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Ageing of the photosynthetic apparatus II. Synergetic effect of light and ageing in vitro
on the photochemical activities of isolated spinach chloroplasts

The consequences of chloroplast ageing in vitro were further investigated, especially
on the photochemical activities of these organelles.

Ageing of chloroplasts in dark was accompanied by decreases in activities for
photohydrolysis and cyclic and non-cyclic syntheses of ATP, photoreduction of NADP+

and O2 evolution; but there was no decrease in ferricyanide photoreduction. The rates
of decrease in these activities were comparable to the rate of increase in chloroplast
volume. Complete inhibitions were reached when maximum chloroplast swelling had
occurred, i.e. after 5 to 6 hr of incubation at 20° C in a Tris-NaCl (pH 8) medium.
Ageing in the light resulted in much accelerated decreases in activities tested; the loss of
capacity for light-induced shrinkage was also accelerated by the light during ageing.
Thus, light acts synergetically towards the ageing process. Moreover, light and, to a
less extent, dark ageing, resulted in an uncoupling of chloroplast photophosphorylation
and associated electron flow measured by ferricyanide photoreduction. The part of the
electron flow which is induced by coupling (+ ADP, Pi, MgCl2, pH 8) or by uncoupling
(+ NH4C1, pH 7) was found to be very sensitive to light ageing. The NADP*
photoreduction loss was restored by addition of the ascorbate-DCPIP electron donor
system, suggesting that ageing interferes with the integrity of photosystem II.

In many respects, these effects of ageing are comparable with the action of
detergents and fatty acids on the structure and photochemical activities of chloroplasts,
especially in that they attack the energy transducing mechanism in chloroplasts.

Dans un article precedent (1), nous avons montre que les chloroplastes Isolds
d'dpinard subissent, a l'obscurite et au pH optimum de 8, un lent gonflement.
Parallelement a l'augmentation de volume des chloroplastes, la capacite de ces
organites a se contracter sous Faction de la lumiere diminue. Nous avons aussi
montre que la lumiere se comporte comme un agent de synergisme qui a pour effet
d'accelerer le processus de gonflement qui se deYoule lentement a l'obscurite et
d'accentuer, dans une meme proportion, l'inhibition de la capacity de contraction
des chloroplastes. Ces observations nous ont conduit a formuler l'hypothese que
le gonflement des chloroplastes pourrait etre une expression du vieillissement de
ces organites in vitro. En effet, le gonflement des chloroplastes est accompagn6
d'une deterioration de l'appareil photosynthdtique comme le temoignent les examens
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au microscope electronique (2, 3). La disorganisation du reseau lamellaire semble
aussi avoir pour consequence une diminution des activites photosynthetiques de
ces organites dont la capacity a se contracter sous l'action de la lumiere ne
reprdsenterait que l'un des aspects (1). Le present travail est consacr6 a l'etude
de 1'evolution des principales activites photochimiques chez des chloroplastes isoles
en voie de vieillissement.

Materiel et methodes

L'isolement des chloroplastes et la determination quantitative des chlorophylles
sont effectues comme nous l'avons d£crit prec6demment (/). Le vieillissement des
chloroplastes in vitro est obtenu par un sejour prolong^ de ces organites (1 mg de
chlorophylle/ml), a l'obscuritd ou a la lumiere, dans un milieu contenant du NaCl
(175 mM) et du Tris-HCl (lOOmin, pH 8). L'eclairage est fourni par une lampe a
incandescence Philips Comptalux de 150 w (3,45 X 105 ergs-cm^-sec"1). C'est
au cours de ce vieillissement, aux temps d'incubation indiqu6s dans chacune des
experiences, que des prelevements de chloroplastes sont effectu6s pour la determina-
tion des diverses activites photochimiques. Pour obtenir le maximum d'activite,
celles-ci sont determinees dans un melange reactionnel hypotonique contenant
generalement 35 mM de NaCl et 20 mM de Tris-HCl (pH 8), a une temperature de
20°C et en presence de lumiere (lampe a incandescence de 150 w) dont Pintensite
est egale a 3,45 X 105 ergs-cm^-sec-'.

