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SUMMARY 

Reoxidation of the fluorescence quencher "Q" in the presence of 3-(3,4-dichlorophenyl)- 
i ,~-dirnethylur ea 

Reoxidation of the fluorescence quencher Q in the presence of 3-(3,4-dichloro- 
phenyl)-I , I-dimethylurea shows the following properties: 

I t  is sensitive to very low concentrations of hydroxylamine (a few #M). 
I t  corresponds to a back reaction between Q- and the pr imary oxidant Z+ 

formed in the light. A part  of this back reaction gives rise to luminescence emission. 
Within the range we studied the kinetic of reoxidation is second order with 

regards to Q-. 

INTRODUCTION 

Selon DUYSENS ET SWEERS 1, une substance Q, accepteur d%]ectrons du 
Syst~me II ,  agit, dans l '6tat  oxyd6, comme quencher de la fluorescence 6mise par la 
chlorophylle. Q est r6duit photochimiquement par le Systdme I I  et oxyd6 indireete- 
ment  par le Systdme I. Comme l 'ont montr6 JOLIOT ET JOLIOT ~ et DELOSME 3, le 
rendement de fluorescence n'est  cependant pas une mesure lin~aire de la concen- 
trat ion de Q. A la suite d 'une illumination, Q-  se r6oxyde selon une cin6tique eom- 
plexe (r6action P-->O de LAVOREL4). Cette r6action est ralentie par le 3-(3,4-dichloro- 
ph6nyl)-I,I-dim6thylur6e (DCMU) qui inhibe la r6oxydation normale de Q-  par la 
chalne de transfert d'6lectrons. Une r6oxydation relativement rapide subsiste 
n6anmoins dans ees conditions. On sait par ailleurs qu'en prdsence d 'hydroxylamine 
et de DCMU, on peut observer une photooxydation transitoire de l 'hydroxylamine 
eorrespondant ~ la r~alisation d'une r6action photochimique par centre du Syst~me 
I I  5. On a recherch~ ici l'origine de la r6oxydation de Q-  en pr6sence de DCMU, en 
particulier en ~tudiant sa sensibilit~ vis ~ vis de l 'hydroxylamine. 

MAT]~RIEL ET M]~THODES 

Les chloroplastes sont extraits des feuilles d'6pinards selon la m6thode d6crite 
par AVRON 6. Ils sont remis en suspension dans du tampon Tris-HC1 0.05 M (pH 7.8), 
saccharose 0.4 M, s6rumalbumine 0.5 g/1. Les cin6tiques d'6mission de fluorescence 

Abr~viation: DCMU, 3-(3,4-dichlorophdnyl)-i,i-dimdthylurde. 
* Equipe de Recherche No. 16 du Centre National de la Recherche Scientifique. 
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ont 6t6 suivies ~ l'aide d 'un montage qui sera d6crit ult6rieurement. Celui-ci a 6t~ 
r6alis6 conjointement avec P. JOLIOT ET R. DELOSME. 

Les cin6tiques de luminescence ont 6t6 observ~es sur un montage d~crit par 
BARBIERI et al. 7. 

RESULTATS 

La r6action photochimique se produisant en pr6sence de DCMU peut ~tre 
sch6matis6e de la mani~re suivante: 

hv 
Z Chl Q -+ Z+Chl Q-  (i) 

Le donneur primaire Z + peut r6agir avec certains r6ducteurs; c'est le cas notamment 
de l 'hydroxylamine et de son d6riv6 N-m6thyl6 : 

Z + + H A - ~ Z  + HA + (2) 

