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SUMMARY 

Study on endogenous photophosphorylation of isolated spinach chloroplasts 
Whole spinach chloroplasts were able to perform photophosphorylation under 

nitrogen without the addition of any redox cofactor. This "endogenous" phosphoryla- 
tion was totally insensitive to 3-(p-chlorophenyl)-I,I-dimethylurea. After osmotic 
shock endogenous ATP formation decreased but the addition of 3-(p-chlorophenyl)- 
I , I -dimethylurea stimulated it. 

Under a stream of nitrogen, whole chloroplasts reduced NADP + after an os- 
motic shock, in the absence of added ferredoxin. The resulting ATP/NADPH ratios 
were high (approx. 2 or 3)- They decreased to I in the presence of either exogenous 
ferredoxin, 3-(p-chlorophenyl)-I,I-dimethylurea or limiting light: i.e. high ATP/ 
NADPH ratios were observed only when the terminal step of NADP + reduction 
was limiting. 

The endogenous anaerobic phosphorylation was inhibited by antimycin A to 
the same extent as the O2-dependent endogenous non-cyclic phosphorylation. 

A direct inhibition of electron transport  by antimycin A has never been 
observed. 

INTRODUCTION 

La n6cessit6 d'un apport d 'ATP par la voie cyclique pour l'assimilation photo- 
synth6tique du C02 a 6t6 avanc~e par ARNON et al. 1 et DEL CAMPO et al 2, ~ la suite 
d ' f tudes sur la stoechiom6trie de la phosphorylation non cyclique faisant apparaltre 
qu'il y a I ATP form6 pour I NADP + r6duit (ou par paire d'6lectrons transport6s) 1-4. 
Or le fonctionnement du cycle de Calvin exige 3 ATP pour 2 NADPH s. 

Cependant, la stoechiomftrie de la phosphorylation non cyclique a 6t6 remise 
en question par IZAWA et GOOD 6 qui prennent en consid6ration, pour le calcul du 
rapport  P/e2, uniquement la valeur du transfert d'~lectrons induit par l 'addition 
d 'ADP + Pi. Ils trouvent dans ces conditions un rapport  P/e2 = 2. La possibilit6 
thforique 7, ou pratique s-l° d 'obtenir des rapports P/el sup6rieurs k I sans artifice de 
calcul a 6t~ signal~e par d 'autres auteurs. 

Abr~via t ion:  CMU, 3- (p-ch loroph6nyl ) - I , I -d im6thy lur6e .  
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Dans une pr6c6dente 6tude H, des variations importantes des rapports ATP/ 
NADPH ont 6t6 observ6es avec des chloroplastes isol6s d'4pinard en fonction des 
activit6s respectives de deux transferts non cycliques, it O.~ et ~ NADP +. 

Le pr6sent travail concerne essentiellement l'existence d'une phosphorylation 
endog6ne dans ces chloroplastes, et les variations des rapports ATP/NADPH ob- 
serv6es sous azote. 

MATERIEL ET TECHNIQUES 

Les chloroplastes sont extraits de feuilles d'fpinard (Spinacia oleracea L., var. 
America) cultiv6 en conditions contr616es H. La technique d'extraction est d6riv6e 
de celle de JENSEX E T  BASSHAM 12, avec les modifications suivantes: la solution de 
broyage est constitu6e de tampon pyrophosphate IO mM, pH 7.6, sorbitol 33o raM, 
NaNO a 2 mM, MnC12 I ml~I, MgC12 I mM, K~HPO, o.15 mM, EDTA 2 mM, NaC1 
20 raM. La filtration sur gaze est suivie d'une filtration sur double 6paisseur de toile 
de nylon (vide de maille: 48 [~). Le culot chloroplastique, obtenu apr6s centrifuga- 
tion rapide, est remis en suspension dans un m61ange off le tampon pyrophosphate est 
remplac6 par un tampon N-tris(hydroxymfthyl)mfthylglycine 5 ° raM, pH 8.1, et 
o~l le NaC1 est supprim6. 

Dans les 6tudes en pr6sence de NADP +, le culot de chloroplastes entiers est 
repris par du tampon de suspension dilu6 au I/IO. 

Le dosage de chlorophylle est fait selon AR~;ON ~3. La ferr6doxine est extraite 
de feuilles d'fpinard par la mfthode de HILL ET BENDALL 14. Son activit6 est de 6 4 
unit6s San Pietro/mg de prot6ine. 

