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SUMMARY 

A kinetic study of  in vivo ATP synthes& during mono- or bichromatic illumination o f  
Zea mays: Red-far red antagonist effect 

The induction phenomenon of photosynthesis can be studied with detached 
Zea mays leaves using a cyclic experimental procedure. 

1. In anaerobic conditions, photosynthetic oxygen is evolved but only after a 
variable lag time which depends on the wavelength of illumination (itis the activation 
process of oxygen release). 

2. During the lag time, net ATP synthesis reaches a constant level for 1 rain and 
then increases again during oxygen evolution. 

3. The antagonist effect between red and far red light, exhibited by oxygen 
release, also is manifested by net ATP synthesis. Photophosphorylation is partly 
inhibited by bichromatic light of (650+740) nm compared with respective mono- 
chromatic light of 650 and 740 nm. 

4. These results are discussed in terms of the opposing effects of Photosystems I 
and II during inhibition of non-cyclic electron flow or in terms of consequence of 
phenomenon controlled by the phytochrome system, taking account of the action 
spectra of the activation of oxygen release. 

INTRODUCTION 

Un v6g6tal plac6 dans une atmosph6re ne contenant pas d'oxyg6ne et de gaz 
carbonique est capable dans certaines conditions de lib6rer transitoirement de Foxy- 
g6ne photosynth6tique. La quantit6 recueillie, trop importante pour r6sulter de la 
saturation de la chaine des transporteurs, ne peut s'expliquer que par une exportation 
d'61ectrons. I1 est bien admis qu' in vivo les 6lectrons r6cup6r6s sont utilis6s pour la 
r6duction du gaz carbonique qui de ce fait devient indispensable ~t l'6mission d'une 
quantit6 importante d'oxyg6ne. Priv6e des 616ments exog6nes n6cessaires/t la photo- 
synth6se, la feuille utilise sous lumi6re des r6serves internes de CO2 que l 'on doit 
reconstituer pour obtenir un nouveau d6gagement d'oxyg~ne dans les conditions 
pr6citges ~ , 2 

Warburg et Krippahl 3 ont 6tudi6 intensivement sur chlorelles ce genre de pho- 
tosynth~se transitoire et introduit ainsi la notion de "capacit6 en oxyg&ne photo- 
synth6tique". L'adaptation aux feuilles a6riennes de leur protocole opgratoire a permis 
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de g6n6raliser certains de leurs r6sultats et en particulier de montrer  que chez le mais, 
aprbs 10 min d'anoxie, la cin6tique d'6mission d'oxygbne d6bute toujours par une 
phase de latence ou pdriode d'induction dont la dur6e ddpend de la longueur d 'onde 
de l'6clairement. Cet effet r6sulte d'un processus appel6 "activation du d6gagement 
d'oxyg~ne ''4'5, sur lequel on a pu observer un antagonisme entre les lumi6res rouge 
et rouge lointain 6'7. 

Notre objectif est de connaRre la signification du processus d'activation dont 
on peut penser qu'il refl~te les modalit6s d'utilisation du r6servoir de COz associ6 
la capacit~ en oxyg6ne photosynthdtique. 

Nous avons d6j~t 6mis l 'hypoth~se que la phase d'induction pouvait  r6sulter 
d'une inhibition directe du fonctionnement de la cha]ne des transporteurs d'dlectrons 
laquelle, pour des raisons de structure, serait temporairement inapte ~ remplir sa 
fonction ~ la fin d'une p6riode d'obscurit6 sous azote. II est 6galement possible d'en- 
visager une inhibition indirecte par saturation des transporteurs d'dlectrons due ~t 
l'impossibilit6 pour le CO z interne d'acc6der au site de r6duction photochimique 8. 

Dans l '6tat actuel de nos connaissances il est difficile d'aller plus avant dans le 
choix d'une hypoth~se sans analyser, parall61ement aux cin6tiques d'6missions d'oxy- 
g6ne, l 'un des processus coupl6 au transfert d'61ectrons et susceptible de gouverner 
l 'utilisation du gaz carbonique, fi savoir la synthbse d'ATP. 