Par ailleurs, Q- se r6oxyde relativement rapidement m6me en pr6sence du DCMU. 
La cin6tique de cette r6oxydation est pr6sent6e sur la Fig. I. La concentration de 
Q est mesur~e par l'aire comprise entre la courbe de mont6e de fluorescence et son 
asymptote. En effet, la fluorescence variable est une fonction lin6aire de la vitesse 
de la r6action photochimique, bien que ces deux quantit6s ne soient pas proportion- 
nelles k la concentration des centres photochimiques2, s. L'aire en question repr6sente 
donc le produit de la vitesse de la r6action photochimique par le temps. Cette m~- 
thode consiste k ddterminer la relation existant entre la concentration des centres 
photochimiques et le rendement de fluorescence. Les mesures pr6sent6es ici se 
distinguent donc de celles faites par LAVOREL 4 qui avait suppos6 que le rendement 
de fluorescence donnait une mesure directe de la concentration de Q. Chaque mesure 
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Fig. I. A. Induct ion  de fluorescence en pr6sence de DCMU 20 #M chez Chlorella. Courbe i, 
cin6tique obtenue sans pr6il lumination; Courbe 2, cin6tique obtenue apr~s une pr~illumination 
de 30o msec par  le faisceau de mesure puis i sec d'obscurit6. Temp. 2 °. B. Cin6tique de r6oxydat ion 
de Q-  en pr6sence de DCMU 20 /zM chez Chlorella. La r6duction complete de Q ~ la lumi~re est  
obtenue en 8o msec. 
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est effectu6e apr~s pr6illumination d'une dur~e standard, suflisante pour obtenir une 
r6duction complete de Q. La Fig. I montre que la r~oxydation de Q-  peut ~tre 
assimil6e, au moins dans le domaine 6tudi6, ~ une r~action d'ordre 2 par rapport  
k Q; le temps de demi-r~action h 20 ° 6tant de 0.75 sec pour les Chlorelles et de 2. 5 
sec pour les chloroplastes d'6pinards. L%nergie d 'activation de la r6action est de 14 
kcal .mole 1. OK, soit l '~quivalent de 0.6 eV. Cette valeur est la m~me pour les algues 
et les chloroplastes. 

Afin de d6terminer l'origine de cette r6oxydation, on a 6tudi~ sa sensibilit6 
l 'hydroxylamine. Chez Chlorella, en pr6sence de 5 ° #M d'hydroxylamine et de 20/zM 
de DCMU, la r~oxydation de Q-  est eompl~tement bloqu6e. Le syst6me se comporte 
comme un compteur de photons: i h apr~s la pr~illumination, moins de 20 % de Q-  
sont r6oxyd6s. I1 s'ensuit que des pr6cautions importantes doivent ~tre prises vis 
vis de pr6illuminations accidentelles pour observer la mont6e de fluorescence en 
pr6sence des deux inhibiteurs. Le m~ine ph~nom~ne s'observe pour les chloroplastes 
d'6pinards bien que dans ce cas, selon la qualit6 des pr6parations, on puisse observer 
un blocage plus ou moins efficace de la r6oxydation. 

L'action de trbs faibles concentrations d 'hydroxylamine apparait  dans les 
exp6riences suivantes. La Fig. 2 montre les cin6tiques de fluorescence en pr6sence de 
DCMU pour des intensit~s lumineuses diff~rentes d 'un facteur IOO: pour l'intensit6 
la plus faible, la representation en i × t indique que la cin6tique n'est  plus purement 
photochimique. La vitesse de r~oxydation de Q-  est alors du m~me ordre de grandeur 
que la vitesse de r6duction k la lumi~re. En pr6sence de 20 #M d'hydroxylamine,  la 
mont6e de fluorescence redevient purement photochimique. 

Sur la Fig. 3, on voit comment  est affect6e la r6oxydation de Q-  en pr6sence 
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Fig. 2. Induct ion  de fluorescence ~ deux intensit6s lumineuses (i = i et i ~ zoo) chez Chlorella en 
prdsence de DCMU 20 FM. Temp. 20 °. 

Fig. 3. Effet d 'une  concentrat ion non sa turan te  d 'hydroxylamine  sur  la r~oxydation de Q-  en 
prdsence de DCMU 20/*M. Chloroplastes dMpinards, temp.  2o °. La rdduction complete de Q h la 
lumi~re est obtenue en 8o msec. 
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de DCMU par une concentration non saturante d 'hydroxylamine (5 #M). On remarque 
les cin6tiques obtenues en l 'absence et en pr6sence d'inhibiteur sont sensiblement 
homottl6tiques: l 'hydroxylamine agit en bloquant la r6oxydation d'une fraction des 
Q, la r6oxydation de l 'autre fration s'effectuant avec une vitesse inchang6e. 

