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La methode hematocrite
appliquee ä la mesure des changements de volume

de chloroplastes isoles d'epinard

Par Paul Andre Siegenthaler

(Laboratoire de Physiologie vegetale

Institut de botanique, Universite de Neuchätel)
Manuscrit re?u le 1er fevrier 1968

Introduction

Plusieurs methodes ont ete proposees dans la litterature pour mesurer les changements

de structure de chloroplastes isoles.

La plupart d'entre elles sont des methodes indirectes basees sur les variations de

poids (methode gravimetrique), de densite optique (methode spectrophotometrique')
de diffusion optique (methode de la diffusion optique) et de conductivity electrique
(methode du compteur de Coulter) qui accompagnent les changements de volume des

chloroplastes. Ces methodes ont ete utilisees avec succes pour mettre en evidence les

changements de volume des chloroplastes qui suivent un traitement lumineux (Packer
et Siegenthaler,1966) ou une variation de tonicite du milieu environnant (Nishida,
1963). Cependant, ces diverses techniques presentent le desavantage de ne pas mesurer
directement le volume des chloroplastes et, souvent, sont accompagnees d'artifices
difficiles ä apprecier.

C'est pourquoi Itoh et al. (1963) et Packer et al. (1965) ont cherche ä developper
une nouvelle technique dont le principe repose sur la centrifugation des chloroplastes
et la mesure directe de leur volume Sedimente. Cette technique a ete utilisee avec
succes puisqu'elle fut ä l'origine de la decouverte du gonflement des chloroplastes ä
la lumiere (Packer et al. 1965). Cependant, le procede mis au point par ces auteurs
presente quelques inconvenients serieux. Tout d'abord, le temps de centrifugation
necessaire pour obtenir une sedimentation complete des chloroplastes est trop long
(une heure et demie) - periode au cours de laquelle les chloroplastes peuvent subir
des dommages irreversibles. En outre, dans le cas d'un traitement lumineux, une
deuxieme difficulte apparait, celle de maintenir la suspension de chloroplastes ä la
lumiere, grace ä l'emploi de tubes translucides; ce dispositif a pour consequence
d'elever d'une maniere sensible la temperature du melange reactionnel etudie.

Nous inspirant de la methode hematocrite, couramment utilisee pour mesurer le
volume des globules sanguins, nous avons cherche ä appliquer cette technique ä la
mesure du volume relatif des chloroplastes. Sans en donner les details, To lb erg
et Macey (1965) utiliserent cette methode pour etudier le comportement osmotique
des chloroplastes isoles d'epinard. Dans ce qui suit, nous decrivons la technique
chlorocrite (par analogie avec la technique hematocrite) qui permet de mesurer rapide-
ment les changements de volume de chloroplastes isoles dans diverses conditions,
notamment ä la suite d'un traitement lumineux.
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Materiel et methodes

Preparation des chloroplastes

Les chloroplastes de feuilles d'epinard sont obtenus selon le procede de Whatley
et Arnon (1963) adapte par Siegenthaler et Packer (1965).

Des feuilles d'epinard, provenant du marche local, sont soigneusement trides puis maintenues
ä l'obscurite ä 4 °C pendant au moins 24 heures pour en reduire la teneur en amidon. Apres avoir
ddtache les nervures centrales, on conserve les limbes foliaires que l'on broie ä l'aide d'un mdlangeur
electrique pendant 30 secondes dans un milieu contenant 175 mM de NaCl et 100 mM de tampon
Tris-HCl1 (pH 8,0). La suspension ainsi obtenue est filtrde ä travers 2 couches de gaze hydrophile
(qualite 10/9 de Schaffhouse) et le filtrat est centrifuge pendant 1 minute ä 200 g. La suspension
surnageante est ä nouveau centrifugee pendant 10 minutes ä 1000 g pour sedimenter les
chloroplastes. Ceux-ci sont remis en suspension dans le meme milieu d'isolement puis centrifuges ä 2000 g
pendant 10 minutes. Le sediment de chloroplastes est melange avec soin dans le meme milieu de

suspension de faqon ä obtenir une concentration finale de 1,5 ä 2,5 mg de chlorophylle par milli-
litre.

Toutes ces operations se font ä 4 °C environ et ä l'obscurite. La concentration en chlorophylle
est determinde par la methode spectrophotomdtrique decrite par Whatley et Arnon (1963) et le
nombre de chloroplastes est evalud ä l'aide d'une cellule ä compter «Thoma brightlined Assistant».