Le flux d'electrons est mesure par la capacite des chloroplastes a photoreduire
le ferricyanure de K ou le NADP* dans le melange reactionnel de base (MR)
suivant: NaCl (35 mM); Tris-HCl (20 mM, pH 8); MgCl2 (5 mM); chloroplastes
(12 /ig de chlorophylle/ml); ferricyanure de K (0,5 mM) ou NADP+ (0,2 HIM) +
ferredoxine en exces. Le temps de reaction est de 7 mn. a 20°C.

La photophosphorylation est determinee dans le melange reactionnel suivant:
NaCl (35 mM); Tris-HCl (20 mM, pH 8); MgCU (5 mM); KHjPO, (0,5 mM);
ADP (0.5 mil); chloroplastes (50 /ig de chlorophylle/ml); phenazine methosulfate
(20 pbM) pour des conditions cycliques et ferricyanure de K (0,5 nw) pour des condi-
tions non cycliques. Les reactions sont ,effectuees a 20°C et pendant 2 mn.

L'adenosine triphosphatase (ATPase) est determinee dans le melange reaction-
nel suivant: NaCl (35 mM); Tris-HCl (20 mM, pH 8); MgCh (5 mM); 1-cysteine
(50 mM); ATP (1 mM); chloroplastes (50 /*g de chlorophylle/ml). La reaction se
deroule pendant 15 mn. a 20°C et comme dans le cas de la photophosphorylation
est arretee par addition d'acide trichloracetique (7%). La liberation de Pi (ATPase)
ou la disparition de Pi (photophosphorylation) est estimee d'apres la methode de
HORWTTT (4).

Le degagement d'O2 est mesure polarographiquement a l'aide d'une electrode
a O2 (type de CLARK) reliee a un enregistreur, dans le melange reactionnel suivant:
NaCl (35 mM); Tris-HCl (20 mM, pH 8); MgCU (5 HIM) ; ferricyanure de K (1,0 mM);
chloroplastes (50 /j,g de chlorophylle/ml).

La ferredoxine est prepare a partir de feuilles d'epinard par precipitations
successives a l'acetone puis isoiee sur une colonne de DEAE-cellulose (5).
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Resultats

La Fig. 1 montre quelle est l'influence d'une incubation prolongee des
chloroplastes sur l'activite de photoreduction du ferricyanure en fonction du temps
d'incubation. Les chloroplastes sejournant a l'obscurite commencent par subir
une activation de leur capacite de photoreduction qui au dela de 45 mn.
d'incubation, diminue lentement pour atteindre une inhibition de l'ordre de 20%
apres 5 a 6 h. A la lumiere, la capacite de photoreduction des chloroplastes, d'abord
stable pendant 45 mn., diminue regulierement pour atteindre 45% d'inhibition apres
5 a 6 h. d'incubation. Places dans les memes conditions, les chloroplastes subissent
une inhibition plus rapide de leur capacite a degager l'oxygene; cette inhibition
atteint 95% apres un sejour de 5 h. d'incubation a l'obscurite et de 2 h. seulement
a la lumiere (Fig. 2). La lumiere a done un effet synergique prononce sur la
diminution du degagement d'O2 qui se produit a l'obscurite.

