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SUMMARY 

Effect of m-dinitrobenzene on the thermal phase of fluorescence induction in photo- 
synthesis 

The effect of m-dinitrobenzene on the two phases (photochemical and thermal) 
of fluorescence induction, was studied under various conditions. 

There is a specific inhibitory action of m-dinitrobenzene on the thermal phase 
at concentrations lower than lO -4 M. 

The results are interpreted in terms of an irreversible binding of m-dinitro- 
benzene to the centers, where m-dinitrobenzene serves as a substitute for the non- 
photochemical quencher R of Delosme. 

The effects observed for higher m-dinitrobenzene concentrations would involve 
a second type of action. 

INTRODUCTION 

On sait, depuis le travail  de Morin 1, que la croissance de rendement carac- 
t6ristique du d6but de l 'induction de fluorescence en forte lumi~re se d6roule selon 
deux phases successives, la premiere (phase OI) dtant purement photochimique (i.e. 
ne d~pendant que de l'6nergie lnmineuse absorb6e I . t ) ,  la seconde (phase IP) ne 
pr6sentant pas ce caract~re. On constate souvent une petite d6croissance du rende- 
ment  au ddbut de la phase IP  (passage par un mininmm D). 

Poursuivant le travail  de Morin, Delosme ~ apportai t  deux 616ments essentiels: 
(a) Une 616vation de l'intensit6 d'illumination ne fait pas disparaitre la phase IP 

au profit de la phase OI: les niveaux I e t  P ne se rejoignent pas, mais se "sa turent"  
en intensitY. 

(b) Au del~ du seuil de saturation, la cin~tique IP  est ind6pendante de l'in- 
tensit6; la vitesse photochimique ~tant satur6e, la phase IP  n'est  limit6e que par 
des r6actions non photochimiques d'ofi sa d~signation par le terme de "phase ther- 
mique".  

Ces r6sultats 6tablissaient l 'impossibilit6 d'expliquer les variations du rende- 
ment  de fluorescence par la seule intervention du quencher photochimique Q de 
Duysens et Sweers ~. Delosme * montrai t  que l 'on pouvait  rendre compte de ces donn6es 

Abrdviation: DCMU, dichlorophdnyl dim6thyl ur6e. 
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exp6rimentales en supposant l'existence d'un deuxi~me quencher R, destructible 
seulement par une r6action thermique. Confirmant pour des intensit~s saturantes la 
compl6mentarit6 cin6tique (6tablie par Joliot 4 pour des intensit~s plus faibles) de la 
phase thermique IP  avec la vitesse de d6gagement d'oxyg~ne (p6riode du "jet") ,  
Delosme remarquait  que la destruction du quencher R semblait refl~ter la r6duction 
du pool d 'oxydants A et sugg6rait l'existence d'un 6quilibre entre R et A. Une telle 
description ne fait 6videmment intervenir le quencher R que comme une entit6 
cin6tique et ne pr6juge nullement de sa r6alit6 mol6culaire : Delosme proposait d'inter- 
pr6ter R moins comme un quencher r6el en 6quilibre avec A que comme "une inter- 
action entre A et la chlorophylle". 

L'6tude de l'action des agents chimiques qui modifient les cin6tiques d'induction 
de fluorescence (notamment le dichloroph~nyl dim6thyl urge (DCMU), l 'hydroxyl- 
amine, les quinones) devrait permettre de progresser dans l'analyse des propri6t6s 
de quenching des centres du Syst~me II. 

Le m-dinitrobenz~ne, connu comme quencher de la chlorophylle in vitro 5 a 
~galement pour effet d'inhiber la fluorescence in vivo. D'abord utilis6 pour inhiber 
la fluorescence des chlorelles par Teale 6, son mode d'action a ensuite ~t6 6tudi6e par 
Amesz et Fork 7, J. Lavorel (communication personnelle), qui ont montr6 que l'action 
du dinitrobenz~ne 6tait plus importante sur la fluorescence variable que sur la fluores- 
cence constante. P. Joliot (communication personnelle), Lavorel et aI. s se sont int6ress6s 
notamment ~ la modification de forme de la phase photochimique (la diminution 
du niveau 41 s'accompagnant d'une transition de la forme sigmoide k la forme ex- 
ponentielle). 

Nous avons constat6 qu'k des concentrations de m-dinitrobenz~ne plus faibles, 
oh cet effet ne se manifeste pas encore, on assiste t~ une inhibition s61ective de la phase 
thermique, la phase OI n'6tant que peu ou pas touch6e. C'est cette action diff6rentielle 
sur les deux phases de croissance du rendement de fluorescence qui fait l 'objet du 
pr6sent article. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Matdriel biologique 
(~) ChlordIa pyrenoidosa Chick souche Emerson. Cultiv6e en milieu Tamiya 

modifi6, pFI 5.4, ~ 23 °C. L'intensit6 lumineuse utilis6e pour les cultures est de 6000 lux. 
Les algues sont r6colt6es journellement. Les algues sont utilis6es dans leur milieu 
dilu6es ~ des concentrations allant de 20 h 50 #g de chlorophylle totale par ml. 

