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SUMMARY 

Relations between photosynthetic assimilation of C02 and photophosphorylation of isolated 
chloroplasts. I. Stimulation of CO 2 fixation by antimycin A, antagonist of its inhibition 
by phosphate. 

C02 fixation by whole spinach chloroplasts has been studied in the presence 
of the substrates of photophosphorylation and the effect of antimycin A on the rate 
of carboxylation has been investigated. 

i. In the presence of bicarbonate, the rate of Pi  fixation depends upon the rate 
of carboxylation. 

2. CO2 fixation seems to be antagonistic to photophosphorylation. Indeed, it is 
impaired in the presence of ADP and Pi  at concentrations which are suitable to a high 
rate of ATP synthesis. 

3. Of the two substrates, Pi  bears the responsibility for the inhibitory effect. 
The inhibition is overcome by antimycin A. 

4. I t  is shown that  Pi  inhibits the ribulose 1,5-diphosphate carboxylase act ivi ty 
and that  the inhibition is competitive with respect to bicarbonate. I t  seems likely 
that  Pi  may depress CO 2 fixation by inhibiting the carboxylation reaction. I t  is 
suggested that  antimycin A could overcome the inhibitory effect of Pi  by enhancing 
the efficiency of chloroplasts for using bicarbonate. 

5- I t  is suggested that  the mechanism of enhancing the level of CO 2 or HCO 3- 
into the chloroplasts may be related to the utilization of a high energy intermediate. 

INTRODUCTION 

On sait que l'activit6 de fixation de CO2, r6alis6e en pr6sence de bicarbonate, 
par les chloroplastes d'@inard, isolfis entiers, est tr~s stimul~e par l 'antimycine A 
I/~M1, ~. Cette stimulation apparalt  aussi bien, que les mesures soient faites par 

Abr6viations: Ribul-i,5-P2, ribulose 1,5-diphosphate; Rib-5-P , ribose 5-phosphate. 
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l'incorporation directe de 14COz, ou bien par l 'incorporation de 32P i et par le d6gage- 
ment d'O 2 en pr6sence de bicarbonate s. 

Cependant, la photophosphorylation mesur6e en pr6sence d 'ADP et NADP 
exog~nes, sans addition de bicarbonate, n'est pas modifi~e ou est inhib6e par cette 
faible concentration d'antimycine qui n 'a  par ailleurs aucun effet sur la r~action de 
Hill. L'inhibition par l 'antimycine n'est peut-Stre pas spfcifique de la photophos- 
phorylation cycliquO. Pour ce qui est de l 'incorporation de s2p, il apparait  donc que 
la r6ponse ~ l 'antimycine est diff~rente selon qu'elle est li6e ~ la synth~se des glucides 
phosphoryl6s r6sultant de la fixation de CO Sou ~ une synth~se et une accumulation 
d'ATP ~ partir  de ses substrats exog~nes. 

Cette dualit6 d'action de l 'antimycine sur la fixation de 32p, fait se demander 
dans quelle mesure I 'ATP synthftis6 ~ partir  de ses substrats exog~nes peut participer 

l 'activit6 de fixation de CO 2. 
Quelle peut 8tre Faction de l 'antimycine en pr6sence ~ la lois de HCOa-, d 'ADP 

et de Pi? De quels m6canismes est-elle la r6sultante? Comme l'addition d'ascorbate et 
de pyrophosphate~, * masque partiellement l'effet stimulateur de l 'antimycine, ces 
corps ne sont pas ajout6s. I1 en r6sulte que les fixations de CO2 sont plus faibles qu'en 
leur pr6sence, mais les conditions d'6tude de Faction de l 'antimycine sont beaueoup 
plus favorables. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 
Des feuilles d'6pinard sont prflevfes sur des plantes cultiv6es en aquiculture 

dans une chambre de culture (photop6riode: 12 h de lumi~re (23 °) et 12 h d'obscurit6 
(i8°), 6clairement : I5 000 lux). La composition du milieu de culture a 6t6 d6crite par 
CHAMPIGNY 7. 

