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Abstract—We have shown that polyphenols (cinnamic and benzoic acid derivatives and flavonoids) affect
photosynthesis in isolated spinach chloroplasts and respiration in isolated potato mitochondria. With all
compounds tested, an inhibitory effect of 50% was obtained with concentrations between 20 uM and 2 mM.
Flavonoids are two to four times more active than cinnamoyl and benzoyl derivatives. CO,-dependent O,
evolution by isolated spinach chloroplasts is 3 to 8 times more sensitive than is respiration of isolated
mitochondria. The number and position of the different hydroxyl groups on the polyphenol nucleus modify the

inhibitory effect as do glycosylation and acylation.

INTRODUCTION

Un nombre important de travaux tend a cerner le
probléeme de la signification physiologique des
polyphénols dans le matériel végétal [1]. Les résultats
obtenus montrent que les polyphénols peuvent inter-
venir a trois niveaux différents: (a). Un certain
nombre de composés, parmi lesquels les flavonoides,
joueraient un rdle de protection superficielle du
végétal, notamment en interceptant certaineslongueures
d’onde courtes du rayonnement solaire incident 2, 3].
(b) La structure des polyphénols, leurs sites d’accumu-
lation et les quantités accumulées, peuvent varier
énormément d’un végétal a l'autre. Cette diversité
plaide en faveur de I'implication des polyphénols dans
les métabolismes de relation entre les plantes et leurs
biotopes [4-6]. Toutefois, certains métabolismes sec-
ondaires pourraient, au cours de [’évolution, avoir
perdu toute signification et ne figurer qu’a titre ‘vestig-
ial’ [7]. (c) Enfin, il est possible d’envisager une inter-
vention éventuelle de ces composés au niveau des
fonctions essentielles des cellules végétales et notam-
ment en ce qui concerne fes phénoménes de croissance
[8, 9]

Face a cette hétérogénéité de fonctions physiologi-
ques, il était intéressant de savoir si les polyphénols,
Ou au moins certains parmi eux, avaient une action sur
la photosynthése et la respiration. Des travaux impor-

Abréviations: MOPS: morpholinopropane sulfonic  acid;
EDTA: ecthylene diamine tetraacetate; MV: methyl-
viologene; TMPD: tetramethyl p-phenylene diamine

dihydrochloride; FCCP: carbonylcyanide p-trifluoromethoxy-
phenylhydrazone; BSA: bovine serum albumine; PPO:
polyphenoloxidase.
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tants ont été déja réalisés dans cette voie [10~15] et le
présent travail a pour objet d’étudier les effets de
divers types moléculaires polyphénoliques sur le fonc-
tionnement des chloroplastes et des mitochondries
isolés.

RESULTATS

Influence des polyphénols sur la
mitochondries isolées

respiration de

Différents tracés oxygraphiques obtenus a partir de
préparations convenables, montrent que les
mitochondries isolées oxydent trés correctement le
malate, le succinate et le NADH. Dans la mesure ou
le milieu renferme de la sérum albumine de boeuf, les
indices de contrdle respiratoire ainsi que les rapports
ADP/O mesurés au cours de ’oxydation des différents
substrats sont en outre tres satisfaisants. Dans le cas
des mitochondries de tubercule de pomme”de terre,
qui ne présentent pas de voie insensible au cyanure
branchée en dérivation sur le pool des ubiguinones,
I’addition de cyanure au milieu d’incubation provoque
une inhibition totale et brutale de la consommation
d’oxygeéne (résultat non montré). La Fig. 1 montre que
I’addition de kaempférol (0,3 mM) au milieu d’incuba-
tion provoque une inhibition de la consommation d’
O, par les mitochondries qui oxydent le succinate en
présence d’ADP (stade III) ou d’un découplant tel que
FCCP. L'utilisation de malate ou de NADH comme
substrats conduit a des conclusions identiques. L’in-
hibition observée, qui n’est donc pas levée par addi-
tion d'un découplant semble indiquer que le
kaempférol est un inhibiteur de la chaine de transport
des électrons.
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Fig. 1. Effet du kaempférol sur la vitesse d’oxydation, au stade III, du succinate par les mitochondries isolées

de pomme de terre. Les concentrations indiquées sont les concentrations finales dans le milieu réactionnel

(volume final: 3,2 ml). Les nombres mentionnés le long des traces représentent des nmol d’0. consommée
par min et par mg de protéine mitochondriale.