(2) Chloroplastes d'dpinards. Les chloroplastes sont pr6par6s selon la m6thode 
d'Avron 9 et conserves congel6s dans 50 % de glyc6rol, 5 ° % de milieu Tris-mal6ate- 
saccharose, ~ la temp6rature de l 'azote liquide (77 °K) • 

D6congel6s, ils sont centrifug6s d'abord 2 min ~ 200 x g pour 61iminer les plus 
gros d~bris, puis ~ 2000 × g pendant IO min. ns  sont resuspendus dans du milieu 
Tris-mal6ate--saccharose de pH 6.6. Ils sont utilis~s ~ des concentrations de 20/~g 
de ch!orophylle totale par ml ~t 25/~g de chlorophylle totale par ml. 

Mdthodes 
Deux appareils ont 6t6 utilis6s pour la d6telmination des niveaux 40, 41 et 4P 

du rendement de fluorescence. 

Biochim. Biophys, Acta, 283 (1972) 268-278 



270 a.  L. ETIENNE, J. LAVERGNE 

(I) Le Phosphoroscope-laser d4crit par ailleurs 1°. La source actinique est un 
laser Helium-ndon (2 = 632.8 nm). Un syst6me de disques tournants d6termine un 
6clair de dur6e voulue appliqu4 ~ un 6chantillon de la suspension d'algues renouvel6 
par 6coulement. Outre son caract6re monochromatique et sa puissance, le faisceau 
laser offre l 'avantage d'une tr6s faible divergence facilitant l 'obtention de temps de 
coupure trhs courts par le syst6me de disques. Des valeurs typiques sont 2oo ~s de 
temps de mont6e pour la phase photochimique avec un temps d'ouverture du faisceau 
de 5 ~s. 

Le d6but de l ' illumination de chaque nouvel 6chantillon est synchronis6 avec 
le d6clenchement du balayage d 'un analyseur multicanaux (DIDAC 8oo) qui en- 
registre les cin6tiques de fluorescence et am61iore le rapport  signal sur bruit par un 
nombre convenable d'accumulations. 

Les niveaux 41 et 4P peuvent 6galement ~tre enregistr6s en continu sur un 
galvanom6tre suiveur de spot; l ' illumination est alors permanente et l'6chantillon 
d'algues est soumis ~ une alternance 6coulement-arr~t. Pour une intensit6 suffisam- 
ment  grande (par rapport  ~ la vitesse d'4coulement) le niveau at teint  en 4coulement 
est le niveau 41, le maximum atteint  ~ l'arr6t, le niveau 41". Cette m4thode a 4t6 
utilis4e dans l'exp4rience de la Fig. 5. 

(2) Appareil ~ m41ange rapide, d4crit par ailleurs n. Le mat4riel biologique est 
contenu dans un r4servoir sous pression ( _  1. 5 atm) d'air. Son 4coulement jusqu% 
une chambre d'observation est command4 par une 41ectrovanne. I1 peut ~tre m~lang4 
rapidement k une autre solution duns une chambre de m41ange situ4e en amont  de 
la chambre d'observation. Le temps minimum entre le m41ange et l 'observation est 
de 9 ° ms. 

La source lumineuse est une lampe ~ filament de tungst~ne aliment~e en continu. 
Le temps d'ouverture du faisceau par un obturateur 41ectrom4canique est de l'ordre 
de la milliseconde. L'intensit4 autorise des temps de mont4e de la phase photo- 
chimique de l 'ordre de la cinquantaine de millisecondes. 

La cin4tique d'induction de fluorescence est observ4e sur un oscilloscope ~ 6cran 
r4manent. 

Ddtermination des niveaux 40, 41 ct 4P- Un balayage rapide de l'oscilloscope ou 
de l 'analyseur multicanaux permet de mesurer 40 et 41; un balayage lent donne 41 
et 4 r  (Fig. I). 

RESULTATS 

(I) Effet du dinitrobenz~ne 
(a) Effet de la concentration 
La Fig. 2 montre l'effet de la concentration de m-dinitrobenz~ne sur les niveaux 

40, 41, 4P en intensit6 non saturante sur des chlorelles. Le niveau 41~ diminue beaucoup 
plus vite que le niveau 41 de sorte que vers lO -4 M m-dinitrobenz~ne, on constate 
une suppression de la phase thermique alors que ]a phase photochimique est tr~s peu 
touch6e. Sur les chloroplastes d'6pinards (Fig. 3) l'effet existe, mais de fa~on moins 
marqu6e. 