Le phenomene de contraction des chloroplastes est intimement lie au transfert
d'energie dans les thylakoides (6", 7). Or, sachant que la capacite des chloroplastes
a se contracter sous l'action de la lumiere diminue fortement en fonction de la duree
d'incubation des plastides (I), nous l'avons comparde, dans les memes conditions
experimentales, a Pactivitd de photophosphorylation. La Fig. 3 montre que la
photophosphorylation cyclique des chloroplastes incubes a l'obscurite subit une
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Fig. 1 (a gauche). .Influence d'un sejour prolonge de chloroplastes in vitro
a l'obscurite (O) et a la lumiere (O). sur la capacite de photoreduction du
ferricyanure. Reduction du ferricyanure a l'obscurite par des chloroplastes
ayant sejourne a obscuriti et a la lumiere {%). La valeur 100% correspond a
588 //moles de ferricyanure reduit/mg de chlorophylle/h. (moyenne de 10
experiences).
Fig. 2 (a droite). Influence d'un sejour prolonge de chloroplastes in vitro
sur la capacite a degager de l'O2. Les symboles sont les memes que dans
la Fig. 1. La valeur 100% correspond a 72 //moles d'O2 degage/mg de
chlorophylle/h. (moyenne de 5 experiences).
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inhibition reguliere qui est totale apres 5 h. Celle-ci est beaucoup plus rapide pour
des chloroplastes ayant sejourne a la lumiere; apres 2 h. d'incubation dans ces
conditions, la synthese d'ATP est pratiquement nulle. L'hydrolyse de 1'ATP sous
l'action de la lumiere est, elle aussi, inhibee par une incubation prolonged des
plastides. Mais la difference entre l'activitd des chloroplastes provenant de
l'obscurite et de la lumiere est nettement moins marquee que dans le cas de la
photophosphorylation (Fig. 4). II est intdressant de noter que l'activite ATPasique
mesurde a l'obscurite n'est que peu modified par un sdjourprolongd des chloroplastes
a 20°C. II existe done une activite addnosine triphosphatase remanente qui n'est
pas affectee par le traitement considered

Les resultats precedents indiquent que le vieillissement des chloroplastes in
vitro altere davantage le mecanisme de transfert de l'energie (photophosphorylation,
ATPase, phdnomene de contraction) que celui du transfert d'electrons per se. Le
Tableau 1 presente la difference de sensibilite de la phosphorylation cyclique et non
cyclique vis-a-vis du vieillissement des chloroplastes in vitro. Cette difference est
particulierement nette apres une incubation de 45 mn. ou l'on peut noter une
inhibition beaucoup plus grande de la photophosphorylation non cyclique. Cette
difference s'amenuise au cours du temps et disparait apres 195 mn. peViode au bout
de laquelle l'activite est pratiquement nulle. Cependant, pour les 2 types de
phosphorylation, une incubation a la lumiere est, dans une premiere phase, plus
inhibitrice qu'une incubation a l'obscuritd.

Nous avons vu que le vieillissement des chloroplastes in vitro a pour consequence

HEURES HEURES
Fig. 3 (a gauche). Influence d'un sejour prolong^ de chloroplastes in vitro
sur la phosphorylation cyclique. Les symboles sont les memes que dans la
Fig. 1. La valeur 100% correspond a 171 pmoles de phosphate esterifie/mg
de chlorophylle/h. (moyenne de 5 experiences).
Fig. 4 (a droite). Influence d'un sejour prolong^ de chloroplastes in vitro
sur l'activite adenosine triphosphatase. Les symboles sont les memes que
dans la Fig. 1. La valeur 100% correspond a 34 /(moles de phosphate
hydrolys6/mg de chlorophylle/h. (moyenne de 4 experiences).
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Tableau 1
Influence d'un si jour prolonge de chloroplastes isolis sur la capadti de

photophosphorylation cyclique et rum cyclique

Photophosphorylation en pour cent d'inhibition par rapport
_ ,. . a l'activite initiate en fbnction du temps d'incubationConditions" . . . . . / • ,preliminaire (mm)

CYCLIQUE
Incubation a l'obscurite
Incubation a la lumiere

NON CYCLIQUE
Incubation a l'obscurite
Incubation a la lumiere

0

(141) "
(141)

( 78)
( 78)

45

24

47

56

86

90

68

88

70

90

135

85

93

78

95

195

91

96

86

99

' Les conditions d'incubation des chloroplastes et de photophosphorylation sont decrites dans
la section Materiel et methodes.