Cependant, quelle que soit la concentration en
kaempférol utilisée, nous avons constaté que la con-
sommation d’O, n’est jamais complétement inhibée.
Cette ‘respiration’ résiduelle, qui n’est inhibée ni par
le cyanure ni par I'antimycine A, est en fait imputable
a la présence d’une activité polyphénol-oxydasique
dans nos préparations de mitochondries obtenues par
centrifugation différentielle, le kaempférol constituant
un substrat acceptable pour cette enzyme.

Nous avons en effet montré qu’en absence de
NADH ou d’un substrat du cycle de Krebs, 'addition
de kaempférol a des mitochondries entraine une con-
sommation d'O, insensible au cyanure. Par ailleurs, la
purification des mitochondries par centrifugation sur
gradient de densité de saccharose, qui  permet
d’éliminer en grande partie la polyphénoloxydase tout
en améliorant les propriétés oxydatives des
mitochondries, supprime presque totalement cette
consommation d’0, insensible au cyanure.

Nous avons montré que la consommation d’O, sen-
sible au cyanure, induite par le couple ascorbate-
TMPD qui injecte ses électrons directement sur le
cytochrome ¢ localisé sur la face externe de la mem-
brane interne [16], n’est pas inhibée aprés addition de
kaempférol au milieu d’incubation. Un tel résultat
démontre par conséquent que le site d’inhibition du
kaempférol, dans la chaine de transport des électrons,
est localisé en amont du cytochrome c.

Il est bien connu que I'absence de BSA dans le
milieu de mesure [17] abaisse nettement la valeur du
contrdle respiratoire et, donc, la qualité du fonction-
nement des mitochondries isolées. En I'absence de
BSA, la sensibilité au kaempférol est beaucoup plus
grande: on obtient un début d’inhibition pour des
concentrations 10 fois plus faibles, de l'ordre de
30 uM. Cependant, I’addition a posteriori de 0.1%
BSA rétablit une respiration normale. L’addition
d’une petite quantité de poudre de polyamide sur
laquelle les aglycones flavoniques sont capables de

s’adsorber, au moins en milicu neutre ou acide, reste
sans effet.

Nous avons étudié, en outre, la relation éventuelle
entre l'inhibition polyphénolique et la quantité de
mitochondries présente dans le milieu. Dans nos con-
ditions expérimentales, I'inhibition de la consomma-
tion d’O, par les polyphénols, (ici 1'acide cinnamique
a 1,5mM) est trés peu influencée par des quantités
croissantes de protéines mitochondriales (de 0,1 2
0,4mg). Cest vraisemblablement pour des apports
plus importants de mitochondries qu'une éventuelle
relation stoechiométrique pourrait étre observée.

Effet inhibiteur de différents types polyphénoliques

Tous les composés polyphénoliques utilisés ont un
pouvoir inhibiteur plus ou moins prononcé sur le
fonctionnement des mitochondries. Cependant, les
polyphénols en C 15 (flavonoides), au moins ceux du
groupe des flavones (apigénine) et flavonols, sont
globalement (galangine, fisétine, kaempférol,
quercétol et son derivé dihydrogéne, la taxifoline) plus
actifs sur le fonctionnement de la chaine de transport
des électrons (0,1-1,0 mM pour 50% inhibition) que
leurs homologues des séries cinnamique et benzoique
(1-2mM) (acide cinnamique, coumarique, caféique,
ferulique, benzoiques p-OH-benzoique, proto-
catechnique, gallique et Dicamba v.s.).