En lumi~re d'intensit6 saturante (Fig. 4) on a 6galement une inhibition sp4ci- 
fique de la phase thermique, le niveau 41 ~tant toutefois g6n6ralement plus sensible 
au m-dinitrobenz&ne qu'~ faible intensitY. 
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Fig. I. Type d'enregistrement k l'oscilloscope ~, 6cran r6manent pour les mesures en lumi~re d'in- 
tensit@ non saturante. Courbe i, base de temps 20 ms/div. Ddtermination des niveaux ¢0, 41. 
Courbe 2, base de temps IOO ms/div. Ddtermination du niveau ¢p. M~me sensibilit6 d'enregistre- 
ment  pour les deux courbes. La m6thode est la m~me dans le cas du phosphoroscope laser les 
vitesses de balayage utilis6es 6tant de 12/~s/canal pour la phase photochimique et i ms/canal 
pour la phase thermique. 

Fig. 2. Effet de la concentration du dinitrobenz~ne sur la fluorescence des chlorelles en ]umi~re 
d'intensit6 non saturante (temps de mont6e de ls phase photochimique : 50 ms). Niveaux 41 ([]), 
6P (&) du lot d'algues sans dinitrobenz~ne. Niveau Sp (~)  d'algues en pr@sence de DCMU 
5.1o -5 M. Niveaux 41 ( I ) ,  Sp (A) d'algues ell pr6sence de dinitrobenz~ne. Niveau Sp (~)  en 
presence de dinitrobenz~ne et DC1V[U 5' IO-S M. Pour chaque concentration, dinitrobenz~ne incub6 
3 ° mill. Ordonn6e: en unit@s arbitraires. Abcisse: concentration en dinitrobenz~ne molaire. 
Echelle logarithmique. 
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Fig. 3. Effet de la concentration du dinitrobenz~ne sur la fluorescence des chloroplastes d'6pinards 
en lumi~re d'intensit6 non saturante (temps de mont6e de la phase photochimique en IOO ms). 
Ordonn6e: 6o (O), $I ( l ) ,  6P (•) ell unit6s arbitraires. Abcisse: concentration el1 dinitrobenz~ne 
molMre. Echelle logarithmique. 

Fig. 4. Effet de ls concentration du dinitrobenz~ne sur la fluorescence des chlorelles en lumi~re 
d'intensit6 saturante (temps de mont6e de la phase photochimique: 2oo ;us). Niveaux 6I (©) 
$1, (V) des algues sans dinitrobenz~ne. Niveaux $i (O) 6P (Y) des algues avec dinitrobenz~ne. 
Ordonn6e: en unit6s arbitraires. Abcisse: concentration en dinitrobenz~ne molaire. Echelle 
logarithmique. Les points atteints en DCMU saturant se situeraient sur la courbe sup6rieure. 
Pour chaque concentration, dinitrobenz~ne incub6 3 ° min. 

L ' e f f e t  sp6ci f ique sur  la p h a s e  t h e r m i q u e  e s t  t o u j o u r s  obse rv6  m a i s  avec  des  

d i f f6rences  q u a n t i t a t i v e s :  d ' u n e  m a n i ~ r e  g6n6rale  les v a l eu r s  r e l a t i v e s  des  n i v e a u x  
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~0, ~ ,  ~ sont  assez var iables  d 'une  exp6rience/~ l ' au t r e  (y compris  en absence d ' in-  
hibi teur) .  Ainsi,  en forte intensi t6,  on observe parfois  en pr6sence de m-dini t robenz~ne,  
une suppress ion comple te  de la phase  the rmique  sans modif ica t ion  de la phase photo-  
chimique.  Delosme z s ignale avoir  remarqu6 dans  cer ta ines  de ses expdriences un effet 
du  DCMU simi la i re  X celui du  m-dini t robenz~ne (suppression de la phase the rmique  
sans modif ica t ion  de la phase  photochimique) .  

(b) Effet du temps d'incubation des aIgues en prdsence de dinitrobenzOne 
L'h6t6rog6n6it6 d ' ac t ion  ( inhibi t ion  sp6cifique de la phase  thermique ,  puis  inhi- 