Le milieu r6actionnel de base est identique au tampon de suspension. Les 
autres additions sont pr6cisfes dans les 16gendes des expfriences. 

L'incubation est faite dans un appareil de Warburg, h 16 °, sous circulation 
d'azote ou d'air. L'6clairement maximum en lumi6re blanche est de 3 . io  a ergs. 
cm -2. sec -1. I1 peut 6tre diminu6 ~ l'aide de filtres neutres (Schott und Gen) appliqufs 
contre le fond des fioles. Le NADPH est dos6 par spectrophotom6trie it 34o nm, 
apr6s 61imination des chloroplastes par centrifugation au froid h IOOOO × g. Le fer- 
ricyanure non r6duit est dos6 de m6me, "k 42o nm. 

Pour la phosphorylation, le m61ange r6actionnel est d6protfinis6 par prfcipita- 
tion i: l'acide trichloroac6tique (concentration finale: 2 %) et centrifugation. L 'ATP 
radioactif form6 est d6termin6 par la technique d'AvRoN 15. 

Les t6moins de carboxylation sont faits en pr6sence de NaH14CO~ IO mM. 
Le ~4CO2 fix6 est dftermin6 par comptage, aprhs 61imination du 14CO2 non fix6 par 
l'acide formique. 

RESULTATS 

Les chloroplastes entiers d 'fpinard utilis6s au cours de cette 6tude ont une 
aetivit6 de carboxylation variant entre 2 et 20 /~moles de CO 2 fix6 par mg chloro- 
phylle par h. Cette aetivit6 est inffrieure h celles rapport6es par JEXSE~" ET BASSHAM 12. 
Cependant ces chloroplastes apparaissent en majorit6 intacts au microscope 61ectroni- 
que et leur activit6 de carboxylation est presque totalement abolie h la suite d 'un 
choc osmotique. 
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Sous azote, en prfsence uniquement d 'ADP + Pi, ees chloroplastes forment 5 
IO/~moles d 'ATP par mg chlorophylle par h, ~ la lumiEre. Cette photophosphoryla- 

tion endogEne est totalement insensible au 3-(p-chlorophfnyl)-i , i-dimfthylurEe 
(CMU) (Fig. i). 

Sous air, l 'activit6 de la phosphorylation endogEne est multipliEe par 3 et 
devient inhibfe par le CMU. 

Des 6tudes ant6rieures11,16 ont d6j~ sugg6r6 qu'il s 'agit essentiellement d'une 
phosphorylation non cyclique ~ O~. 

La phosphorylation endog~ne sous azote est tr6s net tement diminu6e ~ la suite 
d 'un choc osmotique ou d'une mise en suspension des chloroplastes dans du NaC1 
o.35 M qui agit d6favorablement sur les structureslT; curieusement, elle est alors 
stimul~e 2 ~t 3 lois par le CMU 5/~M. L'activit~ endog~ne sous N 2, de m~me que la 
carboxylation, semble donc 6troitement like ~t l 'intfgrit6 chloroplastique, ce qui n 'est  
pas le cas pour la phosphorylation non cyclique k 0218,17. 

L'Etude de la phosphorylation non cyclique ~ NADP + exige de soumettre les 
ehloroplastes intacts ~ un choc osmotique, pour permettre la pEnEtration du nuclEotide. 
Ce traitement dilue la ferrEdoxine dont la concentration devient limitante. Mais dans 
ces conditions, on obtient, sous azote, des rapports ATP/NADPH supErieurs ~ I, 
souvent compris entre 2 et 3. 

De telles valeurs auraient pu ~tre dues ~t la superposition de la phosphorylation 
endog~ne effectu6e par les chloroplastes ayant  rfsist6 au choc osmotique, ~ la phos- 
phorylation non cyclique ~t NADP + effectu6e par les chloroplastes bris6s. Cependant, 
si l 'on soustrait la quantit6 d 'ATP form~e en absence de NADP +, le rapport  ATP/ 
NADPH corrig~ reste sup6rieur ~ I (Tableau I, Exp. I). 