Isolement des chloroplastes. Les chloroplastes sont pr6par~s par une m6thode 
adapt6e de celle de JENSEN et BASSHAM 5, avec  quelques modifications des solutions. 
La solution de base contient: sorbitol 330 raM, NaNO 3 2 mM, EDTA (sel disodique) 
2 mM, MnCI~ I mM, MgC12 I mM, K2HPO 4 o.15 raM. Additionn~e de NaC1 20 mM et 
pyrophosphate de sodium IO raM, pH 7.6, elle constitue la solution tamponn6e pour 
le broyage. Additionn6e de tricine 50 raM, pH 8.1, elle constitue la solution tamponn6e 
dans laquelle est mis en suspension le culot de ehloroplastes obtenu apr~s eentrifuga- 
tion du broyat  et dans lequel sont 6tudifes les rfactions. Les chlorophylles sont dos6es 
selon BRUINSMA 8. 

Isolernent de la Fraction I .  La Fraction I, eonstitufe par la ribulose-diphosphate 
carboxylase 9 (EC 4.1.1.39 ) est pr6parfe ~ part ir  des feuilles d'~pinard par la m~thode 
de WILSON et 1V[AcCALLA 1°, qui comprend une purification sur S6pharose 4 B, puis 
sur S6phadex G-2oo. La prot6ine, conserv6e sous forme de pr6cipit6 dans le (NH4)2SO~ 
est mise en suspension dans le tampon de BJ/)RKMAN 11 (Tris-HC1 0.04 M, pH 7.9; 
MgC12 o.oi M, EDTA (sel disodique) 0.25 raM, glutathion r6duit 5 raM), juste avant  
l'~tude enzymatique. Les prot~ines sont dos6es par la m6thode de LOWRY et al. 12. 

Mesure de la fixation de CO 2 par les chloroplastes isolds. Les ehloroplastes sont 
mis en prfsenee de NaHI4CO3 Io mM (radioactivit6 sp6cifique: 2 mC/mmole). De 
l'azote barbotant  dans la suspension maintient des conditions ana6robies. L'6claire- 
ment de lO 5 ergs.cm-2.sec -1, en lumi~re blanche, est saturant. La fixation de 14C 
par les chloroplastes est suivie en cin6tique pendant 20 rain selon la rn6thode d6crite 
pr6c~demment 3. 
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Mesure de la vitesse de carboxylation du Ribul-I,5-P 2 par la Fraction I. Elle est 
mesur6e par addition du Ribul-I,5-P2 et du NaH14CO~ (radioactivit6 spdcifique: 
4 mC/mmole) k la solution enzymatique. La quantit6 de 1~C fix6 pendant IO min est 
ddtermin6e. I1 est vfrifi6 que la cin6tique de carboxylation est lindaire pendant cette 
dur6e. 

Ddtermination des constantes cindtiques. La vitesse maximum Vm, x, la constante 
Km sont dftermin6es graphiquement. La droite de r6gression de la repr6sentation 
d'Eadie correspondant k l'6quation de vitesse: 

V : Vmax -- v/[S~ Km 

est trac6e par la mfithode des moindres carr6s. 

RI~SULTATS 

La photophosphorylation, antagoniste de la fixation de C02 
Le Tableau I pr6cise que les fixations simultan6es de 14C02 et de 32p par les 

chloroplastes subissent les m6mes stimulations par l'antimycine. 

T A B L E A U  I 

INFLUENCE DE L'ANTIMYCINE A I ~[ SUR LA FIXATION DE 14CO2 ET L'INCORPORATION DE 32p 
QuI L'ACCOMPAGNE, DANS LES CHLOROPLASTES ISOL~S 

N a H C O  3 = IO m M ;  c h l o r o p h y l l e  = 4 8 / , g / m l .  