MATERIEL ET METHODES 

Une feuille de ma[s (Zea mays), pr61ev6e sur des plants adultes (2 ~t 3 mois) 
cultivds en serre, est d6coup6e dans le sens longitudinal en quatre fragments d'environ 
250 mg que l 'on dispose dans une cellule thermordgul6e h 25 °C. Cette dernibre peut 
Etre balay6e en circuit ouvert par des m61anges gazeux provenant de bouteilles sous 
pression. Lorsqu'il s 'agit d 'azote pur le courant gazeux est orient~ vers un analyseur 
ampdrom6trique de traces d'oxyg6ne (Elcoflux, Har tmann et Braun). 

La lumi6re est fournie par un monochromateur  solaire ~t haut flux dans le 
visible 9. 

Le protocole op6ratoire consiste en premier lieu g 6clairer les fragments de 
feuille sous azote j usqu'~ ce que la vitesse d'6mission d'oxyg~ne soit quasiment nulle. 
La quantit6 ddgag6e repr6sente la capacit6 en oxyg6ne et traduit l '6puisement des 
r6serves internes en COz disponible. Celles-ci sont en partie reconstitu6es au cours de 
l '6tape ultdrieure off les fragments sont mis h l'obscurit~ en prdsence d'un m6tange air  
plus l% COz pendant 5 rain; dans la phase suivante ils sont ~ nouveau balay~s par  
de l 'azote d 'abord ~t l'obscurit6 10 rain puis ~ la lumi6re 15 rain. 

A condition d'utiliser des mdlanges gazeux satur6s en vapeur d'eau il est possible 
d'effectuer des cycles de ce genre avec une bonne reproductibilit6 pendant quelques 
heures. 

Les r6sultats prdsent6s concernent fi la fois les cin6tiques d'6mission d'oxyg6ne 
et les variations du niveau interne d 'ATP observ6es pour des 6clairements de longueur 
d 'onde variable. 

La mesure du taux d 'ATP n6cessitant un protocole destructif, l'6tude des 
6changes gazeux s'effectue lors des premiers cycles obscurit~-lumi~re sur l 'ensemble 
des fragments, aprbs quoi ceux-ci peuvent ~tre prdlev6s tour ~ tour au cours des cycles 
ult6rieurs, lls sont alors fix6s et broy6s tr6s finement dans l 'azote liquide. La poudre 
est aussit6t reprise darts la formamide. Les compos6s phosphoryl6s sont s~par6s par  
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61ectrophor6se haute tension (1500 V) ~t basse temp6rature (0 °C) sur papier Wha tman  
3 M M  imbib6 d 'un  t ampon :  pyridine-acide ac6t ique-eau (1: 10: 89, v/v/v) de pH 3.5. 
Apr6s 61ution de la bande contenant  I 'ATP celui-ci est dos6 par voie enzymatique au 
moyen  du syst~me phosphoglyc~rate kinase (EC 2.7.2.3) et glyc~rald6hyde-3-phos- 
phate d6hydrog6nase (EC 1.2.1.9) t°. 

RESU LTATS 

Le protocole op6ratoire adopt6 permet  de d6terminer sur les m~mes fragments 
de feuille les cin6tiques de d6gagement d 'oxyg6ne et de synth~se nette d 'ATP.  D ' u n e  
feuille & l 'autre les rdsultats sont suffisamment reproductibles pour  @tre compar6s 
directement;  apr6s les 10 rain d 'obscurit6 sous azote le niveau d ' A T P  est voisin de 
10 nmoles par mg de chlorophylle. 

(1) Experiences en lumi~re monochromatique 
On compare  les r6sultats obtenus respectivement sous les 6clairements isoquan- 

