6sence de tr~s 
faibles concentrations en 0 2 obtenues ~ l'aide de la glucose oxydase est r6versible. 
Les r~sultats relatifs /~ l'inhibition des transferts d'61ectrons, en l'absence quasi 
totale d'O 2 sont encore trop fragmentaires pour permettre de proposer un m6canisme 
pour cette inhibition. L'hypoth~se d'un transporteur d'61ectrons se trouvant en 
anagrobiose dans un 6tat d'oxydo-r6duction ne lui permettant pas d'aceepter les 
61eetrons peut ~tre avanc6e. La r6versibilit6 de l'inhibition est en faveur de cette 
hypoth~se. 

Ces rfisultats sont ~ rapprocher de ceux obtenus par URBACH ET FORK ~ avec 
des Chlorelles, pour lesquelles l'inhibition en ana6robiose serait due ~ l'arr6t de la 
r6duction du cytochrorne f par le Syst~me II  ou h l'interruption du transfert d'~lec- 
trons entre la plastocyanine et les cytochromes. De m6me chez Ulva, le Syst~me I 
serait incapable de fonctionner en l'absence d'O~, d'apr~s VIDAVER lg. 
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L'influence de tr~s faibles concentrations d'O 2 sur la r~duction du NADP + par 
les chloroplastes isol~s de feuilles d'Epinard a fitfi fitudi~e. 

Les rfisultats montrent qu'en presence de tr~s faibles concentrations d'O2 
(<  o.3 %) la r~duction du NADP + est partiellement inhib~e. Cette inhibition peut 
~tre r~versfie dans certaines conditions et notamment, lorsque malgr~ la presence d'un 
pi~ge ~t 0 2 (glucose plus glucose oxydase (EC 1.I.3.4)) une ~mission d'O 2 a lieu. 
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