Exp. 14C02 fixd 32p incorpor~ 

Tdmoin + Antimycine A 
(pmoles/mg chl par h) (% du tdmoin) 

Tdmoin + Antimycine A 
(l~moles/mg chl par h) (% du tdmoin) 

I I.  7 182 0 .46  159  
2 8 .o  238  1.o 5 2oo  

3 4"4 225 o .74  2oo  
4 3 .9  234  0 .89  236  

La fixation de CO 2 est inhib6e en pr6sence d'ADP 2 mM + Pi 2 mM, substrats 
de la photophosphorylation (dans la suite du texte, le terme "photophosphorylation" 
est utilis6 pour d6signer l'incorporation de Pi en pr6sence d'ADP exog~ne). La photo- 
phosphorylation et la fixation de COz sont nettement antagonistes (Fig. I). 

L'antimycine l~ve l'inhibition de la fixation de C02 
Fait surprenant, l 'antimycine 1Ave l'inhibition de la fixation de CO 2 par ADP 

+ Pi (Fig. 2). 
A partir de cette observation, il apparait qu'une 6rude pr6cise des modalit6s 

de l'inhibition de la fixation de CO 2 par ADP + Pi soit une voie d'approche int6res- 
sante pour la compr6hensi0n du m6canisme d'action de l'antimycine sur la fixation 
de CO 2. 

L'inhibition est-elle un effet sp6cifique dfi k l 'un de ces deux substrats ou h 
I'ATP, produit de la photophosphorylation. S'agit-il d'une comp6tition entre la 
fixation de CO2 et la photophosphorylation de I'ADP. 

Biochim. Biophys. Acta, 234  (1971) 3 3 5 - 3 4 3  
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P,, inhibiteur de la fixation de CO~ par les chloroplastes 
L'addition s@ar~e des deux substrats permet de mettre en ~vidence que l'inhibi- 

tion est due seulement ~ P i  (Fig. 3). L 'ADP seul ne modifie pas la quantit6 de ~CO~ 
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I"ig. I. I n f l u e n c e  des  c o n c e n t r a t i o n s  d ' A D P  e t  de  P1 su r  les  v i t e s s e s  de  f i x a t i o n  de  14CO~ e t  d ' i n -  
o o r p o r a t i o n  de  a~p. p a r  les e h l o r o p l a s t e s  isol6s.  N a H C O  3 --  i o  m M ;  c h l o r o p h y l l e  - -  57 f fg/ml .  

F ig .  2. E f f e t  de  l ' a n t i m y c i n e  A e t  de  l ' a d d i t i o n  d ' A D P  2 m M  + Pi  2 m M  sur  la  c i n 6 t i q u e  d e  
f i x a t i o n  de  14CO~ p a r  les  c h l o r o p l a s t e s  isol6s.  Nat - ICO 3 --  i o  m.Xl; c h l o r o p h y l l e  --  45 f fg /ml ;  a n t i -  
m y c i n e  A = I /~-'~. 
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Fig.  3- I n f l u e n c e  de  la  c o n c e n t r a t i o n  de  P i  ou d ' A D P  e t  I)i ou  d ' A T P  sur  la  v i t e s s e  de  f i x a t i o n  
de  14CO~ p a r  les  c h l o r o p l a s t e s  isoMs. N a H C O  3 = io  ml~I; c h l o r o p h y l l e  --  38 t ,g /ml .  

Fig.  4- Ef fe t  de  l ' a n t i m y c i n e  A su r  l ' i n h i b i t i o n  p a r  P i  de  la  v i t e s s e  de  f i x a t i o n  de  z4co2 p a r  l e s  
c h l o r o p l a s t e s  isol6s.  N a H C O ~  -- i o  m M ;  c h l o r o p h y l l e  - -  5 5 / l g / m l .  
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fix6 par les chloroplastes pendant les vingt minutes de mesure. I1 n 'est  pas non plus 
inhibiteur. 