tiques (N=7.35-1019 pho tons . s  -~ .m -2) )l 650 nm et 740 nm. Dans le premier cas, 
pendant  la phase d ' induct ion du d6gagement d 'oxyg6ne ou phase d 'act ivat ion (Courbe 
1, Fig. 1), la quanti t6 d ' A T P  (Courbe 1, Fig. 2) croit au tours  de la premi6re minute  
pour  rester ensuite quasi stationnaire. Puis parall~lement ~ l 'appari t ion de l 'oxyg6ne 
on assiste ~_ une nouvelle synth6se qui donne un niveau max imum vers 3 min. Par 
contre  sous 2 740 nm, l '6mission d 'oxyg6ne est tr~s faible (Courbe 2, Fig. 1) alors que 
la cin6tique d 'appar i t ion  de I 'ATP  est apparemment  monophasique,  l '6tat stat ionnaire 
6rant atteint au bout  de 1.5 h 2 rain (Courbe 2, Fig. 2). 
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Fig. 1. Cin6tiques d'6mission d'oxyg6ne obtenues sous 6clairements: monochromatiques 2 650 nm 
{Courbe 1), ,~, 740 nm (Courbe 2), ;t 650 nm pr6e6d6 par 30 s de lumi/~re rouge lointain X 740 nm 
(Courbe 4); biehromatique X (740+650) nm (Courbe 3). Dans chaque cas la feuille de Z. mays, 
balay6e h 25 °C, par un courant d'azote pur, est 6clair6e apr6s une p6riode d'obscurit6 de 10 min. 
Le hombre de photons incidents utilis6s pour chaque longueur d'onde est identique N=7.35.1019 
p h o t o n s -  s - 1 "  m -2. 

Fig. 2. Variations du niveau d'ATP in vivo sous ,1. 650 nm (Courbe 1), )1 740 nm (Courbe 2) et )t 
(740+ 650) nm (Courbe 3). Les conditions exp6rimentales sont identiques h celles d~zrites dans la 
16gende de la Fig. 1. Chaque point repr6sente le r6sultat moyen de six exp6riences dont le coefficient 
de variabilit6 maximum est de 15 %. 
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11 faut rappeler que 2 740 nm est la longueur d 'onde la plus efficace dans le 
processus d'activation: avec l'6nergie utilis6e, il suffit de pr66clairer pendant 30 s pour 
que le d6gagement d'oxyg6ne soit imm6diat sous un 6clairement hv u ult6rieur (Courbe 
4, Fig. 1) 5'6 . 

(2) ExpOriences en lurnikre bichromatique 
Le m6me type d'exp6rience est renouvel6 en lumi6re bichromatique. On super- 

pose au rouge lointain 2 740 nm un 6clairement 2 650 nm. Le nombre de photons 
incidents est toujours identique pour chaque longueur d 'onde de sorte que le flux 
lumineux r6sultant est le double de celui utilis6 dans les exp6riences pr6c6dentes. 

Au niveau du d6gagement d'oxygbne (Courbe 3, Fig. 1) on observe une phase- 
d'induction dont la dur6e, voisine de 1.5 min, est trbs sup6rieure au temps d'activation 
sous 2 740 nm seule (30 s). Au cours de cette induction le niveau d 'ATP (Courbe 3, 
Fig. 2) reste inf6rieur/i celui mesur6 dans les m~mes conditions sous 2 740 ou 650 nm; 
il ne s'accro~t qu'avec l 'apparit ion de l'oxyg~ne, d'une mani~re qui semble plus rapide 
que sous l'6clairement monochromatique 2 650 nm. 

Au d6but de l'6clairement la lumi6re rouge annule donc les effets du rouge loin- 
tain: l'effet antagoniste entre ces deux lumi~res, d6fii observ6 sur le processus d 'activa- 
tion du d6gagement d'oxyg6ne 7 et sur le bilan global des r6actions de phosphoryla- 
tions qui lui sont associ6es I t se retrouve par cons6quent sur la synth~se nette d'ATP. 

La concentration d 'ATP in vivo est 5. chaque instant le r6sultat global des 
r6actions de synth6se et de consommation. Dans nos conditions exp~rimentales, en 
l 'absence d'oxyg6ne, on peut supposer sans grande erreur que l'est6rification du 
phosphate min6ral au sein de la feuille d6coule en majeure partie d'un processus de 
photophosphorylation.  La quantit6 d 'or thophosphate disparu pendant un temps 
donn6 permet alors d'estimer par d&aut, compte tenu d'une 6ventuelle activit6 phos- 
phatasique, la quantit6 d 'ATP r6ellement form6 pendant le m~me temps. On rappelle 
qu'au cours des 30 premibres secondes d'illumination cette quantit6 est voisine respec- 
t ivement de 250, 120 et 60 nmoles par mg de chlorophylle pour les 6clairements 2 740, 
650 et (740+ 650) nm H. En lumi~re bichromatique les phosphorylations sont donc 
fortement diminu6es. I1 faut signaler au surplus que le rapport  de la quantit6 de phos- 
phate est6rifi6 ~t celle d 'ATP mesur6e est le m~me, voisin de 25, pour les trois 6claire- 
ments. Cette derni~re information tend ~. montrer  que le m6tabolisme du phosphate 
en aval de I 'ATP ne d6pend pas de la nature de l'6clairement et que par cons6quent 
en lumi6re bichromatique 2 (740 + 650)nm c'est bien la synth6se d 'ATP qui est inhib6e. 