' Les chiffres ( ) correspondent a la quantite de Pj est6rifie en //moles de Pj/mg de chlorophylle
/h. au debut de l'experience (temps 0).

d'inhiber davantage le m^canisme de synthese d'ATP que celui du transport
d'electrons. II 6tait done interessant de determiner si la part du flux d'electrons
induite par un couplage (+ Pi, ADP et Mg++) ou par un d^couplage (+ NH«C1)
est aussi sensible a un vieillissement que la photophosphorylation ou, au contraire.
presente une resistance comparable a celle du transport d'electrons. Conformdment
a ce que Ton pouvait attendre, une addition de phosphate ou de phosphate et d'ADP,
a pH 8, stimule la photoreduction du ferricyanure (Tableau 2). Le meme effet
est obtenu a pH 7 en presence de NH<C1. Gette stimulation du flux d'electrons
est maintenue, voire accentuee lorsque les chloroplastes sejournent a l'obscuritd

Tableau 2
Influence d'un sejour prolonge de chloroplastes holes sur I'augmentation de la

photoreduction due a un couplage ou a un agent dicouplant

Composes ajoutes "

Aucun

Phosphate

Phosphate, ADP

Aucun

NH«C1

pH

8,0

8,0

8,0

7,0

7,0

Photorecluction du
pour une

0

100*

215

276

160

352

Obscuritc;
45

(min)

140

276

284

304

393

ferricyanure
incubation

225

80

108

88

161

148

en pour cent du controle
des chloroplastes

0

100*

215

276

160

352

Lumiere
45

(min)

92

80

108

64

80

225

56

54

64

48

57

° Les conditions d'incubation des chloroplastes et de photoreduction du ferricyanure sont
decrites dans la section Materiel et methodes. Les autres melanges r6actionnels con-
tiennent en outre, comme indique, KH2PO4 (5 HIM, pH 8), ADP (2 mja) ou NH.C1 (2mu).

* 100% correspond, suivant l'epoque de l'annee a 80-600 //moles de ferricyanure r6duit par mg
de chlorophylle et par h.
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Tableau 3
Restauration de la phototeduction de NADP* en presence d'ascorbate (-\-DCPIP) chez

des chloroplastes vieillis a l'obscurite ou a la lumiere

/imoles de NADPH formees/mg de chlorophylle/h.
_ . en fonction du temps d'incubation
C o n d i t i o n s ,,• • . , . .

preliminaire (nun)

Chloroplastes incubes a l'obscurite
MR seul
MR+ascorbate-DCPIP
Rapport des activit6s

Chloroplastes incubes a la lumiere
MR seul
MR + ascorbate-DCPIP
Rapport des activites

0

83

72

0,87

83

72

0,87

45

82

65

0,79

14

68

4,86

90

81

67

0,83

14

68

4,86

300

42

59

1,40

1

39

39,00

* Les conditions d'incubation des chloroplastes et de photoreduction de NADP* sont d6crites
dans la section Materiel et methodes. Dans les melanges rfactionnels complets, la quantit6
de chloroplastes correspond a 15 pg de chlorophylle/ml et les concentrations d'ascorbate et de
dichlorophenol-indophenol (DCPIP) sont de 0,67 mM et de 33,3 fiM, respectivement.

pendant 45 mn. II faut attendre 225 mn. d'incubation pour que la stimulation de
photoreduction due au couplage ou a l'action d^couplante de NH<C1 disparaisse.
Ainsi, un sejour des chloroplastes a l'obscurite n'altere que lentement le mecanisme
responsable du couplage et du decouplage. Contrairement a ce qui se passe a
l'obscurite, ce mecanisme est extremement sensible a l'action d'un sejour prolong^
des chloroplastes a la lumiere. En effet, apres 45 mn. deja, toute la part du flux
d'electrons due a un couplage et a un decouplage a disparu.

Lorsque le ferricyanure est utilise comme accepteur d'electrons, la photore'duc-
tion des chloroplastes n'est que peu sensible au vieillissement in vitro, a l'obscurite
(v. Fig. 1). Un sejour prolonge a la lumiere n'accentue que dans une faible mesure
l'inhibition de 1'activite de photoreduction. Lorsque le NADP* est utilise comme
accepteur d'electrons (Tableau 3) 1'activite de photoreduction des chloroplastes
incubes a l'obscurite diminue faiblement et dans les memes proportions que celles
observees en presence de ferricyanure. Pour les chloroplastes ayant sejourne a la
lumiere, il en va tout autrement: la capacite de reduction du NADP* est fortement
inhibee et devient nulle apres 45 mn. d£ja. Celle-ci peut 6tre restauree en presence
d'un donneur d'electrons, par exemple, le couple ascorbate-DCPIP. La restaura-
tion de l'activite est particulierement remarquable dans le cas des chloroplastes
ayant sejourne a la lumiere; le rapport des activites atteint 39 apres 5 h. d'incubation.

