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SUMMARY 

E~ect of ferredoxin on electron transfer and photophosphorylation of spinach and bean 
chloroplasts under air 

The effect of ferredoxin on the endogenous O z absorption or evolution, photo- 
phosphorylation and NADP ÷ reduction of isolated spinach and bean chloroplasts 
has been studied under air. 

In the absence of NADP ÷, 3-(p-chlorophenyl)-I,I-dimethylurea-sensitive O 3 
absorption and photophosphorylation took place. The addition of ferredoxin enhanced 
both activities in spinach chloroplasts but slightly inhibited them in bean chloro- 
plasts. 

In the presence of NADP +, ATP/NADPH ratios were high. The addition 
of ferredoxin, which stimulates 0 2 evolution and NADP ÷ reduction more than 
photophosphorylation, decreased them until they became equal to i. 

The slight inhibition of NADP + reduction under air, as compared with nitrogen, 
was not relieved by ferredoxin. 

The results are discussed with respect to the different Q-sensit ive sites of 
isolated chloroplasts. 

INTRODUCTION 

On sait que la ferr6doxine peut intervenir dans diff6rentes voies photosyn- 
th6tiques de transfert d'~lectrons 1, chacune de ces voies pouvant  8tre coupl~e 
une photophosphorylation. En pr6sence de NADP+ en quantit6 non limitante, 
c'est un transfert non cyclique qui a lieu, avec formation de NADPH. En absence 
de NADP ÷, la ferr6doxine r6duite peut 8tre r6oxyd~e de fa~on cyclique par des 
constituants de la chaine de transfert situ6s en amont d'elle; elle peut 6galement 
intervenir dans un cas particulier du transfert non cyclique, fonctionnant avec 
02 comme accepteur terminal d'6lectrons 2. Ce dernier type de transfert fonctionne 
~galement en presence de cofacteurs autoxydables ~, ou de fa~on endog~ne 4. L'activitd 
endog&ne est particuli~rement 61ev6e avec des chloroplastes isolds de fa¢on h limiter 
leurs pertes en enzymes solubles~: le passage de l 'azote dans l 'air s'accompagne 

Abr6viation : CMU : 3-(p-chlorophdnyl)-i,  i-dim~thylurde. 
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d'une augmentation importante de la phosphorylation, mSme en pr6sence de NADP ÷, 
dont la r~duction est alors diminu6e 6, avec un ralentissement simultan6 du d6gagement 
apparent d'O3L L'existence m6me d'une phosphorylation li~e ~ la pr6sence de 1'O 3 
laisse supposer que ce dernier intervient ~ proximit6 du Systfime I. Deux sites d'action 
de 1'O 3 ont 6t6 d6crits ~ ce niveau (voir ref. 7): la ferr6doxine elle-mfime 3 et le r6duc- 
teur primaire produit par le Syst~me I ~-~0 

De nombreux auteurs ont envisag6 l'hypoth~se d'un r61e r~gulateur de 1'O 3 
dans diverses activit6s photosynth6tiques telles que l'6mission d'O311, les transferts 
d'~lectrons et la photophosphorylation13, ~3 ou les r6actions enzymatiques du cycle 
de Calvin 1~. I1 nous a donc paru utile d'6tudier les interf6rences possibles entre la 
r6duction de l'oxyg~ne et celle du NADP + et les cons6quences qu'elles pourraient 
avoir sur le rapport  ATP/NADPH. 

MATt~RIEL ET TECHNIQUES 

Les plantes employ6es: @inard (Spinacia oleracea L. var. America) et f~ve 
(Vicia faba L. var. de S~ville, ~ longue cosse) sont cultiv6es en aquiculture, sur milieu 
synth6tique 15, dans des conditions d'6clairement assurant une bonne croissance 
v~g6tative, soit 15000 lux pendant 12 h (temp6rature: 23 °) en alternance avec 
12 h d'obscurit6 (temp6rature: I6 °) pour l '@inard et 4000 lux pendant 12 h et 12 h 
d'obscurit6, ~ 2o °, pour la f6ve. L'humidit6 relative est de 7 ° %. 

Le choix de ces plantes est dfi k la diff6rence de sensibilit6 de leurs chloroplastes 
~1'O 2. 

Les chloroplastes d '@inard sont extraits comme d~crit pr~e~demment 7, par 
une technique d~riv~e de celle de JENSEN ET BASSHAM 1°. Pour les chloroplastes 
de f~ve, le broyage au mixeur, ayant un effet d~coupleur, est remplac~ par une dila- 
c~ration rapide avec des ciseaux dans un tampon N-tris-(hydroxym~thyl) m~thyl- 
glycine 0.05 M, pH 8, saccharose 0.3 M, MgC13 o.oi M. Dans tous les  cas, le culot 
de chloroplastes entiers est soumis ~ un choc osmotique par remise en suspension 
dans le milieu de broyage dilu~ au I :IO, pour assurer une bonne p~n6tration des 
r~actifs. Le dosage de chlorophylle est fait selon ARNON 17. 