DISCUSSION 

D'autres  auteurs ont observ6 dans diverses conditions et sur des organismes 
photosynth6tiques vari6s des effets d'inhibition semblables ~. ceux que l'on vient de 
d6crire et que l 'on peut qualifier d'effets Emerson n6gatifs. 

Au niveau du d6gagement d'oxyg~ne on rappelle les travaux d'Emerson lui- 
m~me ~2, puis ceux de Rabinowitch et coll, TM 14: ces derniers constatent que la photo- 
synthbse stationnaire des chlorelles sous lumibre rouge est en partie inhib6e par l 'ap- 
port de lumibre rouge lointain. Plus r6cemment Adler 15 met en 6vidence un effet 
Emerson n6gatif au cours de la p6riode d'induction de la photosynthbse de l'algue 
verte unicellulaire Ankistrodesmus braun#. Aucun de ces effets antagonistes n'est pris 
en compte dans les th6ories classiques et il est h priori difficile de savoir, compte tenu 
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des conditions exp6rimentales tr~s diff6rentes, s'ils r6sultent d'un m6me m6canisme. 
Au niveau de la synth~se d 'ATP on peut citer les travaux de Tagawa eta[ .  ~6 qui 

montrent,  sur des chloroplastes bris6s et privds d'oxyg~ne, que les photophosphoryla-  
tions cycliques observdes sous 2 708 nm en l 'absence de N A D P  + sont inhib6es lorsque 
l 'on ajoute une lumi6re rouge 2 663 rim. Toutefois cette inhibition n'est pas instantan6e 
et n 'apparai t  qu'apr6s 4 rain au cours desquelles la quantit6 d 'ATP produit est supd- 
rieure ~t celle mesur6e sous 2 708 nm seule. Par contre l ' inhibition est imm6diate si 
l '6clairement bichromatique est pr6c6d6 d'une illumination 2 663 nm suffisamment 
longue. L'interpr6tation donn6e par ces auteurs est fond6e sur les effets oppos6s des 
systbmes photochimiques vis h vis des processus d'oxydo-r6duction de la chaine des 
transporteurs d'61ectrons dont une fraction doit rester partiellement oxydde pour que 
les photophosphorylations cycliques puissent fonctionner normalement. Au cours de 
l '6clairement bichromatique il arrive un moment  oit celles-ci sont inhib6es car la 
lumi6re 2 663 nm entralne un flux non-cyclique d'61ectrons, qui en l 'absence de 
N A D P  +, provoque la r6duction totale de la chaine des transporteurs. 

Plus rdcemment Yin et al. 17 ont 6gatement montr6, en 6tudiant l'effet de synergie 
d 'Emerson,  que la synth~se d 'ATP chez des cellules isol6es de patates douces est in- 
hib6e en lumi~re bichromatique (708 + 640) nm, uniquement sous anoxie, par rapport  
aux lumi~res monochromatiques respectives. Ces auteurs ne donnent ni indications 
cin6tiques ni explication sur ce ph6nom6ne. 

Nos r6sultats montrent  qu'il est 6galement possible de mettre en 6vidence, sur 
organisme intact plac6 en anoxie et tant  que l'oxyg6ne de photosynth~se n 'apparai t  
pas, un effet antagoniste entre les lumi6res rouge et rouge lointain sur la synth~se 
d 'ATP. Or les effets pr6c6demment citds ont 6t6 observ6s en l 'absence d'accepteur 
d'61ectrons ce qui fair qu'en aucun cas l'oxyg6ne n'aurait  pu se d6gager. L'analogie 
entre les deux situations, in vitro et in vivo, nous incite h d6fendre lath6se quienvisage 
le temps de latence de l'6mission d'oxyg~ne chez le mais comme la cons6quence d 'un 
manque d'accepteur d'61ectrons au site de r6duction. Cette explication est 6galement 
donn6e par Walker et al. 18 et plus r6cemment Schfirmann et al. 19 pour rendre compte 
des phases d'induction sur chloroplastes: certains interm6diaires du cycle de Calvin 
sont absents au moment  de l'6clairement, la fixation du CO2 n'est pas possible et le 
pouvoir r6ducteur form6 n'est pas utilis6. Finalement nous acceptons, sans d6mon- 
stration directe, que les ph6nom~nes observds in vivo sont li6s au fait que le CO2 des 
r6serves internes, pour une raison qui reste ~ pr6ciser, ne peut pas momentan6ment  
servir d'accepteur d'61ectrons. Dans cette optique le temps de latence mesur6 sur le 
d6gagement d'oxyg6ne se trouve impos6 par la vitesse du processus conduisant 
l 'utilisation du NADPH.  