La tr~s grande sensibilit~ de cette r6action k l 'hydroxylamine indique qu'en 
presence de DCMU la r6oxydation de Q est de nature essentiellement interne et 
correspond k une recombinaison de charges: 

Q- z+-~ Q z (3) 

L 'hydroxylamine en r6duisant l 'oxydant  primaire Z + emp~che le retour de l'61ectron 
de Q-  vers Z+ et interrompt ainsi la vole principale de r6oxydation de Q-  subsistante 
en pr6sence de DCMU. I1 est remarquable que l 'hydroxylamine k des concentrations 
inf6rieures ~ 50 #M r6agisse avec la totalit6 des centres photochimiques: en effet, 
ces concentrations n'affectent prat iquement pas l'6mission d'oxyg~ne en r6gime 
stationnaireS, 9. Ceci n'est pas li6 ~ la pr6sence de DCMU. Une 6tude r6alis6e par 
B. Bouges sur l'6mission d'oxyg~ne cons6cutive ~ une s6rie d'6clairs 61ectroniques de 
tr~s courte dur6e intervenant k la suite d 'une longue p~riode d'obscurit6 conduit aux 
r6sultats suivants: alors qu'en l 'absence d'inhibiteur, on constate que l'oxyg~ne 
n 'apparal t  en quantit6 importante qu'au troisi6me 6clair, en pr6sence d 'hydroxyl-  
amine l'oxyg~ne n 'apparal t  qu 'au quatri6me ou au cinqui~me 6clair pour des concen- 
trations d'inhibiteur d'environ 5 ° /zM qui n'affectent pas la production d'oxyg~ne 
par 6clair en r6gime stationnaire (B. BOUGES, communication personnelle). 

II s'ensuit que l'afflnit6 de l 'hydroxylamine pour les centres photochimiques 
est tr~s importante par rapport  k celle de l'eau. A l'obscurit6, quelques mol6cules 
d 'hydroxylamine parviennent "k proximit6 ou se fixent sur les centres photochimiques 
et r~agissent avec ceux-ci au d~but de l'illumination. La photosynth~se stationnaire 
n '6tant  pas affect6e, on dolt penser qu'une fois ces mol6cules d 'hydroxylamine con- 
sommdes, la r6apparition d 'hydroxylamine au niveau des centres est tr~s lente de sorte 
que l 'eau r6agit k nouveau avec ceux-ci. L 'hydroxylamine agit ici de mani+re transi- 
toire et r6versible alors qu 'aux tr6s fortes concentrations (;>~ mY[), l 'hydroxylamine 
supprime la capacit6 d'6mission d'oxyg~ne de mani~re irreversible et remplace l 'eau 
comme donneur d'61ectrons du Syst~me I I  is 

La recombinaison de charges assurant la r6oxydation de Q-  en pr6sence de 
DCMU (R6action 3) peut s'envisager de deux mani~res. 

(i) Le retour de l'61ectron vers Z + s 'accompagne de la formation d 'un 6tat 
excit6 de la chlorophylle et correspond k l'inverse de la r6action photochimique 1. 
Cette r6action est associ6e ~ une 6mission de luminescence. 

(2) La r6action s'effectue par une vole diff6rente, ~t priori sans 6mission de 
photons. 

Ces deux voles ne sont pas mutuellement exclusives. I1 6tait donc important  de 
voir si le blocage de la r6oxydation de Q est associ6 k une inhibition de la luminescence. 
C'est ce que montre la Fig. 4: la luminescence a 6t6 observ6e en pr6sence de DCY[U 
apr~s un 6clair 61ectronique court (~. 20 #sec) d'intensit6 saturante. En pr6sence de 
50 #M d'hydroxylamine, l'int6grale de luminescence entre 20 msec et 6 sec est r6duite 
£ 2 % de sa valeur en pr6sence de DCYIU seul. L'inhibition de la composante inter- 
m6diaire de luminescence par l 'hydroxylamine avait  6t6 d6montr6e par divers 
auteurs 1°-1~ pour des concentrations d'inhibiteur beaucoup plus importantes ( i-IO 
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mM). Dans le cas pr6sent, la pr~illumination est r6alis6e par un 6clair court en presence 
de DCMU: une seule rfaction photochiufique peut alors ~tre effectuEe par centre 
du Systbme II. Duns les autres cas, les prEilluminations sont r6alisEes par une lumi~re 
continue d'intensitfi relativement forte et en l'absence de DCMU: plusieurs reactions 
photochimiques par centre sont effectuEes durant la pr6illumination. La divergence 
observEe quant aux concentrations efticaces tient donc au fait qu'aux faibles concen- 
trations d'inllibiteur, l 'hydroxylamine est consommEe photochimiquement durant 
la pr6illumination. L'inhibition simultan~e de la r~oxydation de Q- et de l'6mission 
de luminescence implique qu'en pr6sence de DCMU, une partie au moins de la 
r6oxydation de Q- est associEe ~ la formation d'un Etat excit6 de la chlorophylle et 
correspond k l'inverse de la rfaction photochimique: 