Discussion

L'etude du gonflement des chloroplastes in vitro (8) nous a amene a considerer
ce phenomene comme le resultat de processus attribuables au vieillissement (1, 9).
A l'origine, cette hypothese de travail nous a ete suggeree par le fait que Parchitec-
ture structurale des chloroplastes isoies ayant subi un gonflement, soit par une
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hypotonicitd accrue du milieu de suspension, soit sous l'action prolongee de la
lumiere, est desorganisee (2, 3) d'une maniere comparable a celle de chloroplastes
ages in situ ou carences en azote au cours de leur croissance (JO). En outre, la
disorganisation de l'ordonnance des lamelles plastidiales, notamment en presence
de lumiere, est associee a des reactions de peroxydation (11) et de lyse des lipides
(12) qui, precisement caracterisent les systemes membranaires de particules
cytoplasmiques en voie de vieillissement ou de deterioration (13).

II est bien clair que les modifications structurales et biochimiques qui
accompagnent le gonflement des chloroplastes in vitro vont a leur tour affecter les
activites photosynthetiques des chloroplastes. En effect, qu'il s'agisse de la synthese
(v. Fig. 3) ou de l'hydrolyse d'ATP (v. Fig. 4), de la capacite des chloroplastes a se
contracter sous l'action de la lumiere (1), du degagement d'O2 (v. Fig. 2) ou de la
photoreduction de NADP* (v. Tableau 3), ces activites sont deprimees dans les
chloroplastes ayant sejourne a l'obscurite. La dur6e du sejour necessaire a
l'obtention d'une inhibition complete varie de 4 a 6 h., temps qui est g^neralement
requis pour un gonflement maximum des chloroplastes a l'obscurite (/). Un s6jour
des plastides isoles en presence de lumiere accelere non seulement le gonflement des
chloroplastes mais, simultanement, l'inhibition des activites etudiees. La lumiere
est done un agent de synergisme.

De toutes les activites photochimiques mesurees chez des chloroplastes ayant
sejourne a Pobscuritd et a la lumiere, la photoreduction du ferricyanure constitue
une exception. En effet, cette activity est beaucoup plus r&istante que les autres
a une incubation prolongee des chloroplastes (v. Fig. 1). Ainsi, dans nos conditions,
le vieillissement des chloroplastes in vitro a pour effet de decoupler le flux d'electrons
et la photophosphorylation qui lui est associee. Ce decouplage explique probable-
ment l'apparente acceleration de la photoreduction du ferricyanure chez des
chloroplastes ayant sejourn6 a l'obscurite (v. Fig. 1). Cet effet de decouplage est
encore plus prononc6 lorsque les chloroplastes vieillissent en presence de lumiere
(comparer les donn^es des Tableaux 1 et 2).

Les changements de structure et des activitds photochimiques des chloroplastes
au cours de leur vieillissement in vitro sont comparables, a bien des egards, k ceux
qui resultent d'une fragmentation des chloroplastes par sonication (14) ou par un
traitement aux detergents (15-17). En ce qui concerne la structure tout d'abord,
plusieurs auteurs ont montre que des detergents comme le dodecylbenzene sulfonate
(25), les acides alkenylsucciniques (16) et le Triton-X (17) provoquent un gonflement
des chloroplastes. En outre, il est intdressant de relever que ces detergents ont 6t6
reconnus comme des inhibiteurs de la contraction des chloroplastes. Ainsi, les
detergents et le vieillissement a I'obscurit6 ont, apparemment du moins, le meme
effet sur la structure des chloroplastes. Dans le cas du vieillissement, l'action
synergique de la lumiere peut etre comparee a l'effet d'une concentration croissante
du detergent ou a une duree d'incubation plus longue des chloroplastes en sa
presence.