Si le m6tabolisme du CO2 est limit6, comme pour les chloroplastes, par la 
synth6se de certains interm6diaires phosphoryl6s du cycle de Calvin, la production 
d 'ATP devient le processus fondamental dont d6pend la dur6e de la phase d'induction. 
Ce point de vue implique qu'une quantit6 d 'ATP, ind6pendante de la longueur 
d'onde, est utilis6e pour passer de l '6tat initial (d6but de l'6clairement) ~t l'6tat corre- 
spondant ~t l 'activation totale (d6but de l'6mission de l'oxyg6ne). Puisque nous avons 
montr6 qu'il existe une relation directe, quelle que soit la longueur d'onde, entre la 
quantit6 d 'ATP r6ellement form6 et le niveau mesur6, tout au rnoins dans le domaine 
de temps qui nous int6resse, l 'hypoth~se ci-dessus se traduit  dans notre contexte ex- 
p6rimental par l'existence d'un seuil sur la concentration d 'ATP en dessous duquel 
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l '6mission d'oxyg6ne n 'est  pas possible. Les r6sultats pr6sent6s sur la Fig. 2 peuvent  
grossi~rement s ' interpr6ter  de cette mani~re, le seuil 6tant  situ6 entre 17 et 20 nmoles  
d ' A T P  par  mg de chlorophylle.  Nous rappelons en effet que sous 2 740 nm, 30 s 
suffisent & provoquer  l 'ac t ivat ion totale. L'effet antagonis te  observ6 ne serait ainsi 
qu ' une  manifes ta t ion  des effets d6crits par l '6quipe d ' A r n o n  dans la s i tuat ion particu- 
li~re ofa le flux non-cyclique d'61ectrons est bloqu6. Toutefois  il faut signaler que nous  
n 'avons  jamais  enregistr6 la coop6rat ion t ransi toire  entre les deux longueurs d 'onde  
signal6e par cette 6quipe mais au contraire une moindre  phosphoryla t ion dbs les 
premibres secondes d '6clairement bichromatique.  Le m6canisme in vivo n'est  donc pas 
aussi simple que sur chloroplastes et peut  m~me ~tre tout/~ fait diffOrent. 