Description de la technique «chlorocrite»

Pour cette technique on utilise des tubes capillaires «hematocrite» (75 mm de

longueur; 1,3 ä 1,4 mm de diametre exterieur et 1 mm environ de diametre interieur)
et une centrifugeuse «hematocrite» (Christ, 1500 t/min) munie d'un plateau circulaire
sur lequel on peut disposer 36 tubes capillaires. Ces tubes sont remplis avec une
suspension de chloroplastes ayant generalement une concentration de 1,0 mg de

chlorophylle par millilitre. En plongeant l'extremite du tube dans la suspension de

chloroplastes et en le maintenant incline, le liquide monte facilement dans le tube par
capillarite. Celui-ci est ensuite ferme ä la flamme ä l'une de ses extremites et place
immediatement dans les sillons radiaux de la centrifugeuse en prenant soin de diriger
l'extremite fermee vers l'exterieur. On centrifuge pendant 10 minutes puis on procede,
ä l'aide d'une reglette graduee, ä la mesure de la hauteur du sediment des

chloroplastes. La section du tube etant constante, cette mesure est proportionnelle au volume
de ces organites. Le volume des chloroplastes Sedimentes (correspondant ä une
hauteur a mm) s'exprime en pour-cent par rapport au volume total (correspondant
ä une hauteur b mm) de la suspension ajoutee initialement.

a
Volume des chloroplastes Sedimentes — x 100

b
(unite arbitraire: UA)

Des chloroplastes (1 mg de chlorophylle par millilitre) mis en suspension dans une
solution de Tris-HCl (100 mM, pH 8,0) et de NaCl (175 mM) presentent generalement
un volume Sedimente (a/b X 100) voisin de 9,0 ± 0,2.

1 Abreviations utilisees: Tris-HCl: 2-amino-2 hydroxym6thyl-2-propandiol-l,3 ou tris-hydroxy-
methyl aminomdthane ajustd au pH 8,0 ä l'aide d'acide chlorhydrique. UA: unite arbitraire.
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Pour les experiences que nous decrivons dans ce travail, la mesure relative du
volume des chloroplastes est süffisante puisque ce sont les changements de volume
qui nous interessent et non pas le volume absolu des chloroplastes.

Resultats

Estimation du volume moyen d'un chloroplaste par la technique «chlorocrite »

Afin de determiner si le volume des chloroplastes obtenu par sedimentation
correspond ä celui que fournissent d'autres methodes (par exemple la methode du comp-
teur de Coulter), il etait interessant d'evaluer le volume moyen d'un chloroplaste. Con-
naissant le nombre total des chloroplastes introduits dans le capillaire et le volume
correspondant des chloroplastes Sedimentes, le volume moyen d'un chloroplaste est
estime ä 88 fls (tableau 1).

Tableau 1

Calcul du volume moyen d'un chloroplaste

Volume de la suspension de chloroplastes introduite dans le capillaire
avant la centrifugation (b — 62,2 mm) 48,827 mm3
Volume des chloroplastes sedimentds apres 30 minutes de centrifugation
(a 5,8 mm) 4,553 mm3

a
Volume sediment^: — X 100

b
(Unites arbitrages) 9,3 UA
Nombre total de chloroplastes introduits initialement dans le capillaire
(12 x 10s chloroplastes par milligramme de chlorophylle) 52 x 106

Volume moyen d'un chloroplaste 88 u*

Influence du temps de centrifugation

Le temps de centrifugation necessaire pour obtenir une sedimentation complete
depend de la concentration en chlorophylle de la suspension de chloroplastes (fig. 1 A)
Pour des concentrations faibles de chlorophylle (0,5 mg/ml), une ä deux minutes de

centrifugation suffisent pour obtenir un volume Sedimente stable tandis que plusieurs
minutes sont requises pour des concentrations plus elevees de chlorophylle.

A la suite de ces experiences, nous avons adopte un temps de centrifugation de
10 minutes pour des concentrations de chlorophylle variant de 0,5 ä 1,5 mg/ml.

Influence de la concentration des chloroplastes

Le volume Sedimente des chloroplastes apres 10 minutes de centrifugation est une
fonction lineaire de la concentration en chlorophylle (fig. 1B).

Influence de la tonicite du milieu de suspension

Un changement de tonicite du milieu de suspension entraine une modification du
volume des chloroplastes. Ce mecanisme a ete decrit en detail par Nishida (1963)
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Minutes Chlorophylle mg I ml

Figure 1

Influence du temps de centrifugation et de la concentration en chlorophylle sur le volume Sedimente
de chloroplastes mesure par la methode chlorocrite

A. Volume s6dimente en fonction du temps de centrifugation pour diverses concentrations en
chlorophylle (mg/ml)

B. Volume Sedimente en fonction de la concentration en chlorophylle. Temps de centrifugation:
10 minutes

Le melange reactionnel contient 175 mM de NaCl, 100 mM de tampon Tris-HCl (pH 8) et des

chloroplastes aux concentrations indiquees

Tableau 2

Verification du comportement osmotique de chloroplastes isoles par la methode chlorocrite

Le melange reactionnel contient 20 mM de tampon Tris-HCl (pH 8), diverses concentrations de
NaCl et des chloroplastes (0,75 mg de chlorophylle par millilitre. Les suspensions de chloroplastes
sont maintenues ä l'obscurit6 (ä 20 °C).