Z +Chl Q-- -~ZChl  Q + hv 
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Fig. 4. Intensit6 de luminescence aprbs un gclair 61ectronique saturant en pr6sence de DCMU 
2o/z5I. Sur la pal'tie droite de la figure, on a repr6sent6 les valeurs des int6grales de luminescence 
entre 20 msec et 6 sec. Chlorella, temp. zo% 

Fig. 5- R6oxydation de Q- aprbs une pr~illumination de 4-5 sec par le faisceau de mesure suivie 
d 'un intervalle d'obseurit6 de dur6e variable. La pr6illumination suffit & r6duire la totalit6 du 
pool d'accepteur d'6leetrons A, c'est-&-dire & atteindre le rendement maximum de fluorescence. 
Courbe 1, pus d'inhibiteur; Courbe 2, hydroxylamine 4 raM; Courbe 3, difference entre les ordon- 
n~es des Courbes i et 2. Chloroplastes d'6pinards, temp. 20% 

On admet en effet que la luminescence et la fluorescence ont des spectres d'Emission 
identiques correspondant au premier singulet excite de la chlorophylle 12-14. L'impor- 
tance relative de cette vole de r6oxydation reste & determiner. En presence de DCMU, 
la composante interm~diaire de l'6mission de luminescence rEsulte de la dEsactivation 
du complexe Z + Chl Q- formE & la lumi~re. 

L'effet de blocage de la rEoxydation de Q- par l 'hydroxylamine apparalt 
Egalement en l'absence de DCMU. L'exp6rience pr6sent6e sur la Fig. 5 reproduit sur 
clfloroplastes et en lumiSre d'intensitE moyenne, une exp6rience dEcrite par DE- 
LOSME 3 sur Chlorella, en lumi~re de tr~s forte intensit6. Une prEilluminafion suflisante 
pour r6duire la totalit6 du pool d'accepteur d'~lectrons A (terminologie de JOLIOT) 
est suivie de quelques secondes d'obscurit6. On constate alors une r~oxydation presque 
complete de Q alors que A reste essentiellement r6duit. Ce r6sultat v a k  l 'encontre de 
l'idEe g6nEralement admise d'un Equilibre entre Q et A avec une constante d'6quilibre 
de faible valeur 8, zs. Cette r6oxydation rapide de Q- est en pattie sensible k l 'hydroxyl- 
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amine :dans  l 'exemple pr6sent6 ici, la r6oxydation de la moiti6 des Q- est inhib6e par 
l 'hydroxylamine et doit donc s'effectuer par la voie interne. Les concentrations de 
Q ont 6t6 calcul6es ~ partir  du rendement de fluorescence en admet tan t  un para- 
m~tre "p"  ~gal k o.55 (r6f. 2). On remarque d'une part  que la r6oxydation subsistant 
en prdsence d 'hydroxylamine pr~sente un caract~re biphasique (r~oxydation externe, 
Courbe 2), d 'autre part  que la r6oxydation inhib6e par l 'hydroxylamine est sensible- 
ment  plus rapide qu'en pr6sence de DCMU (r6oxydation interne, Courbe 3 compar6e 

la Fig. 3). 
Cette exp6rience est n6cessairement r6alis6e en presence d'une forte concen- 

tration d 'hydroxylamine ( > i  mM). En effet, aux tr~s faibles concentrations d'in- 
hibiteur l 'hydroxylamine serait consomm6e photochimiquement durant la pr6illumi- 
nation. Pour des concentrations interm6diaires, l 'hydroxylamine agissant comme 
inhibiteur de la r6action de Hill 19, la r6duction complete du pool A serait inipossible~ 