En ce qui concerne les activitds photochimiques, la meme similitude peut etre
etablie entre les consequences d'un vieillissement des chloroplastes in vitro et Faction
des detergents. Par exemple, ANDERSON et BOARDMAN (18) ont montre qu'en
fonction du temps d'incubation dans 0,5% de digitonine, les chloroplastes presentent
une activite de photordduction du ferricyanure plus resistante que celle du NADP+.
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Les memes resultats sont obtenus chez des chloroplastes vieillissant (comparer les
donnees de la Fig. 1 et du Tableau 3) ou ayant subi une sonication (19). Mais la
similitude la plus remarquable concerne sans doute Peffet decouplant provoque par
un vieillissement des chloroplastes in vitro (v. Fig. 1, Tableaux 1 et 2) et celui
qu'entraine une sonication (14) ou un traitement des chloroplastes par le Triton-X
a 0,007% (17). La grande sensibility du mecanisme de la photophosphorylation
vis-a-vis d'un vieillissement in vitro est en outre illustr£e par le fait que la part du
flux d'electrons due a un couplage en presence des reactifs de la photophosphoryla-
tion (ADP, Pi, Mg++) ou a un ddcouplage en presence de NH^Cl est tres rapidement
inhibe'e (v. Tableau 2). En effet, un sejour des chloroplastes pendant 45 mn. a la
lumiere suffit a abaisser le flux d'electrons a son niveau initial. Un effet analogue,
provoque par des concentrations croissantes de digitonine a ete observe1 par IZAWA
et GOOD (20) sur la reaction de HILL en presence et en absence de l'agent decouplant,
m6thylamine.

Un autre parallelisme frappant peut £tre £tabli entre les consequences d'un
vieillissement (a l'obscurite ou a la lumiere) et l'action des acides gras sur le volume
et les activite's photochimiques des chloroplastes. En effet, plusieurs auteurs ont
montre que l'hydrolyse enzymatique des lipides endogenes est conside'rablement
accrue chez des chloroplastes sdnescents (21) ce qui a pour consequence d'augmenter
la concentration en acides gras libres dans le plastide principalement en acide
linolenique (11, 12, 21-23). Or, il a £te demontre par GRESSEL et AVRON (14)
que la lipase pancreatique et la phospholipase A, ajoutdes a des chloroplastes frais,
avaient pour consequence de decoupler les photoreactions d'une maniere comparable
a celle d'un vieillissement in vitro. L'augmentation de la teneur en acides gras
libres, notamment de l'acide linolenique, dans le chloroplaste au cours du vieillis-
sement pourrait etre responsable non seulement de l'effet de decouplage observe
(21) mais encore du gonflement des chloroplastes (3). Toutefois, en ce qui concerne
l'action des acides gras sur le volume des chloroplastes, un point demeure obscur.
En effet, MURAKAMI et NOBEL (3) ont montrd que les acides laurique, st^arique
et oldique se comportaient comme des agents de gonflement des chloroplastes a
l'obscurite (pendant les 30 premieres minutes d'incubation) mais qu'ils inhibaient
le gonflement des chloroplastes a la lumiere. Ainsi, le processus de gonflement des
chloroplastes active1 par la lumiere (v. Fig. 1 dans la References 1) ne semble pas
pouvoir s'expliquer par une simple amplification par la lumiere du phenomene
qui se produit a l'obscurite et qui aurait pour cause l'accumulation d'acides gras
libres.

Notons enfin que l'activite de photore'duction de NADP+, perdue chez des
chloroplastes senescents, peut-etre restauree par le couple donneur d'electrons
ascorbate-DCPIP (v. Tableau 3). Cette observation confirme les resultats de
VERNON et ZAUGG (24) et suggere que le vieillissement des chloroplastes, surtout
en presence de lumiere, perturbe Pint6grite' fonctionnelle du photosysteme II.

Ce travail a pu etre r6alis£ grace a l'appui du Fonds national suisse de la recherche scientifique
(contrat No 5345) et a la collaboration technique de Melle TJOE TAN.
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