Pour un méme type de noyau polyphénolique, il n'y
a pas de différence systématique d’effet liée & la nature
et a la position des substituants. Toutefois, dans la
série benzoique, le Dicamba (acide dichloro 3.6-
methoxy-2 benzoique, un herbicide), porteur de 2
atomes de chlore, est nettement plus inhibiteur que les
molécules naturelles de la méme série.

De plus, dans la série flavonoidique, la galangine
(sans OH sur le noyau B) et la fisétine, (flavonol ne
différant du quercétol que par I'absence de OH en 3)
sont les plus actifs des flavonols. Parmi les flavanonols,
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Tableau 1. Concentrations des composés phénoliques permettant d’obtenir une

inhibition de 50% soit du dégagement d’O, chez les chloroplastes intacts isolés de

feuilles d’épinard, soit de la consommation d’oxygéne chez les mitochondries
isolées de tubercules de pommes de terre

Mitochondries Chloroplastes
(avec BSA) (sans BSA)
Composés polyphénoliques (M pour 50% inhibition)
Fisétine 240 28
Kaempférol 243 30
Acide benzoique 1200 320
Acide gallique 1500 600
Acide cinnamique 1720 210
Acide caféique 1480 550

la taxifoline (ou dihydroquercétol) a une activité nette-
ment plus faible que celle du flavonol correspondant,
le quercétol. Ce résultat tend a montrer que la struc-
ture de I’hétérocycle flavonoidique joue un réle non
négligeable sur le pouvoir inhibiteur.

Nous avons, en outre, suivi les effets de quelques
glycosides ayant le quercétol ou le kaempférol comme
aglycones: la rutine, le spiraeoside et le tiliroside. Le
spiracoside a un effet inhibiteur proche de celui de
l’aglycone correspondant, le quercétol, alors que la
rutine est nettement moins active. En revanche, le
tiliroside a une activité 10 fois plus grande que le
kaempférol. Les modalités de son action sont actuelle-
ment en cours d’étude. Au total, nous pouvons con-
clure que la glycosylation et la formation de complexes
peuvent modifier le pouvoir inhibiteur de ’aglycone.
Cette modification est sans doute liée a plusieurs
facteurs: la masse moléculaire du dérivé, la position
des OH glycosylés, la nature chimique des substituants
et la plus ou moins grande liposolubilité du dérivé
obtenu.

Influence des polyphénols sur la photosynthése des
chloroplastes isolés

Différents tracés oxygraphiques obtenus a partir de
préparations convenables montrent que les chloro-

0,

¢ biPi

plastes intacts produisent 2 la lumiére de 'oxygene,
dans la mesure ou le milieu renferme du bicarbonate
et de petites quantités de phosphate. En trés bon
accord avec les travaux de Walker [18], l’installation
du dégagement d’O, s’effectue le plus souvent apres
une phase de latence plus ou moins longue. Toutes les
préparations de chloroplastes qui renfermaient moins
de 80% de chloroplastes intacts (classe A) et dont la
vitesse de dégagement d’O, ne dépassait pas
40 wmol/hr/mg chlorophylle ont été systcmatiquement
éliminées.

Effets d’un flavonoide sur la vitesse de dégagement
d’oxygéne de chloroplastes isolés. La Fig. 2 montre
leffet du kaempférol sur la vitesse de dégagement
d’0, par les chloroplastes intacts (classe A). L’inhibi-
tion totale est obtenue pour une concentration en
kaempférol égale 2 60 uM. A cette concentration,
nous n’avons pas obtenu d’effet notable sur le trans-
port des électrons, en utilisant des thylakoides avec le
méthylviologéne ou le ferricyanure comme accepteurs
finaux d’électrons.