b i t ion  globale de la fluorescence) r6v616e par  l 'effet de la concentra t ion ,  se mani fes te  
6galement  dans  l '6volut ion des n iveaux  de fluorescence apr~s add i t i on  d 'une  concen- 
t r a t i on  donn6e de m-dini t robenz~ne.  La  Fig. 5 mon t re  une tel le  6volut ion : la chute  de 
r endemen t  apr~s l ' add i t i on  est  ex t r~mement  r ap ide :  nous avons pu v6rifier sur l ' ap-  
pare i l  ~ m61ange rap ide  qu 'e l le  i n t e rvena i t  en moins  de 200 ms. Apr~s la chute in i t ia le  
on ass is te  ~ une lente  remont~e des n iveaux  ~I, ¢~ ma i s  l ' a m p l i t u d e  de la phase 
the rmique  ( ~ - ~ I )  reste  constante ,  ou t end  ~t d iminuer .  I1 y a donc une d iminu t ion  
re la t ive  de la phase  the rmique  au eours du  temps .  A une concen t ra t ion  de io  -* M, 
on t end  a ins i  plus ou moins  n e t t e m e n t  vers  une r e s t au ra t ion  de la phase  photo-  
ch imique  avec for te  inh ib i t ion  de la phase  thermique .  
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Fig. 5- Evolution des niveaux ~I et 6p en intensit6 saturante apr~s addition de dinitrobenz~ne 
2. IO -4 M puis de DCNIU 10 -5 1V~. Ordonn6e: unit~s arbitraires. Abcisse: temps en minutes. Une 
addition de DCMU saturant rel6ve 41 en ~bp (comme le montre la figure pour un temps long apr~s 
le m~lange, mais on a v~rifi6 que cette propri~t6 ne d6pendait pas du temps d'incubation). 

Fig. 6. R6versibilit6 de Faction du dinitrobenz~ne. Courbe I, algues sans dinitrobenz~ne; Courbe 2, 
algues en pr6sence de dinitrobenz~ne 3" lO-4 M; Courbe 3, algues pr6incub6es avec du dinitro- 
benz~ne 3' l°-4 M centrifug6es, resuspendues dans le m~me volume de milieu. 

(c) Rdversibilitd de Faction du m-dinitrobenz~ne 
Les algues pr6incub~es avec du m-dini t robenz~ne 3" 10-4 M sont  centrifug~es 

puis  resuspendues  dans  un m~me volume de milieu. La  Fig.  6 mont re  qu 'on  ob t ien t  d~s 
le p remier  lavage une res ta t t ra t ion  to ta le  des n iveaux  q~0 et  ~bi des algues pr6incub~es 
avec le m-din i t robenz~ne alors que la phase  the rmique  est tr~s peu restaur~e.  

(a 0 Effet du m-dinitrobenz~ne sur le # t  d'oxyg~ne 
La  compl6mentar i t6  classique 4 entre  phase  the rmique  de fluorescence et  v i tesse  

de d6gagement  d 'oxyg~ne  devra i t  se t r adu i re  pa r  une suppression du  je t  d 'oxyg~ne en 
presence de m-dini t robenz~ne.  Nous avons constat6 qu ' i l  n ' en  6tai t  r ien:  le m-dini t ro-  
benz~ne 10 -4 M (suppr imant  la phase  the rmique  en intensi t~  non sa turante)  n ' en t ra lne  
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aucune modification sensible de la cin6tique d'induction de l'6mission d'oxyg~ne. 
Cette exp6rience a 6t6 effectu6e sur une 61ectrode modul6e de vitesse d'oxyg~ne 
identique k celle de Joliot  et al3 ~. 

(II) Action du m-dinitrobenz~ne et du D C M U  
On sait que le DCMU a pour effet de supprimer la phase thennique en ~levant 

~i jusqu'en ~p. En intensit6 saturante ~, on at teint  le m~me niveau maximum par 
une cin6tique monophasique photochimique en pr6sence de DCMU, que par une 
cin6tique biphasique en son absence. Ce niveau maximum du rendement est ~galement 
at teint  en DCMU pour des intensit6s plus faibles, oil la phase thermique en l 'absence 
de DCMU, culmine ~ un niveau inf6rieur ou est m~me compl~tement supprim~e. Dans 
l 'hypoth~se des deux quenchers rappel6e en introduction, l'effet du DCMU s'interpr~te 
par une action double: d'une part  blocage du transfert  d'61ectrons de Q-  vers A, 
d 'autre part  raise hors-jeu du deuxi~me quencher R, non photochimique. On se trouve 
ainsi en pr6sence d 'un seul quencher Q, destructible photochimiquement et dont la 
r6g6ndration (r60xydation) est tr~s ralentie. Le seuil d'intensit6 saturante correspon- 
dant ~ une destruction du quencher photochimique rapide devant sa r~g6n6ration 
est ainsi consid6rablement diminu6 et ce n'est qu'~ des intensit6s beaucoup plus faibles 
qu'on verra r6apparaltre une non-saturation 13. 

m-Dinitrobenz~ne et DCMU ont donc un effet inverse sur les cin6tiques de fluores- 
cence : alors que le m-dinitrobenz~ne supprime laphase thermique par blocage en ~i, 
le DCMU la supprime en 61evant la phase photochimique au niveau ~p. On peut se 
demander dans ces conditions quelle sera l 'action cumul6e des deux inhibiteurs. 

(a) Action cumulde des deux inhibiteurs sur la fluorescence 
En lumi~re d'intensit6 saturante, l 'addition de DCMU (A concentration 6gale 

ou sup6rieure ~ 10 -5 N D a pour effet de supprimer la phase thermique qui subsistait  
en pr6sence de m-dinitrobenz~ne seul (Fig. 5). Le niveau maximum atteint  en dinitro- 
benz~ne-DCMU est le m~me que le niveau maximum de la phase thermique en 
presence de m-dinitrobenz~ne. 