Le tampon de base du milieu r~actionnel est identique au milieu de broyage 
pour la f~ve et constitu~ d'un tampon acide N-2-hydroxy~thylpip~razine-N'-2- 
~thanesulfonique 0.05 M, pH 8, sorbitol 0.33 M, MgC13 I raM, MnC13 I mM pour 
l '@inard. I1 contient, en supplement, par ml, 2/,moles d 'ADP et de tampon NaH3PO 4- 
Na3HPO 4. Dans les experiences de photophosphorylation, le tampon phosphate 
contient du 33p. Les autres additions sont, s'il y a lieu, par ml: NADP: 0.5/~mole, 
ferr~doxine en quantit~ variable, CMU : IO #1 d'une solution alcoolique (concentration 
finale: 5 #M), catalase: 0.3 rag, KCN: I / ,mole.  Les chloroplastes ajout6s repr6sentent 
9O-lOO/zg de chlorophylle par ml de milieu. 

La ferr6doxine est isol6e ~ partir de feuilles d '@inard par la m6thode de HILL 
E T  BENDALL TM, avec contr61e des 6tapes de purification par 61ectrophor~se sur gel 
d'acrylamide selon DAVIS ~. Son activit6 est de 64 unit6s San Pietro/mg de prot6ine. 

Le dosage de l'oxyg~ne dissous est fait par une technique amp6rom6trique 
d6crite pr6c6demment 7. 

Pour la r6duction du NADP + et la photophosphorylation, l ' incubation se 
fait dans un appareil de Warburg, ~ 18 °, avec un 6clairement de 65ooo lux. Des 
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pr61~vements sont faits au cours du temps & l'aide d'une micro-seringue. Le NADPH 
est dos6 par spectrophotom6trie ~ 34 ° n m ,  apr~s 61imination des chloroplastes par 
centrifugation au froid ~ IOOOO × g. Pour la phosphorylation, le m61ange r6actionnel 
est d6prot6inis6 par pr6cipitation ~ l'acide trichlorac6tique (concentration finale 2 %) 
et centrifugation. La d6termination de I'ATP radioactif form6 est faite selon la 
technique d'AvRo~ ~°. 

RESULTATS 

E•et de l'addition de ferrddoxine en absence de NADP+ exog~ne 
En l'absence de NADP ÷ et de ferr6doxine exog~nes, les deux types de chloro- 

plastes absorbent 1'O~ & la lumi~re (Figs. Ia et Ib), dans une r6action de MEHLER ~1 
classique, puisque l'absorption est sensible au 3-(p-chloroph6nyl)-I,I-dim6thylur6e 
(CMU), supprim6e par addition de catalase chez l'6pinard et exalt6e par addition 
de KCN (inhibiteur de la catalase) chez la f~ve 6 qui poss~de une activit6 catalasique 
endog~ne importante. L'addition de ferr6doxine, en quantit6 d6termin6e comme 

I ,o, ° ~t-0.05)4 e 02 • ml -'1 

, }J Moles ATP • mgChl - I  

rL 
Endo + Fd 70.pg 

(ou Fd 8pg) 

a 

~¢ ,-.. b 

1 ~rn'n ~ "~''~" ......... ~. 

~1," -0.063 )4Mole 02.rot -I 

1pMoles ATP' mg Chl -'I 

Endo +Fd 70 yg 
(ou Fd 8}Jg) 

b 

Fig. I. Effe t  de la ferr6doxine sur  l ' absorp t ion  d'O~ en l ' absence  de N A D P  + exog~ne. Enre-  
g i s t r emen t s  po larographiques ,  a. Chloroplastes  d '6pinard ,  b. Chloroplastes  de f~ve. L,  lumi~re;  
O, obscuritY; Cat,  ca ta lase ;  -+- Fd ,  ferr6doxine a jout6e :  4 8 yg /ml .  - - . - - ,  la ferr6doxine es t  
pr6sente  d~s le d6but  de l ' en reg i s t rement .  