La Fig. 3(a) montre, quen présence de
méthylviologéne, l'addition d’une quantité limitante
d’ADP aux thylakoides provoque une stimulation de
la consommation d’0,. Lorsque tout 'ADP a été
phosphorylé en ATP, la vitesse de la consommation

¢ biPi

t—-

Fig. 2. Action de kaempférol sur le dégagement d’oxygéne par des chloroplastes isolés de feuilles d’épinard. Les
nombres portés le long des tracés représentent des wmol d’O, dégagé par mg de chlorophylle et par heure.
¢: Chloroplastes; L; lumigre; bi: bicarbonate de Na (10 pM); Pi: NaH,PO, (0,5 mM); K: kaempférol.
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Fig. 3. Action du kaempférol sur les photophosphorylations.
Les thylakoides sont obtenus a partir de chloroplastes intacts
subissant un choc osmotique dans I mil d’eau distiliée. On
compléte le milieu réactionnel par 1 ml de milicu de phos-
phorylation & concentration double. Noter le trés léger effet
découplant de kaempférol. ¢: chloroplastes; L.: lumiére; MV:
0.5 mM; ATP; 0,5 mM; ADP: 0,1 mM; NH,Cl: 3mM. PS:
contrdle photosynthétique.

d’O, se ralentit. Cette figure montre également que
I"faugmentation de la vitesse du transport des éiectrons
induite par FADP est supprimée lorsque le milieu
renferme du kaempférol & la concentration de 60 wM.

Par contre, le kaempférol est sans effet sur la stimu-
lation du transport des électrons induite par un

découplant tel que NH,Cl (Figs. 3(a) et (b)). Ces
résuitats démontrent, par conséquent, que le
kaempférol est wun inhibiteur des photophos-

phorylations et expliquent aisément I'inhibition par le
kaempférol du dégagement d’O, induit par le bicarbo-
nate chez le chloroplaste intact (Fig. 2).

Effets de divers composés polyphénoliques. Les
flavonoides a <0,5mM (pour 50% inhibition)
(exceptés la flavone et le dihydroquercétol) provo-
quent une inhibition plus importante du dégagement
d’oxygene (avec CO, comme accepteur final des
électrons) que leurs homologues des séries cinnamique
et benzoique (>2,5 mM exceptés acides cinnamique et
benzoique). Rappelons qu'une situation analogue se
rencontre  pour la consommation d'O, par les
mitochondries.

Globalement, (Tableau 1) les concentrations neces-
saires pour inhiber la consommation d’oxygéne par
des mitochondries sont 3 a 8 fois plus élevées que
celles nécessaires pour inhiber le dégagement d’O, par
des chloroplastes intacts. (Rappelons cependant que
tous les milieux utilisés pour la mesure de la respira-
tion par les mitochondries, renfermaient de la BSA.)

Dans la série benzoique, notons I'absence d’effet
inhibiteur sur le dégagement d'O, des acides
protocatéchique et vanillique, et ce, pour des concent-
rations supérieures a 1,5 mM. Par ailleurs, contraire-
ment aux mitochondries, on ne retrouve pas chez le
chloroplaste, I'effet inhibiteur spécialement prononcé
du Dicamba par rapport a 'acide benzoique ou p. OH
benzoique . Dans ce groupe, tout se passe comme si la
substitution sur le noyau benzénique d’un radical OH
ou Cl diminuait le pouvoir inhibiteur. La méme re-
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marque peut s’appliquer aux dérivés de la série cin-
namique.

Dans la série flavonoidique,
indiqué p()ur les mitochondries:
sont les plus actifs des flavonols.
les dérivés glycosylés que nous
n'avons décelé aucune activité inhibitrice du
bpudcusluc et de la rutine aux concentrations actives
de T'aglycone correspondant. Par contre. le tiliroside
présente un trés fort pouvoir inhibiteur.