En intensit6 non saturante (Fig. 3), l 'addition de DCMU entraine une 616vation 
du niveau maximum. L'ampli tude de cette augmentation du niveau Sp diminue quand 
la concentration de m-dinitrobenz~ne augmente, elle tend ~ disparaltre aux fortes con- 
centrations de m-dinitrobenz~ne. 

L'effet cumul6 des deux inhibiteurs sur la fluorescence est ind:pendant de l 'ordre 
des additions. 

On pourrait interpr6ter ces effets en supposant que le m-dinitrobenz~ne, m~me 
ajout6 en second, se fixe sur les centres et les pr6serve de l 'action du DCMU. Les 
contr61es suivants montrent  que ce n 'est  pas le cas: 

(~) Action cumulde des deux inhibiteurs sur la vitesse de d~gagement d'oxyg~ne. 
Alors que le m-dinitrobenz~ne I0 -S M agissant seul ne provoque qu'une inhibition tr~s 
partielle dn d6gagement d'oxyg~ne la, l 'inhibition totale de l'dmission d'oxyg~ne 
provoqu6e par le DCMU 10 -5 M n'est  pas modifi~e par la presence de m-dinitrobenz~ne 
1 0  - 3  IV[. 

(2) Action cumulde sur le ddclin de fluorescence. Nous avons constat6 que le m-di- 
nitrobenz~ne modifiait peu les cin6tiques de d6clin du rendement de fluorescence apr~s 
un 6clair actinique. Par  contre, on sait que le DCMU ralentit consid~rablement ces 
cin6tiques, ce qui s'explique bien par un blocage entre Q et A. En pr6sence de m-dinitro- 

Biochim. Biophys. Acta, 283 (1972) 268-278 



274 A.L.  ETIENNE, J. LAVERGNE 

benz~ne, le DCMU provoque un ralentissement du ddclin de fluorescence tout a fait 
comparable ~ celui obtenu en DCMU seul. 

(b) Ralentissement de la vitesse faction du D C M U  par le dinitrobenz~ne 
Des exp6riences effectu~es sur l'appareil tl mdlange rapide montrent que la 

vitesse d'action du DCMU apr~s m6lange avec une suspension d'algues est con- 
siddrablement ralentie par le m-dinitrobenz~ne comme le montre la Fig. 7 off l'on a 
port6 l'~volution de la difference entre les niveaux q~I et q~p mesur~e ~ des intervalles 
de temps variables apr~s l'addition du DCMU. Le ralentissement se manifeste ~ partir 
de concentrations tr&s faibles de m-dinitrobenz~ne: il se sature d~s IO -" M de m- 
dinitrobenz~ne, concentration off la cindtique de fluorescence n'est pas touchCe. 

loo~/o('~P-'~ 

75 ~ 

50l[ &'~k,. 
I [  ',,2 

'25I~ "'~"'% x, , 

o ~obo 2o~o ~ t ( ~  
Fig. 7" Ralentissement de la vitesse d'action du DCMU par le dinitrobenz~ne. Courbe I, action 
du DCMU 5" IO-a 5I sur des algues sans dinitrobenz~ne; Courbe 2, action du DC1V[U 5" 1°-4 M 
sur des algues en prdsence de dinitrobenz~ne 2. lO -4 M. Abcisse: temps en millisecondes 6could 

l'obscuritd apr~s le mdlange avec le DCMU. Ordonnde: pourcentage de phase thermique rdsi- 
duelle: ~p -- ~I- 

Par eontre, le DCMU ajout6 en premier ne ralentit pas l'effet iapide d'inhibition 
des niveaux de fluorescence lors d'une addition de m-dinitrobenz~ne (ddcrit en I, b). 

DISCUSSION 

Deux voies distinctes d'interprdtation des expdriences qui viennent d'etre 
ddcrites peuvent ~tre envisagdes: 

- soit on fera intervenir le m-dinitrobenz~ne au niveau du processus primaire de 
capture de l'excitation, comme quencher de la fluorescence chlorophyllienne, en se 
fondant sur ce que l'on observe avec la chlorophylle en solution; 

- soit on supposera que le m-dinitrobenz~ne modifie d'une fa~on ou d'une autre 
le fonctionnement de l'appareil photosynthdtique, l'effet sur les cin~tiques de fluores- 
cence ne tdmoignant que plus ou moins indirectement de cette modification. 