Fig. 2. Effet  de la ferr~doxine (Fd) sur  la pho t ophospho ry l a t i on  endog~ne,  a. Chloroplastes  d '6pi-  
nard .  b. Chloroplastes  de f~ve. [2, s ans  CMU; ~ ,  avec  CMU 5 ~M. io  m in  d ' i n c u b a t i o n  k la 
lumi~re.  Chl, chlorophylle .  

saturante pour la r6duction du NADP +, augmente l'absorption d'O, des chloroplastes 
d'6pinard (Fig. Ia) mais diminue 16g~rement celle des chloroplastes de f&ve (Fig. Ib). 
Un effet identique est obtenu pour la photophosphorylation concomittante, sensi- 
ble au CMU (Figs. 2a et 2b), qui n'est stimul6e par l'addition de ferr6doxine que 
dans les chloroplastes d'6pinard. 
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E~et de l'add#ion de ferr#doxine en presence de N A D P  + exog#ne 
En pr6sence de NADP +, l'absorption d'oxyg~ne fait place & un faible d6gage- 

ment avec les deux types de chloroplastes. Ce d@gagement est stimul6 par l'addition 
de ferr6doxine (Fig. 3) qui stimule 6galement la r~duction du NADP + (Figs. 4 et 5)- 
La phosphorylation est stimul6e & un moindre degr@ que la r~duction (Fig. 4). Avec 
des chloroplastes de f6ve, elle est m@me souvent tr&s peu modifi6e par l'addition 
de ferr6doxine (Fig. 5). En cons6quence, le rapport ATP/NADPH, nettement sup6- 

3 
JMoles ATP ou NADPH for*m6 .rag Ch1-1 • 

.uAtomes O2.mg Chl-1 
x 

• / 

/ /  1 . _ 
, ; , ~  , ~ , , t~ : , , { ,? )  . . . . . . .  7 . . . . .  ~ ; , , 

S 10 15 20 5 10 15 20 temps(rain) 

Fig. 3- Effet  de ]a ferr@doxine sur  ]e d@gagement d 'O 2 des chloroplas tes  d '6p ina rd  k la lumi@re 
en pr6sence de ]NADP +. Courbe I, s ans  ferr@doxine ; 2, ferr@doxine 8 fig/m] ; 3 ; ferr~doxine 4 ° ffg/ml. 
On  ob t i en t  le m&me type  de courbes  avec des chloroplas tes  de f~ve, k condi t ion  d 'op6rer  en  pr@sence 
de KCN,  car  s inon,  la r@absorption de 1'O 2 est  masqu6e  pa r  l 'act ivi t6  ca ta las ique .  Ch], chlorophylle .  

Fig. 4. Effet  de la ferr6doxine sur  la pho tophosphory ]a t i on  et  la r@duction du  N A D P +  des ch]oro- 
p las tes  d '6p inard .  , pho t ophospho ry l a t i on ;  --  --  - - ,  r6duct ion  du  N A D P  +. i ,  sans  ferr@- 
doxine ;  2, ferr6doxine 8 /*g/m]; 3, ferr6doxine 4 ° /*g/nil. Chl, chlorophyl]e.  
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Fig. 5. Effet  de la ferr@doxine sur  la pho t ophospho ry l a t i on  et la r6duct ion  du  N A D P +  des chloro- 
p las tes  de f~ve. - - ,  pho tophosphory l a t i on ;  --  --  --  r@duction du NADP+.  + Fd ,  ferr6doxine 
a jou t6e  4 ° ffg/ml. Le CMU (5 #M) est  a jout6  au  m o m e n t  indiqu6 sur  la figure. 

Fig. 6. Effet  de la ca ta lase  sur  le d6gagemen t  d 'O 2 des chloroplas tes  d'@pinard en pr@sence de 
NADP~.  E n r e g i s t r e m e n t s  po larographiques .  + Fd,  ferr@doxine ajout~e 64 ffg/ml. Abr6via t ions  
voir  Fig. I. 
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rieur k I quand la ferr6doxine est limitante, devient voisin de I lorsqu'elle est saturante. 
En presence de quantit6s limitantes de ferr~doxine, l 'addition de catalase augmente 
le d6gagement d'O 2 observ6, montrant  ainsi que l'exc6dent d 'ATP form6 par rapport  
au NADPH est dfi pour une bonne part  k un transfert li6 ~t la r6duction d'O2 (Fig. 6). 

Lorsque tout le NADP + est r6duit, la synth6se d 'ATP se poursuit ~ une vitesse 
identique ~t celle que l'on observe lorsque les mesures sont effectu6es en absence de 
NADP + exog~ne. L'oxyg~ne 6mis est alors r6absorb6 (Fig. 3), cette r6absorption 
n '6tant  visible, dans les chloroplastes de f~ve, qu'en pr6sence de KCN. Absorption 
d'O 2 et phosphorylation sont sensibles au CMU. 