T A B L E A U  I 

VARIATIONS DU RAPPORT A T P / N A D P I {  DANS LES CHLOROPLASTES D'I~PINARD SOUS AZOTE 

Condi t ions  expdr imenta les :  Milieu rEact ionnel :  t a m p o n  de suspension con tenan t ,  en supp lemen t ,  
A D P  2 mM + Pi 2 mM marque  au a2p, des chloroplas tes  co r r e spondan t  ~ i00 t*g de chlorophyl le ,  
et,  s ' i l  y a lieu, N A D P  + 2 mM et  ferrddoxine 220 #g. Volume t o t a l :  2 ml. Ec l a i r emen t  sa tu ran t .  
2o nlin d ' i ncuba t i on  5, la lumiEre. AtmosphEre :  c i rcu la t ion  d 'azote .  

Exp.  .4 dditions A T P  ~\~4 D P H  A T P  AA  T P  
NO. 

(iLmoles/mg chlorophylle par h) NA  D P H  NA D P H  

- -  3 . 6  o - -  

NADP+ 12.4 3.9 2.6 2.2 

N A D P  + 9.8 4" I 2.3 
N A D P  + + ferrddoxine 56.8 44 1.3 

Cette observation pourrait s'interprfiter par une stoechiom~trie de 2 pour la 
phosphorylation non cyclique. Pour verifier cette possibilit6, les variations du rapport  
P/e 2 de ces chloroplastes ont fit6 6tudiEes en fonction de l'6clairement (Fig. 2) et de la 
concentration en CMU (Fig. 3)- On peut voir ainsi que la valeur de ce rapport  diminue 
lorsque l'Eclairement dficroit ou lorsque la concentration en CMU augmente, pour se 
stabiliser ~ une valeur voisine de i. Cette variation est surtout due ~t l 'inhibition de 
la phosphorylation. La rfduction du NADP+ est peu ou pas affectEe, ce qui confirme 
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Fig. I. Phosphoryla t ion  endog6ne des chloroplastes d'6pinard. Effet du CMU. Conditions exp4ri- 
mentales:  Milieu r6actionnel: t ampon  de suspension (cf. TECHNIQUES) contenant  en suppMment,  
ADP z mM + Pi 2 mM marqu4 au 32p et des ckloroplastes 5̀  raison de 5 ° /*g  de chlorophylle 
par  ml. Volume total  2 ml. Eclairement sa turant .  2o min d ' incubat ion k la lumi6re. 

Fig. 2. Effet de l '6clairement sur  la variat ion des rappor t s  P/e 2 dans les chloroplastes d '6pinard,  
sous azote, en pr4sence de N A D P  +. Conditions exp~rimentales:  Le milieu r4actionnel comprend  
dans un volume total  de 2 ml: 1. 5 ml de t a m p o n  de suspension addit ionn6 de 4/+moles de phos- 
phate  marqu4 au 32p, 4 ~moles d 'ADP et 4/~moles de N A D P  +, et 0. 5 nil de chloroplastes en 
suspension dans un t ampou  dilu~ au I/IO, correspondant  5. i oo / i g  de chlorophylle. Atmosph6re:  
circulation d'azote. IO rain d ' incubat ion 5. la lumi6re. 
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Fig. 3. Effet du CMU sur la variat ion des rappor t s  P/e 2 dans les cb_loroplastes d'4pinard, sous 
azote, en pr6sence de N A D P  +. Conditions exp~rimentales: cf. Fig. 2. Eclairement sa turant .  

Fig. 4. Effet de l 'ant imycine A sur  la phosphoryla t ion  endog6ne sous azote de chloroplastes 
d '6pinard en presence et en absence de CMU. Conditions exp6rimentales:  cf. Fig. I. Atmosph6re:  
circulation d'azote. 
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son caract~re limitant. Une partie importante de I 'ATP form6 n'est donc pas li~e ~ la 
r6duction du NADP +. 

L'addition de ferr6doxine (Tableau I, Exp. 2), stimulant net tement  la r6duc- 
tion du NADP +, abaisse le rapport  ATP/NADPH:  les rapports P/e 2 6lev6s sont ob- 
serv6s dans des conditions oh la r~duction du NADP ÷ est limitante. 

Un point important  dans l'6tude de la phosphorylation endog~ne est sa sensi- 
bilit~ ~ l 'antimycine A, du fait de l 'action diff~rentielle de cet inhibiteur sur la photo- 
phosphorylation et sur la fixation photosynth6tique du CO2 ~9. 