Un argument nous semble autoriser ~ trancher entre ces deux voies en faveur 
de la premiere: tousles tests d'activit6 effectuds au Laboratoir@ (vitesse stationnaire 
et cin~tiques d'induction du ddgagement d'oxyg~ne, activit~ de Hill, activit~ Syst~me 
I) montrent que le m-dinitrobenz~ne n 'a  d'effet inhibiteur qu'& partir de IO -* Me t  
qu'auctm effet sensible autre que sur la fluorescence n'intervient aux concentrations 
plus faibles (& l'exception de l'effet de ralentissement du temps d'action du DCMU; 
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mais le domaine de concentration de cet e f fe t - sa tu ra t ion  d~s lO -6 M de m-dinitro- 
benz~ne-laisse supposer qu'il est disjoint des autres phdnom~nes ddcrits). Cette con- 
centration de lO -4 M est prdciskment celle ~ partir  de laquelle les niveaux ¢0 et ¢I 
commencent ~ diminuer, alors qu'~ concentration plus faible, l 'inhibition n'intervenait 
que sur ¢p. 

On voit mal comment le deuxi~me type d'intervention pourrait n'avoir de 
conskquence sur aucune des ces activitks. Cet argument nous permet dgalement d'aller 
plus loin dans le cadre de la premiere interpretation (m-dinitrobenz~ne comme 
quencher) car il impose d'importantes restrictions quant au mode d'intervention du 
m-dinitrobenz~ne. Si l'on suppose par exemple que le dinitrobenz~ne joue le r61e d'un 
pi~ge suppl~mentaire dans les unit~s photosynth~tiques, indifferent ~ l'~tat des centres 
photochimiques, on devrait s 'attendre d'une part ~ une diminution gdndrale des niveaux 
de fluorescence, et d 'autre part k une diminution des diffkrentes activitks de l'appareil 
photosynthktique (an moins celles qui sont likes au Syst~me n). L'effet serait qualita- 
t ivement comparable ~ une diminution d'intensitk lumineuse (ce ne serait pus vrai 
quanti tat ivement pour des raisons qui apparaltront dans la suite). On est donc amend 

kcarter ce type d'explication et h spdcifier le point suivant: si le m-dinitrobenz~ne 
intervient comme quencher sans modifier l 'activitk photochimique du syst~me, il faut 
que l'dnergie qu'il pi~ge soit une dnergie qui de toute fa~on n'aurait  pas ktd utilisde 
photochimiquement. Ce ne sera le casque  si le dinitrobenz~ne n'entre pas en compd- 
tit ion avec le quenching photochimique, ou du moins ne modifie pus la compktition 
ddjh existante entre le quenching photochimique et le quencher non photochimique R. 

L'effet observk sur les cinktiques de fluorescence confirme cette analyse. On 
peut le ddcrire ainsi: pour des concentrations de m-dinitrobenz~ne < lO -4 M, la phase 
photochimique est peu ou pas touchke, la phase thermique diminuke ou supprimke. 
Ce schdma s'applique bien au cas de la Fig. 2, il peut sembler plus contestable pour 
les experiences des Figs 3 et 4. Duns tons les cas cependant, le pourcentage d'inhibition 
est plus fort sur la phase thermique que sur la phase photochimique. Cet argument 
est toutefois insufflsant si l 'on tient compte de la non lindarit6 de la relation quantitk 
de quencher - rendement  de fluorescence 15,1~. Cette non lindaritd est like ~ la forme 
sig~o~de (non exponentielle) de la phase photochimique et peut s'expliquer par ]a 
connection des unitds photosynthdtiques (les centres photochimiques "fermds" 
peuvent transfkrer l 'excitation aux centres voisins). Si l'on tient compte de la forme 
de la relation ¢ ~ f(K) (off K ddsigue la concentration de tousles quenchers prdsents) 
qui est donnde par la Fig. 8, on voit qu'il est normal en tout ktat de cause qu'une 
certaine quantitd de quencher dkprime d 'autant  plus fortement les niveaux de fluores- 
cence que l'on se place duns une rkgion off la pente de la fonction ~ = f(K) est im- 
portante, c'est-~-dire vers les niveaux de fluorescence klev6s. 

Pour vkrifier que la phase thermique est rkellement spdcifiquement touchke par 
le m-dinitrobenz~ne h faible concentration on peut prockder de la mani~re suivante 