DISCUSSION 

L'hydroxylamine peut r6agir avec l 'oxydant  primaire Z + du Syst6me I I  ~t des 
concentrations tr6s faibles (quelques #M). Cette r6action est tr6s rapide lorsque 
l 'hydroxylamine est parvenue au voisinage des centres photochimiques. Ceci n'est 
r6alis6 qu'aprSs un temps d'incubation de IO min. De ce point de vue, l 'hydroxylamine 
se distingue net tement  du DCMU dont Faction est quasi instantanfe. Ceci peut 
traduire le fait que ces deux composfs ont des sites d'action distincts, l 'un agissant 
sur le donneur primaire, l 'autre sur l 'accepteur primaire du Syst6me II.  On peut 
remarquer que l 'oxydant  primaire Z + doit n6cessairement ~tre efficacement prot6g6 
vis ~ vis des r6ducteurs prfsents dans le milieu: en effet, la formation d'oxyg6ne met 
en jeu plusieurs 6tats d 'oxydation du donneur primaire Z+ ayant  une durfe de vie 
importante16, 7. Par  ailleurs, dans le cadre de l 'hypoth6se de Mitchell reprise par 
WITT et al. iv, le donneur primaire Z serait situ6 ~ la surface interne de la membrane 
du thylakolde alors que l 'accepteur primaire Q serait situ6 k la surface externe de 
cette m4me membrane.  

La r6oxydation de Q-  en pr6sence de DCMU est k l'origine de la luminescence 
observ6e dans ces conditions et traduit  une recombinaison de charges entre Q-  et 
l 'oxydant  primaire Z+: l'esp6ce qui se d6sactive est le complexe Z÷Q-. En pr4sence 
d 'hydroxylamine celui-ci est r6duit ~ l '6tat  ZQ-,  la vitesse de r6action de l 'oxydant  
primaire Z + avec l 'hydroxylamine 6tant tr6s grande par rapport  k sa vitesse de r6action 
avec Q-. L'inhibition de la r6oxydation de Q- porte done sur le substrat  et non sur la 
constante de vitesse de la r6action. 

On a vu que la cin6tique de la r6oxydation de Q en prfsence de DCMU apparai t  
comme une r6action d'ordre 2 par rapport  k . Q - o u  plus g6n6ralement comme une 
r6action bimolfculaire avec 6galit6 de concentrations des substrats. Ceci est ~ pre- 
mi6re vue 6tonnant: on sait en effet que la r6action photochimique s'effectue au 
sein d 'un milieu tr6s structur6 et dans la mesure oh il existe des centres photochimiques 
isol6s du type Z Chl Q oh Z et Q font partie int6grante d 'une m4me structure, on 
devrait observer une r6action d'ordre I par rapport  ~t la concentration des centres. 
Le type de relations existant entre les divers centres photochimiques pourrait rendre 
compte d 'un ordre diff6rent de I. 

On peut supposer qu'il n'existe pas de relations exclusives entre un Q et un Z 
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donn6s. Ceci revient ~ admettre une d61ocalisation des charges, soit au niveau des 
pigments associ6s aux centres photochimiques soit au niveau de l 'accepteur primaire Q. 

Une autre hypoth6se consiste k admettre que le champ 61ectrique cr64 par la 
s6paration des charges Z+Q - de part et d'autre d'une membrane contr61e la vitesse 
de leur recombinaison. On repr6sentera ainsi une d6pendance d'ordre sup6rieur de la 
vitesse de recombinaison par rapport ~ la concentration de charges. 

On peut enfin donner une repr6sentation d'ordre cin6tique: dans la mesure off 
l'essentiel des recombinaisons se r6alise par la voie "Chlorophylle excit6e", on doit 
pr6voir un ralentissement progressif de la cin6tique au cours de la r6oxydation. En 
effet, plus celle-ci progresse, plus la probabilit6 pour un exciton de luminescence 
d'etre pi6g6 par un centre photochimique actif augmente auquel cas on recr6e l '6tat 
initial Z+Q -. La connaissance du rendement absolu de luminescence permettrait  
d'affirmer ou d'infirmer cette hypoth6se. Une connaissance plus approfondie de la 
cin6tique de r6oxydation de Q, en particulier dans un domaine de temps plus 6tendu, 
permettrait  d'op6rer un choix entre les diff6rentes hypoth6ses propos6es. 

R]~SUMI~ 

La r6oxydation du quencher de fluorescence Q en pr6sence de 3-(3,4-dichloro- 
ph6nyl)-I,I-dim6thylur6e pr6sente les propri6t6s suivantes: 

Elle est sensible ~ de tr+s faibles concentrations d'hydroxylamine (quelques #M). 
Elle r6sulte d'une recombinaison de charges entre Q- et l 'oxydant primaire 

Z + form6 ~ la lumibre. Cette recombinaison s'effectue, au moins en partie, avec 
~mission de luminescence. 

Dans le domaine 6tudi6, la cin6tique de r6oxydation est d'ordre 2 par rapport 
la concentration de Q-. 
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