La phosphorylation endog~ne sous N 2 des chloroplastes intacts d'6pinard est 
sensible ~ l'effet inhibiteur de l 'antimycine (Fig. 4). Cet effet est identique en pr~sence 
ou en absence de CMU- contrairement ~ plusieurs observations oh l'effet de l 'anti- 
mycine 6tait plus prononc6 en pr6sence de CMU ~6, 20, 2~. 

T A B L E A U  I I  

EFFETS DE L'ANTIMYCINE SUR DIFFI~RENTS TYPES DE PHOSPHORYLATION DANS LES CHLOROPLASTES 
D'I~PINARD 

C o n d i t i o n s  e x p 6 r i m e n t a l e s :  Mi l i eu  r 6 a c t i o n n e l :  t a m p o n  d e  s u s p e n s i o n  a d d i t i o n 6  d ' A D P  2 m M  
+ P l  2 m M  m a r q u 6  a u  a s p  e t  d e  c h l o r o p l a s t e s  k r a i s o n  d e  5 ° / ~ g  d e  c h l o r o p h y l l e  p a r  ml .  A u t r e s  
a d d i t i o n s ,  s ' i l  y a l i e u :  N A D P  + 2 m M .  I n h i b i t e u r s  a u x  c o n c e n t r a t i o n s  i n d i q u 6 s  d a n s  le t a b l e a u .  
E c l a i r e m e n t  s a t u r a n t .  2o m i n  d ' i n c u b a t i o n  ~ l a  l u m i ~ r e .  

Exp. Conditions Inhibiteur A T P  Inhibition NA DPH A T P  
No. (#moles/mg (%) (l~moles/mg 

chlorophylle chlorophylle NA D P H  
par h) par h) 

N 2, s a n s  N A D P  +, - -  3.1 - -  
c h l o r o p l a s t e s  A n t i m y c i n e  5 / z M  2.2 3 ° 
e n t i e r s  A n t i m y c i n e  2 0 / ~ M  0. 7 78 

N2, a v e c  N A D P  +, - -  7 .65  - -  
c h l o r o p l a s t e s  a p r ~ s  A n t i m y c i n e  5 t tM 7 9 
c h o c  o s m o t i q u e  

Ai r ,  s a n s  N A D P  +, - -  9-I  - -  
c h l o r o p l a s t e s  A n t i m y c i n e  5 p h i  6. 5 29 
e n t i e r s  A n t i m y c i n e  20 p M  1. 7 82 

2.4 3-2 
2-5 2.8 

N2,  a v e c  N A D P  +, - -  12.2 - -  6 .8  1.8 
c h l o r o p l a s t e s  a p r ~ s  A n t i m y c i n e  2 o / , M  7-3 4 ° 7 .6  i . o  
c h o c  o s m o t i q u e  C M U  5 H M 7.3 - -  6 .0  1.2 

A n t i m y c i n e  2o # M  
+ C M U  5 / ~ M  4.3 38 5.2 o .9  

Pour v6rifier si la phosphorylation endog~ne sous N2, pr6sum6e cyclique, est 
plus sensible 5. l 'antimycine que la phosphorylation non cyclique, l'effet de cet in- 
hibiteur a 6t6 6tudi6 sur des chloroplastes intacts sous air et sous N 2 et sur des chloro- 
plastes soumis ~ un choc osmotique et mis en pr6sence de NADP + (Tableau II). 
L'inhibition est identique sous air et sous N 2 avec des chloroplastes intacts, cequi tend 
~t prouver que l 'antimycine n 'a  pas d'effet sp6cifique sur la phosphorylation endog&ne 
sous N2. La phosphorylation non cyclique ~t NADP + n'est  inhibfe que pour des con- 
centrations plus 61ev6es. Ce fait pourrait ~tre une cons~quence du choc osmotique: 
en effet, les chloroplastes bris6s, de fa¢on g~n6rale, sont moins sensibles ~. l 'action 
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inhibitrice de l'antimycine. La rfduction du NADP + n'est pratiquement pas modifife 
par l'antimycine, ce qui fait penser k un effet d6coupleur 16ger. 

DISCUSSION 

L'observation qu'une phosphorylation endoghne, totalement insensible au 
CMU, peut avoir lieu sous azote, dans des chloroplastes intacts, jointe h l'observation 
qu'elle est trhs sensible au choc osmotique alors que la phosphorylation sous air ne 
l'est pas, est en faveur de l'existence d'une phosphorylation cyclique, mais n'en 
constitue pas une preuve absolue. 