partir de la fonction reprksentde Fig. 8 : pour une concentration donnde de dinitro- 
benz~ne, on peut comparer la quantitd de quencher supplkmentaire Dp correspondant 
~. l'inhibition du niveau ¢p ~ celle (DI) qui correspondrait ~ l 'inhibition sur le niveau 
¢I. Cette comparaison est faite darts le Tableau I pour l'exp6rience de la Fig. 4 
(intensitd saturante). On voit que l'on a toujours Dp > DI. Cela confinne bien l'im- 
possibilitd d'expliquer les effets observds par une intervention du m-dinitrobenz~ne 
comme quencher supplkmentaire permanent (o~ l'on aurait Dp = DI). 
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Fig. 8. Re la t ion  ¢ = f(K) d 'apr~s  B e n n o u n  is. L a  concen t ra t ion  de q u e n c h e r  K a 6t6 ob tenue  
pa r  eet  a u t e u r  en m e s u r a n t  l 'aire compl6men ta i r e  des mon t6es  pho toch imiques  en DCMU ~. pa r t i r  
de chaque  n iveau  ~ (voir Malkinl~). Les  n i v e a u x  de f luorescence son t  pris dans  l 'exp6rience de 
la Fig. 4 ( intensi t6  sa tu ran te ) .  ¢p, ~I = concen t r a t ion  nul le  de dini t robenz~ne.  ~bpD l~ln, ¢ID I~B 
d in i t robenz~ne  IO -4 M. Les  q u a n t i t 6 s  Dp  et  DI de "quencher dqu iva l en t "  son t  d~termindes  sur  
la figure c o m m e  la va r ia t ion  d 'abc isse  co r r e spondan t  r e s p e c t i v e m e n t  au  passage  de 6p k ¢pDI~B 
et  de ~I ~ ~I DNB. 

T A B L E A U  I 

ESTIMATION DE; L ' I N H I B I T I O N  DES NIVEAUX ~p ,  ~ I  PAR LES " CONCENTR&TIONS ]~QUIVALENTES DE 

QUENCHER" Dp, DI D]~T]gRMIN1~ES GRAPHIQUEMENT SUR LA FIG. 8 (VOIR TEXTE)  

Concentrat ion  D p  D 1 
dini trobenz~ne (unit~s relatives) (unitds relatives) 
(YO 

I - 10  -5  2 2 

3" I° -S  5 3 
1"1o -4 14 8 
2 .1o  -4 21 14 

En intensit6 non saturante,  on peut faire la m~me v6rification graphique /~ 
part i r  des exp6riences des Figs 2 (off elle est 6vidente puisque ¢I  ne varie pas jusqu 'k 
lO -4 M) et 3. I1 est vrai  que dans le cas off l ' intensit6 n 'est  pas sa turante  on ne doit  
plus s ' a t tendre  ~ avoir  Dp ~ DI  puisque la quant i t6  de quenchers naturels prdsents 
en ¢ i  d6pend alors de l ' intensit6 (la difflcttltd peut  ~tre tourn6e pour ~1, en prenant  
(Fig. 2) le niveau Cp DCMU oh l 'on a bien avec ou sans m-dinitrobenz~ne [Q~ = o; 
pour la Fig. 3, le probl~me ne se pose pas:  en ehloroplastes aux intensit~s utilis6es 
le niveau ~1, correspond m~me en intensitd non sa turante  A [Q~ = o). Cependant la 
pr6sence d 'un  quencher suppMmentaire se t raduisant  par  une diminut ion de l ' intensit6 
vue par les centres, le niveau ~I devrai t  8tre diminu6 plus for tement  que de la quanti td 
correspondant  au quenching suppl6mentaire, aut rement  dit on devrait  avoir DI > D1,. 
Or, on v6rifie facilement t an t  pour la Fig. 2 que pour la Fig. 3 que l 'on a Dp > DI. 

Biochim. Biophys. Acta, 283 (1972) 268-278 



ACTION DU m-DINITROBENZ1~NE SUR LA FLUORESCENCE 277 

On peut donc bien conclure clans t ous l e s  cas que l 'on a u n e  inhibition sp~cifique 
de la phase thermique par le m-dinitrobenz~ne aux faibles concentrations. 

Cette constatation sera coh6rente avec ce qui a 6t6 6tabli plus haut (l'exigence 
que le ~n-dinitrobenz~ne ne modifie pas l 'activit6 photochimique) si l 'on admet qu'il 
se substitue au quencher non photochimique R. Le m-dinitrobenz~ne bloquera bien 
alors la fluorescence au niveau 41, s'il n 'est  pas sensible ~ la r6action obscure qui, 
d6truisant (r6duisant) R, commandai t  la phase thermique. Ce quenching par le 
m-dinitrobenz~ne n' intervient que sur des excitons qui, de toute faqon, auraient 6t6 
perdus pour la photochimie (soit ils auraient disparu par quenching de R, soit ils 
auraient 6t6 6mis par fluorescence), ce qui explique bien qu'on ne mesure aucune 
perte sensible d'activit6 avant  lO -4 M de m-dinitrobenz~ne. En particulier, on comprend 
bien que la compl6mentarit~ entre phase thermique de fluorescence et jet d'oxyg~ne 
soit mise en d6faut par le mqdinitrobenz~ne : alors qu'~ lO -4 M il a presque supprim6 
la phase thermique, la cin6tique d'induction de la vitesse d'oxyg~ne n 'a  subi aucune 
modification sensible. 

Cette hypoth~se d 'un site bien d6fini de fixation du m-dinitrobenz~ne ~ faible 
concentration (remplacement de R) se trouve confirm~e par l'effet diffdrentiel d 'un 
lavage d'algues incub6es en pr6sence de m-dinitrobenz~ne; on a dans ce cas persistance 
de l'effet sur la phase thermique, mais disparition de l'effet sur la phase photo- 
chimique. 