L'inhibition par Pi est lev6e par l 'antimycine A i #M (Fig. 4), comme l'est 
l 'inhibition par ADP + Pi-  

L'inhibition par P i  est proportionnelle ~t sa concentration, que I 'ADP soit 
pr6sent ou non. Par  contre, la courbe d'action des diff6rentes concentrations d 'ATP 
sur la vitesse de fixation de CO 2 par les chloroplastes est extr6mement diff~rente 
(Fig. 3). En faible concentration, I 'ATP stimule la fixation de CO2 comme VOSE ET 
SPENCER 13 l 'ont ddj~ signal6. Ce n'est  qu 'aux concentrations sup6rieures ~ I mM 
qu'il l'inhibe, peut-~tre par une action sp6cifique sur la Ribul-i ,5-P 2 carboxylase, telle 
qu'elle a 6t6 d6crite par CHAMPIGNY ET BISMUTH 14. 

Les mesures simultan6es de la fixation de 14C et de a2p par les chloroplastes 
montrent  que l'inhibition de la fixation de COz par P i  est la m6me, que l 'incorporation 
d e  P i  soit limit6e aux substrats endog~nes ou stimul6e par l 'addition d 'ADP (Tableau 
II). Pi a donc un r61e tr~s sp6cifique. 

T A B L E A U  II  

INFLUENCE DE L 'ADDITION D ' A D P  2 m~f ET Pi 2 m ~  SUR LES VITESSES DE FIXATION DE 14CO2 
ET D' INCORPORATION DE 3219 

N a H C O  a = IO raM; chlorophyl le  = 52/~g/ml.  

Addition laC02 fix~ a2p incorpord 
(% du t~moin) (% du t~moin) 

- -  IO0  I 0 0  

Pi  2 m M  23. 5 31.4 
Pi  2 m M +  A D P  2 m M  32.3 226 

Pi, inhibiteur de la Ribul-r,5-P e carboxylase 
Une inhibition par Pi de la Ribul-I,5-P2 carboxylase d'6pinard a 6t6 signal6e 

par TROWN 9 et par PAULSEN ET LANE 15. L'analyse du mode d'action de P i  a donc 
~t6 orient6e vers l '6tude de la r6action de carboxylation elle-m~me. 

L'6tude de cin6tique enzymatique de l 'activit6 de la Fraction I isol6e de feuilles 
d'~pinard, en fonction des concentrations des substrats Ribul-I,5-P2 et HCOz-, 
montre que P i  est un inhibiteur de la Ribul-I,5-P2 carboxylase, comp6titif du bicar- 
bonate (Fig. 5a) et non comp6titif du Ribul-I,5-Pz (Fig. 5b). Ces observations sont 
en accord avec celle de TROWN 9. 

I1 a 6t6 v6rifi6 que P i  n'affecte pas l 'activit6 Rib-5-P isom~rase et kinase dont 
peut d6pendre l 'approvisionnement en Ribul-I,5-P2 des chloroplastes carboxylant.  

L'antimycine est sans effet sur l 'activit6 Ribul-i ,5-P 2 carboxylase de la Frac- 
tion I e t  ne 1Ave pas son inhibition par Pi .  Elle n'affecte pas non plus l 'activit6 
Rib-5-P isom~rase et kinase. 

L'antimycine augmente l'a~nitd des chloroplastes pour HCOa- 
On peut consid6rer les chloroplastes comme un syst~me enzymatique global et 

d6terminer des constantes cin6tiques et les caract~res des inhibitions par des m6thodes 
de cin6tique enzymatique. 

Biochim. Biophys. Acta, 234 (1971) 335-343 
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Une telle 6tude montre que l'inhibition par Pi de la vitesse de fixation de CO2 
par les chloroplastes est du type mixte, donc partiellement comp~titive de HCO3- 
(Fig. 6). 