Dans de nombreux cas. aprés Vinhibition du
dégagement d’0O,, une consommation d'O; s’installe.
Cette consommation pourrait étre la conséquence
d’une activité PPO au sein du chioroplaste: en effet. la
présence de ces enzymes a ['intérieur de ces organites
parait étre bien établie [19].

Cependant, il est étonnant de constater qu'on ob-
serve également une consommation d’oxygene avec
des polyphénols qui sont classiquement considérés
comme étant de mauvais substrats des PPO. Quoiqu'il
en soit, cette consommation ne dépasse jamais: 10%
de Plintensité du dégagement d’oxygéne (sauf pour la
galangine ol 'on arrive & 20%). Pratiquement, ces
activités parasites ne wmodifient pas ordre des
composés classés en fonction de leur activité inhibit-
rice totale (ainsi, l'activité corrigée de la galangine
reste supérieure a celle du quercétol).

on retrouve l'ordre
galangine et fisétine

ETn re aut concarne
il €O 4ul onderine

avons utilisés, nous
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Les résultats rapportés dans ce travail montrent
qu'au niveau des organites isoiés intacts, les
polphénols possedent un pouvoir inhibiteur tant sur la
respiration que sur la photosynthése. lLa demi-
inhibition du dégagement ou de [absorption
d’oxygéne est obtenue pour des concentrations vari-
ables allant de 20 uM a 2 mM.

En ce qui concerne la respiration, la mesure de
Pinhibition observée par Stenlid [14. 15] sur les phos-
phorylations oxydatives, par une méthode de dosage
de T'ATP formé, dans les mitochondries isolées
d’hypocotyle de concombre, donne des valeurs qui
concordent globalement avec les inhibitions de la con-
sommation d'0O, obtenues dans nos conditions
expérimentales sur mitochondries de pomme de terre.
Koeppe et Miller [10] ont suggéré que le kaempférol
est un inhibiteur des phosphorylations mitochondriales
dans la plantule de mais étiolé. Cependant, nos
expériences font apparaitre clairement. au niveau des
mitochondries isolées de tubercules de pomme de
terre que le kaempférol est un inhibiteur de la chaine
de transport des électrons. Ce résultat n’exclut pas
I’éventualité d’une quelconque inhibition du facteur de
couplage. Nos préparations de mitochondries et de
chloroplastes étant associées a des activités PPO non
négligeables, on peut se¢ demander si cette activité
enzymatique n’entrainerait pas la formation de dérivés
nettement plus actifs. Un essai de préincubation
d’acide caféique en présence de mitochondries ne
renforgant pas son pouvoir inhibiteur, il semble, par
conséquent que ce ne soit pas le cas. En ce qui
concerne l'effet du kaempférol sur les chloroplastes,
nos observations sont en accord avec celles de
Schneider [20].

Le kaempférol inhibe le fonctionnement du facteur
de couplage des chloroplastes. En revanche. il est sans
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effet sur celui des mitochondries. Dans ce dernier cas,
il se pourrait que le kaempférol ne puisse pas traverser
la membrane interne et, par conséquent, inhiber le
facteur de couplage localisé sur la face interne de la
membrane interne. La situation est totalement
différente dans le cas des thylakoides isolés, le facteur
de couplage étant alors tourné vers le milieu extérieur
et, par conséquent, directement accessible aux
molécules de kaempférol.

Si on compare les effets des différents types de
polyphénols sur la photosynthése et la respiration, un
parallélisme intéressant se manifeste dans 'importance
des effets obtenus par chaque série chimique: Dans
chaque cas, les flavonoides sont les plus efficaces et,
tout spécialement les flavones et les flavonols. Dans le
cas des chloroplastes, Veffet inhibiteur est
généralement d’autant plus accentué que le nombre de
substituants est plus faible (avec ’exception de la
flavone). Pour les mitochondries, la situation est moins
claire. Les effets observés sur chloroplastes et
mitochondries in wvitro dans nos conditions
expérimentales, ont-ils leur équivalent in vivo? 1l est
bien difficile de le dire aujourd’hui, malgré la
réputation de phytotoxines faite a la plupart des
polyphénols.