Les rapports P/e 2, 61evfs observ6s sous N 2, en pr6sence de NADP +, lorsque la 
r6duction de ce dernier est limitante, sugg6rent k premi6re vue la superposition d'une 
phosphorylation cyclique importante k la phosphorylation non cyclique, dhs que cette 
derni6re n'est plus en mesure d'utiliser toute l'6nergie disponible. Cependant, l 'action 
inhibitrice du CMU sur cette phosphorylation est difficile ~ expliquer, k moins de 
consid6rer que l'addition de CMU modifie l'6tat d'oxydo-rfduction de la chaine de 
transfert d'flectrons auquel la phosphorylation cyclique semble tr6s sensiblC 2. II est 
donc tr6s possible que cette phosphorylation additionnelle soit une phosphorylation 
non cyclique h 02 fonetionnant avec 1'O2 lib6r6 en relation avec la r6duction du 
NADP + et utilis6 immfdiatement, avant son 6vacuation par le courant d'azote. 

Les exp6riences pr6sentes faites sous azote, de m~me que les exp6riences pr6c6- 
dentes faites sous air 11 montrent que le rapport ATP/NADPH peut varier dans une 
tr6s large mesure en fonction de l'activit6 de reduction du NADP + et de l'6nergie 
lumineuse disponible. I1 y a donc 1~ un syst6me de r6gulation tr6s souple de ce rapport 
qui pourrait 6tre gouvern6 in vivo par la concentration en NADP + disponible. 

En ce qui concerne l'action de l'antimycine, nous ne pouvons eonclure k sa 
non-spfcificit623 vis-~t-vis d'un type de phosphorylation particulier que dans la mesure 
o11 la phosphorylation endog6ne observ6e sous N 2 est rfellement cyclique, ce qui n'est 
pas absolument certain. 

Contrairement aux rfsultats de DRECHSLER et al. 21, u n  effet inhibiteur de l 'anti- 
mycine sur le transfert d'flectrons n 'a jamais 6t6 observ6. Par contre, on observe un 
effet d6coupleur leger en pr6sence de NADP +. Cependant, nous n'en tirons pas de 
conclusion quant k l'action de l'antimycine, en raison du caract~re limitant de la 
r6duction du NADP +dans le syst6me 6tudi6. 
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RESUME 

Les chloroplastes entiers d'6pinard effectuent une photophosphorylation sous 
azote sans addition d'aucun transporteur d'61ectrons exog6ne. Cette photophos- 
phorylation "endog6ne" est totalement insensible au 3-(p-chloroph6nyt)-I,I-dim6- 
thylur6e. Son activit6 est nettement diminu6e ~t la suite d 'un choc osmotique, mais 
l'addition de 3-(p-chlorophenyl)-I,I-dim6thylur6e exerce alors un effet stimulant. 

Sous azote, les chloroplastes isol6s entiers rfduisent le NADP + apr6s avoir subi 
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un  choc  o s m o t i q u e ,  en a b s e n c e  de f e r r6dox ine  a jout~e .  Les  r a p p o r t s  A T P / N A D P H  

s o n t  a lors  6lev6s ( eompr i s  e n t r e  2 e t  3)- Ils d i m i n u e n t  j u s q u ' k  I en p r6sence  de fer-  

r~dox ine  exog~ne,  ou de 3 - ( p - c h l o r o p h 6 n y l ) - I , I - d i m 6 t h y l u r 6 e ,  ou d ' u n e  lurni~re l imi-  

t a n t e :  les r a p p o r t s  A T P / N A D P H  61ev6s ne  s o n t  d o n c  observ6s  que  lo r sque  l ' ~ t ape  

t e r m i n a l e  de r 6 d u c t i o n  du  N A D P  + es t  l i m i t a n t e .  

La  sens ib i l i t6  de la p h o s p h o r y l a t i o n  endog~ne  ana~rob ie  ~ l ' e f fe t  i n h i b i t e u r  de  

l ' a n t i m y c i n e  A es t  i d e n t i q u e  ~ celle de la p h o s p h o r y l a t i o n  n o n  cyc l ique  ~ 02.  

U n e  i n h i b i t i o n  d i r ec t e  du  t r a n s f e r t  d '~ l ec t rons  p a r  l ' a n t i m y c i n e  n ' a  j a m a i s  ~t6 

observ6e .  
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