En pr6sence d'antimycine, la constante de Michaelis apparente pour le bi- 
carbonate de la r6action de carboxylation diminue, donc l'affinit6 apparente des 
chloroplastes pour HCO3- augmente (Fig. 7). 
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F ig .  7. E t u d e  d e  c i n d t i q u e  d e  l a  s t i m u l a t i o n  p a r  l ' a n t i m y c i n e  A d e  l a  v i t e s s e  d e  f i x a t i o n  de  14CO2 
p a r  les  c h l o r o p l a s t e s  isolds .  C h l o r o p h y l l e  = 4 3 / ~ g / m l ;  N a H C O  a o .25  k i o  m M .  × - - × ,  a n t i -  
m y c i n e  A - -  i MM; © - - © ,  a n t i m y c i n e  A = o. 
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La  compara ison  des var ia t ions  en pr6sence de Pi, des valeurs  des cons tantes  
cin6tiques de la F rac t i on  I e t  des cons tantes  cin6tiques apparen tes  des chloroplastes ,  
mon t re  que les effets de :PI dans  les chloroplastes  sont  en pa r t i e  les m~mes que ceux 
qui sont  observ6s sur la Ribu l - I ,5 -P~ carboxylase  (Tableau III). Pour  l ' an t imycine ,  
il a p p a r a i t  n e t t e m e n t  qu 'el le  est  an tagonis te  de Pi. 

TABLEAU III  

EFFET DE e l  ET DE L'ANTIMYCINE A SUR LES CONSTANTES CIN]~TIQUES DES REACTIONS CATALYS]~ES 
PAR LA R I B U L - I , 5 - P  2 CARBOXYLASE DE LA FRACTION I ET DES CHLOROPLASTES ISOL~:S, EN 
PR]~SENCE DE DIFF]~RENTES CONCENTRATIONS DE BICARBONATE 

Exp. Effecteur Vmax Krn d]finitd 
(nmoles/mg protdine (raM) z/Kin 
par rain) 

Fraction I de I - -  7-75 0:86 1.15 
feuilles d'4pinard Pi io mM 7.75 1.25 o.8 

Pl  15 mM 7.75 1.51 0.66 

Vmax 
(l~moles/mg chl par h) 

Chloroplastes isoMs 2 Pi o.15 mlV~* 9.3 2.6 0. 4 
Pt o.65 mM 8. 3 5.4 o.2 

3 Pi o.15 mM* 13 0. 7 1. 4 
Pi o.I5 mM 

+ antimycine A I/z.M! 15.7 o.2 4-5 

* I1 s'agit de 2 exp4riences distinctes r4alis4es ~t deux 4poques diff4rentes. L'4cart des r4sultats 
est dfl X la variabilit4 du mat4rie] biologique. 

DISCUSSION 

En  accord avec les observat ions  de GIBBS ET CALO 16, LOSADA et al. 17, ces r6sul ta ts  
m o n t r e n t  que le phosphate ,  pour  des concentra t ions  sup4rieures h 0.15 mM, est  
inh ib i teur  de la f ixat ion de C0z pa r  les chloroplastes  isol6s. Ils pr4cisent  de plus que 
cet effet est dfi au moins en par t ie ,  k l ' inh ib i t ion  de la Ribul - I ,5 -P2  carboxylase  dans  
une r6act ion comp6t i t ive  avec le b icarbonate .  Ce fai t  est k r approcher  de l ' obse rva t ion  
de COCKBURN et al. 6, qui ont  signal6 une inhibi t ion  pa r  P l  du d~gagement  pho tosyn-  
th6t ique d 'Oe r6alis4 pa r  les chloroplastes  isol6s, en pr6sence de HCO3-. 