DISCUSSION 

Pour les chloroplastes d'~pinard, la stimulation simultan6e de l 'absorption 
d'O2 et de la phosphorylation par la ferr6doxine, en l'absence de NADP+, montre 
que dans ces conditions 1'O2 intervient soit au niveau de la ferr6doxine elle-m6me, 
qui est autoxydable 22, soit au niveau de la ferr~doxine-NADP+-r6ductase, puisque 
l 'anticorps de la r6ductase a un effet inhibiteur sur la phosphorylation a6robie se 
d6roulant en pr6sence de pyridine nucl6otide r6ductase photosynth6tique (6quivalente 

l'actuelle ferr6doxine) 23. 
En pr6sence de NADP +, nous avons vu que les rapports ATP/NADPH 61ev6s 

que l 'on observe lorsque la ferr6doxine est limitante sont dfis au fonctionnement 
simultan6 de deux syst~mes non cycliques (k NADP÷ et ~ O2). L'addition de ferr6doxine 
diminue la part  de phosphorylation li6e k la r6duction de 1'O 2 jusqu'k la supprimer 
totalement. La phosphorylation a6robie se d6roulant en conditions de ferr6doxine 
limitante doit donc d6pendre d 'un transfert d'61ectrons off 1'O2 intervient avant  
la ferr6doxine, probablement au niveau du r6ducteur primaire du Syst~me I. 

On peut penser que les deux sites propos6s existent 6galement dans les chloro- 
plastes de f~ve, puisque la variation des rapports ATP/NADPH y est analogue. 
Mais comme l'addition de ferr6doxine, en l 'absence de NADP+ exog~ne, ne stimule 
pas, ou mSme diminue la photophosphorylation et l 'absorption d'O 2 de ces chloro- 
plastes, il semble que dans les chloroplastes de f~ve, le site situ6 avant  la ferr6doxine 
soit particuli6rement sensible ~ O 2. 

La ferr6doxine elle-m~me (ou sa r6ductase), comme l'ont d~j~ observ6 ARNON 

T A B L E A U  I 

EFFET DE LA FERR]~DOXlNE SOUS AZOTE ET SOUS AIR SUR LA. PHOTOPHOSPHORYLATION ET LA 
PHOTOR]~DUCTION SE DI~ROULANT EN PRI~SENCE DE N A D P +  EXOG]~NE 

F e r r 6 d o x i n e  a j o u t 6 e :  i i o  p g / m l .  Ch lo rop l a s t e s  de  f~ve,  i o m i n  d ' i n c u b a t i o n  ~ la  lumi~re .  

Addi t ions  Phase gazeuse N A  D P  + r~duit A T P  formd A T P /  
N A  D P H  

I~moles.mg % de l'activitd 
Ch1-1. h -1 sous N z  

F e r r 6 d o x i n e  

A z o t e  4.6 i oo i o 2. i 
A i r  3.6 78 24 6.6 
A z o t e  46 IOO 52 i .  i 
A i r  38 82 55 1.4 
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et al. 2, semble inaccessible k 1'02 tant  que le NADP + n'est pas limitant. On s 'at tendrai t  
donc k ce que 1'02 ne puisse pas d@rimer la r6duction de ce nucl6otide. 

Or la r6duction du NADP + reste toujours 16g~rement inf6rieure sous air 
(Tableau I), le pour cent d'activit6 par rapport  h l 'azote restant sensiblement le 
m~me en presence et en absence de ferrfidoxine exoggne. I1 semblerait donc que la 
diminution de la r6duction du NADP +soit due ~t l ' intervention d'un site sans rapport  
direct avec la ferrfidoxine. I1 faut noter k cet 6gard que d'autres points d'intervention 
de 1'O 2, situ~s entre les deux syst~mes photochimiques, ont ~t~ d~crits (voir notamment 
ref. 24). 
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R]~SUMI~ 

L'effet de l 'addition de ferr~doxine sur l 'absorption ou le d6gagement endog&ne 
d'02,  la photophosphorylation et la rfiduction du NADP + des chloroplastes isol6s 
d '@inard et de f~ve a 6t6 6tudi6 en a6robiose. 

En absence de NADP +, on observe une absorption d'O z et une photophospho- 
rylation sensibles au 3-(p-chloroph~nyl)-I,I-dim6thylur6e. L'addition de ferr6doxine 
stimule ces deux activit6s dans les chloroplastes d '@inard et les inhibe 16g~rement 
dans les chloroplastes de f~ve. 

En pr6sence de NADP +, les rapports ATP/NADPH sont 61ev6s. L'addition 
de ferr6doxine, stimulant la r6duction du NADP + plus que la photophosphorylation, 
les diminue jusqu'k ce qu'ils atteignent I. 

L'addition de ferr6doxine n 'a  pas d'effet sur la diminution de la r6duction 
du NADP + dans l'air, par rapport  ~ l'azote. 

Ces r6sultats sont discut6s en function des sites sensibles ~ 1'O 2 existant dans 
les chloroplastes. 
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