Les r6sultats de l 'action cumul6e du m-dinitrobenz~ne et du DCMU sur l'~mission 
d'oxyg~ne et les d6clins de fluorescence permettent  d'exclure l 'hypoth~se selon laquelle 
le m-dinitrobenz~ne prot6gerait les centres qu'il a touch6s de l 'action du DCMU. Les 
exp6riences en m-dinitrobenz~ne et DCMU s'interpr~tent donc simplement en sup- 
posant que le DCMU ne d6truit ou ne d~connecte que R et pas le m-dinitrobenz~ne qui 
lui est 6ventuellement substitu6. 

L'hypoth~se d'une fixation irr6versible sur le centre (action de Type I) corres- 
pondant ~ l 'action sp~cifique sur la phase thermique semble expliquer la majeure 
pat t ie  des r6sultats exp6rimentaux d~crits dans cet article. 

Toutefois elle ne permet  pas d'expliquer ce qui se passe ~ plus forte concen- 
tration. On aurait donc affaire ~ une action diff6rente (de Type 2) du m-dinitrobenz~ne 
se superposant ~ l 'action de Type I. L'action de Type 2 est r6versible (exp6riences 
de lavage) et s 'accompagne d'une inhibition des activit6s photochimiques (d~gagement 
d'oxyg~ne, phase photochimique de fluorescence, r6action de Hill, activit6 Syst~me I) s. 
Cette hypoth~se de deux modes d 'action dont l 'un seulement correspond ~ une 
fixation r6versible rend bien compte de l'6volution lente d~crite par la Fig. 5. Apr~s 
addition, la fixation irr6versible sur les centres d6place le m-dinitrobenz~ne vers les 
centres de sorte que l 'on va tendre vers une accumulation pour l 'action de Type I 
du m-dinitrobenz~ne disponible, au d6triment de l 'action de Type 2. 

Une difficult6 subsiste quant ~ l 'explication des diff6rences entre les experiences 
des Figs 2, 3 et 4. Sur algues (Figs 2 et 4), l'effet du m-dinitrobenz~ne sur le niveau 41 
est notable en intensit~ saturante alors qu'~ faible intensit6 il est n6gligeable jusqu'~ 
lO -4 M de m-dinitrobenz~ne. La sensibilit6 du niveau q~I a l 'intensit6 vue par les centres 
laisserait pr6voir la situation inverse. En se fondant sur les t ravaux de Joliot 1~, 18 on 
peut proposer l 'hypoth~se suivante: on aurait  non pas un, mais deux quenchers 
photochimiques fonctionnant alternativement,  l 'un (Q~) rapidement r6oxydable par 
A (tg~ _ I ms) l 'autre (Q~) r~oxyd6 beaucoup plus lentement (t~6 ~_ IOO ms). Aux 
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intensitds saturantes, le niveau ¢I correspondrait "g la rdduction de ces deux quenchers, 
alors qu'~ intensit6 plus faible (temps de montde de la phase photochimique sup~rieur 

la milliseconde) le niveau ¢i ne correspondrait qu'~ la rdduction de Q2. Une tendance 
du m-dinitrobenz~ne ~ se substituer ~ Q1 et non/t Q2- pourrait expliquer l 'inhibition 
de ¢I en forte lumi~re. 

Dans un r6cent article, Joliot 18 6met l 'hypoth~se d'une corrdlation entre l 'dtat 
d 'oxydat ion du c6t6 donneur du Syst~me I I  (6tats So, S 1, $2, Sa de Kok 19) et les 
quenchers Q~ et Q2- Nous avons tent6 diverses exp6riences dans cette direction en 
cherchant h mettre en 6vidence une variation de l 'action de Type I dn m-dinitrobenz~ne 
selon la pr6paration du syst~me (dtat S 1 principalement k l'obscuritd, $2 et .S a apr&s 
un ou deux flashes courts et saturants, ~quipartition des S apr~s pr~illumination) 
sans parvenir ~ une confirmation claire des diverses hypotheses impliqudes. 

RESUMt~ 

L'effet du m-dinitrobenz~ne sur les deux phases (photochimique et thermique) 
d'induction de fluorescence est 6tudi6e dans diff6rentes conditions. Le m-dinitrobenz~ne 
a u n e  action d'inhibition sp6cifique de la phase thermique pour des concentrations 
< IO -~ M. 

On propose d'interpr6ter cet effet par une intervention du m-dinitrobenz~ne 
comme quencher non photochimique se fixant irr6versiblement sur les centres off il 
se substitue au quencher non photochimique R de Delosme. Les effets observ6s 
concentration plus 61ev6e t6moigneraient d 'un second mode d'action du m-dinitro- 
benz~ne. 
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