L 'effet  inhib i teur  de Pi sur  la ca rboxy la t ion  est ind6pendan t  de l 'effet s t imu lan t  
qu ' i l  peut  avoir  sur  la pho tophosphory la t ion ,  alors que la f ixat ion de CO2 est s t imul6e 
pa r  ATP exog~ne dans  certaines l imites de concentra t ion.  En  pr6sence d ' A D P  et 
Pi, les deux effets, inhibi t ion de la f ixat ion de CO2 et ac t iva t ion  de la photophos-  
phory la t ion  4voluent paral l~lement .  Les mol6cules d ' A T P  form6es dans  ces condi t ions  
ne pa r t i c ipen t  pas au fonc t ionnement  du  cycle du carbone dans  les chloroplas tes  
entiers.  De plus, on peu t  r emarquer  que l ' ac t iv i t6  d ' i ncorpora t ion  de 32p1 darts les 
oses P qui  accompagne la f ixat ion de CO2 est modifide de la  m~me facon que ce t te  
derni~re pa r  des fac teurs  tels que l ' an t imyc ine  et Pi  (Tableaux I et  II). Lots  de l 'ass imi-  
la t ion de CO2 dans  les chloroplastes  entiers,  c 'es t  donc la  vi tesse de f ixat ion de CO S 
qui  gonverne la vitesse d ' incorpora t ion  de Pi. 
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L'antimycine l~ve l'inhibition de la carboxylation par Pi. Elle n'agit pas elle- 
m~me sur la Ribul-I,5-P~ carboxylase. Les observations d6crites ci-dessus montrent  
que son r61e imm6diat dans la lev6e d'inhibition n'est  pas seulement dfi "k l'effet qu'elle 
peut avoir sur la photophosphorylation et confirment l'hypoth&se dmise pr6c6demment 
de l'influence favorable de l 'antimycine sur la capacit6 d'utilisation de HCO3-. En 
cela, elle est antagoniste de Pi. En effet, l 'inhibition par Pi  est bien Iev6e par une 
augmentation de la concentration de HCOa-. Puisque l 'antimycine annule l'effet 
de P, sur l'affinit6 pour HCOa- des chloroplastes isol6s, on peut penser ~ titre sp6cula- 
tif qu'elle agit au moins en partie en provoquant une augmentation de la concentration 
de HCO a ou de CO 2, si ce dernier substrat  est le plus sp6cifique de la Ribul-I,5-P2 
carboxylase is, au niveau des sites de carboxylation des chloroplastes. 

Quant au m6canisme de la concentration du CO2 ou du HCO a- au niveau de la 
Ribul - I ,5 -P  2 carboxylase, il est tentant  de supposer qu'il est lid "~ l'utilisation d'un 
interm6diaire riche en ~nergie 19, hypoth6se qui a d(,jh ('t6 avancde par RAVEN 2° pour 
le transfert du bicarbonate dans certaines algues. 

RESUME 

La fixation de CO2 par les chloroplastes entiers d '@inard a 6t6 inesur6e en 
pr6sence des substrats de la photophosphorylation, ADP et Pi. L'effet de l 'antimvcine 
A sur la carboxylation a 6tfi 6tudi6. 

I. Lors de l'assimilation de CO~ dans les chloroplastes entiers, c'est la vitesse 
de fixation de CO2 qui gouverne la vitesse d'incorporation de Pi. 

2. La fixation de CO 2 apparait  antagoniste de la photophosphorylation, car 
elle est inhib6e en pr6sence de concentrations d 'ADP et de Pi qui permettent  une 
synth6se active d'ATP. 

3- I1 est montr6 que des deux substrats de photophosphorylation, c'est Pi qui 
inhibe la carboxylation. Cette inhibition est lev6e par l 'antimycine. 

4. L'effet inhibiteur de Pi est dfi au moins en partie h une inhibition de la ri- 
bulose-I,5-P~ carboxylase, comp6titive du bicarbonate. L'effet de l 'antimycine, 
antagoniste de celui du phosphate, pourrait ~tre d 'augmenter  la capacit6 d'utilisa- 
tion du bicarbonate par les chloroplastes. 

5. I1 est suppos6 que le m6canisme de concentration de CO 2 ou de HCOa- au 
niveau de la ribulose-I,5-P2 carboxylase est peut-fitre li6 ~ l'utilisation d 'un inter- 
m6diaire riche en 6nergie. 
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