C'est  en patt ie  pour  cette raison qu ' i l  nous semble encore utile d 'envisager la 
deuxibme hypothbse faisant intervenir  un photor6cepteur  6tranger aux deux photo-  
syst6mes classiques. El[es est essentiel lement fond6e sur les allures des spectres d 'ac-  
t ion,  6tablis sur la phase d ' induc t ion  du d6gagement d 'oxygbne et d6jS. publi6s v, qui 
sont  trbs voisines de celles des spectres d ' absorp t ion  du phytochrome.  On voit  en effet 
sur la Fig. 3 (Courbe 1) que seule la lumibre rouge lo in ta in  aux environs de 2 740 n m  
est part icul ibrement efficace pour  activer le d6gagement d 'oxygbne tandis  que reffet 
antagonis te  ( inhibi t ion partielle de l 'ac t ion de 2 740 nm) est max imum entre 650 et 
660 nm (Courbe 2). Une  coincidence aussi forte avec les spectres d ' absorp t ion  du 
phytochrome m6rite d'etre soulign6e et mont re  que l 'explication fond6e sur l 'opposi-  
t ion des Systbmes I et I I n e  dolt  pas ~tre pr6sent6e comme la seule possible. Toutefois  
il est pr6matur6 d 'envisager plus en d6tail un  contr61e de ce genre de ph6nombne 
d ' induc t ion  par le syst~me phytochrome sans acqu6rir davantage d ' in format ions ,  
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Fig. 3. Spectres d'action du processus d'activation du d6gagement d'oxyg~ne obtenus en lumi~res 
monochromatiques 2 (Courbe 1) et bichromatiques (740 + ~.) nm (Courbe 2). La feuille de Z. rnays, 
balay6e 5̀  25 ";C par un courant d'azote, est 6clair6e 5̀  la 106me minute, d'abord par une lumi6re de 
[ongueur d'onde 2 pendant 15 s, puis sous 480 nm pendant 10 rain. Le hombre de photons pour 
chaque longueur d'onde est identique N= 7.35.1019 photons, s -1 .  m -2. On mesure 5̀  l'issue de cha- 
que pr6illumination le temps de latence r6siduelle du d6gagement d'oxyg6ne sous 2 480 nm; par 
d6finition le taux d'activation est 6gal 5̀  100 si la phase d'induction est supprim6e, il est nul si la 
dur6e de I'induction est identique ~ celle mesur6e apr/~s une pr6illumination 2 480 nm. La variation 
du taux d'activation entre ces deux limites est repr6sent6e par la Courbe 1 qui permet ainsi de corn- 
parer relativement 5. 2 480 nm l'efficacit6 des diff6rentes longueurs d'onde test6es. Le m6me type 
d'analyse est r6p6t6 pour des pr66clairements bichromatiques (740+ ~) nm; les valeurs moyennes 
du taux d'activation sont report6es sur la Courbe 2. Le coefficient de variabilit6 maximum obtenu 
sur un grand hombre d'exp6riences est de 10~. 
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Les spectres d ' ac t ion  sur ta synth~se d ' A T P ,  don t  t '6 tude est ac tue l l emen t  en cours,  
rnont re ront  pa r  exemple  s ' i l  y a parall61isme entre  p h o t o p h o s p h o r y l a t i o n  et  ac t iva t ion  
du d6gagement  d 'oxyg6ne quel le  que soi t  la  longueur  d 'onde .  D ' a u t r e  pa r t  de nouvel les  
techniques  devront  atre mises en oeuvre pou r  ob ten i r  des r6sul tats  plus directs  sur le 
fonc t ionnement  du Photosys t6me II  et  sur le flux d'61ectrons. 

RESUME 

Un pro toco le  exp6r imenta l  cyclique pe rme t  d '6 tudier  sur  feuilles d6tachdes de 
Z e a  mays  les phdnom~nes d ' i nduc t i on  de la photosynth6se .  

1. Sous couran t  d ' azo t e  pur  l 'oxyg~ne de photosynth~se  n 'es t  6mis qu 'apr6s  
un t emps  de la tence  dont  la  dur6e d6pend de la longueur  d ' onde  de l '6c la i rement  
(ac t iva t ion  du d6gagement  d 'oxyg~ne).  

2. A u  cours  du temps  de la tence la synth~se net te  d ' A T P  a t t e in t  un p l a t e a u  qui 
peu t  durer  une minu te  avant  de r epa r t i r  lorsque l 'oxyg6ne apparaR.  

3. L'effet  an tagonis te  entre  les lumi6res rouge et  rouge lo in ta in  mis en 6vidence 
sur le d6gagement  d 'oxygbne  se re t rouve  au niveau de la synth6se ne t te  d ' A T P .  Les 
pho tophospho ry l a t i ons  sont  pa r t i e l l emen t  inhib6es au cours d ' un  6clai rement  b ichro-  
ma t ique  (650 + 740) nm par  r a p p o r t  aux lumi6res m o n o c h r o m a t i q u e s  respect ives  650 
e t  740 nm. 

4. Ces r6sultats  sont  interpr6t6s comme pouvan t  ~tre, soi t  la mani fes ta t ion  des 
effets oppos6s des Syst6mes pho toch imiques  I e t  I I  dans  la s i tua t ion  part icul i~re off 
le flux non-cycl ique d'61ectrons est bloqu6, soit  la cons6quence de ph6nom6nes con- 
tr616s pa r  le syst~me p h y t o c h r o m e  compte  tenu des spectres d ' ac t ion  de t ' ac t iva t ion  
du d6gagement  d 'oxyg6ne.  
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