Dans le matériel qui les produit, ces molécules
paraissent assez bien séparées in vivo des mitochon-
dries: rares ont été les résultats expérimentaux mon-
trant leur présence ou celle d’enzymes concernant leur
biosynthése au niveaun de ces organites. Par contre, ces
substances sont étroitement associées aux plastes.
Oecttmeier et Heupel [21] mettent en évidence des
flavonoides dans les chloroplastes d’épinard et des
résultats analogues avaient été obtenus chez d’autres
végétaux [22-25] ou encore dans des plastes situés
dans des organes sécréteurs {26]. De plus, il apparait
maintenant bien établi qu’une partie au moins des
enzymes de la voie de biosynthése de ces composés est
localisée dans le plaste [27]. 11 nous faut donc main-
tenant envisager que des polyphénols puissent étre au
contact des thylakoides. Y atteignent-ils des concent-
rations telles qu’elles puissent entraver le bon fonc-
tionnement de la photosynthése? Cette question
mérite analyse et I'étude de la relation entre le site
chloroplastique contribuant a Pélaboration
polyphénolique et les grands sites d’accumulation vac-
uolaire des glycosides constitue sans nul doute une
étape actuellement trés importante pour la
compréhension de ce métabolisme.

Drautres aspects du probleme ne doivent cependant
pas étre négligés, en particulier la signification
physiologique profonde de la présence d’une activité
PPO 2a l'intérieur de certains plastes (dont le chloro-
plaste d’épinard) reste & découvrir.

MATERIEL ET METHODES

Les tubercules de pomme de terre (Solanum tuberosum L.
var. Bintje) sont pelés et coupés en petits cubes. Ils sont
broyés pendant 30 sec a l'aide d’un broyeur Moulinex dans
un milieu d’extraction composé de mannitol 0,3 M; EDTA,
1 mM; tampon MOPS, 10mM, pH 7.4; cystéine, 4 mM;
sérum ablumine de boeuf, 1 g/l. Le broyat obtenu est filtré
rapidement sur une toile & bluter de 50 um de vide de
maille. Les mitochondries sont ensuite extraites du filtrat
selon les technigues décrites par Bonner [28]. Dans certains
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cas, elles sont purifiées selon une méthode décrite
antérieurement [29]. Les épinards (Spinacia oleracea L.) sont
récoltés sur le terrain de culture du laboratoire. Les chloro-
plastes intacts de classe A [30] sont extraits [31, 32]. Pour
chaque extraction, le pourcentage de chloroplastes intacts
présents dans la suspension initiale est calculé [33].

Les vitesses de dégagement ou de consommation
d’oxygeéne par les organites sont mesurées a 25° a I’aide d’une
électrode a oxygeéne selon les techniques conventionnelles
[34]. Le milieu réactionnel utilisé pour le dégagement d’O,
par les chloroplastes intacts est décrit par Heber [32] pour
I’étude des photophosphorylations, le milieu de I’électrode a
la composition suivante: sorbitol 0,3 M; tampon phosphate
10 mM, pH 7,4; MgCl, 4 mM; I'accepteur d’électrons étant le
méthylviologéne. Pour les mitochondries, le milieu
réactionnel est le suivant: mannitol 0,3M; KCl 10 mM;
MgCl, 5 mM; BSA 1%; tampon phosphate 10 mM, pH 7,2.
Les chlorophylles sont dosées selon la méthode de Arnon
[35], les proteines selon la méthode de Lowry et al. [36].

Les polyphénols sont injectés sous forme de solutions
éthanoliques. La concentration finale en alcool ne dépasse
jamais 3%. Nous avons systématiquement vérifié que les
quantités d’alcool introduites restent sans effet sur la photo-
syntheése et la respiration.
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