Concentrations de NaCl (mM) Volume des chloroplastes (unites
arbitraires) apres une incubation de
5 min 130 min

43,7 12,7 14,1

87,5 9,0 10,2
131,2 6,4 8,6
175,0 5,6 8,1

350,0 4,9 6,5
875,0 4,5 4,9
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et Tolberg et Macey (1965). Nous avons verifie l'existence d'un tel phenomene par
la methode chlorocrite. Le tableau 2 montre que le volume des chloroplastes
Sedimentes decroit ä mesure que la concentration de NaCl dans le milieu exterieur
augmente, conformement ä Peffet osmotique attendu. On observe en outre un gonfle-
ment des chloroplastes apres 130 minutes d'incubation pour toutes les concentrations
de NaCl etudiees. Un gonflement maximal de 45 % est obtenu en presence de 175 mM
de NaCl. Des concentrations salines plus faibles ou plus fortes exercent un effet
protecteur sur les chloroplastes.

Figure 2

Consequence d'un traitement lumineux sur le volume de chloroplastes isoles. Comparaison des
methodes «chlorocrite» et spectrophotomdtrique

A. Volume de chloroplastes Sedimentes en fonction du temps d'incubation. Le melange reactionnel
contient 175 mM de NaCl, 100 mM de tampon Tris-HCl (pH 8) et des chloroplastes (1 mg de

chlorophylle par millilitre)
B. Variations de densite optique (-AEs«nic) en fonction du temps d'irradiation. Le melange
reactionnel est le meme qu'en A ä l'exception de la concentration en chlorophylle qui est de 30 ^g/ml.

Au temps 0, la densite optique est de 0,760

Influence de la lumiere

Les consequences d'une irradiation lumineuse sur le volume des chloroplastes ont
ete etudiees avec d'autres methodes (Packer et Siegenthaler, 1966) et l'on sait que,
in vitro, la lumiere accelere le gonflement des chloroplastes qui se produit normalement
ä Pobscurite (Packer et al., 1965). Dans les experiences decrites ä la figure 2, nous
comparons les variations de volume de chloroplastes irradies obtenues ä l'aide des
methodes «chlorocrite» et spectrophotometrique. A cet effet, une suspension de

206



chloroplastes est placee a. l'obscurite et ä la lumiere dans des tubes ä essai contenant
un milieu salin tamponne. Ces tubes sont maintenus ä une temperature constante
(20 0 C) dans un bain d'eau thermostate et sont eclaires par une ampoule Philips
Comptalux de 150 W de fapon ä obtenir une intensite lumineuse de 3,45 x 105 ergs/
cm3 • sec (essais de sedimentation) et de 1,66 x 105 ergs/cm2 • sec (essais spectro-
photometriques). A intervalles reguliere de 15 minutes, on preleve dans les tubes ä
essais les echantillons de suspension de chloroplastes destines aux essais chlorocrites,
tandis que pour les experiences spectrophotometriques on mesure directement la densite
optique (ä 540 rn/r) de la suspension ä l'aide d'un spectrophotometre Bausch et Lomb.

4 5 6
10 10 10

t OIntensite lumineuse ergs/cm*, sec

Figure 3

Influence de l'intensite lumineuse sur le volume de chloroplastes mesure par la methode chlorocrite.
Le melange rdactionnel est le meme que pour la figure 2 A. Pendant l'incubation, la temperature

est maintenue constante ä 20 ° C

La comparaison des figures 2A et 2B montre que Failure generale des courbes
obtenues avec les deux methodes est la meme. Le volume des chloroplastes augmente
lentement ä l'obscurite et s'accroit beaucoup plus rapidement ä la lumiere. On peut
cependant noter qu'ä l'obscurite l'augmentation du volume des chloroplastes avec la
methode spectrophotometrique (fig. 2B) est plus prononcee qu'avec la methode
«chlorocrite». Cette difference provient du fait que des aggregats de chloroplastes
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se forment apres 60 minutes d'incubation ä la lumiere et modifient dans le sens d'un
gonflement les lectures spectrophotometriques.

Apparemment, ce phenomene n'a pas d'influence sur les mesures de volume des

chloroplastes sedimentes.

Une etude de l'influence de l'intensite lumineuse sur le volume des chloroplastes
est presentee dans la figure 3. Apres 45 minutes d'incubation, le volume des chloroplastes

mesure par la methode chlorocrite est une fonction lineaire du logarithme de
l'intensite lumineuse. Lorsque le temps d'incubation est prolonge jusqu'ä 240 minutes,
la droite traduisant la relation volume/intensite lumineuse presente une pente moins
prononcee.

Discussion

La methode hematocrite, generalement utilisee pour la mesure du volume des

globules sanguins, a ete appliquee avec succes pour la determination du volume de

chloroplastes isoles.

Le volume moyen d'un seul chloroplaste calcule ä partir des donnees de sedimentation

et de comptage est de 88 n3 dans une solution de 175 mM de NaCl et de 100 mM
Tris-HCl (tableau 1). Utilisant la methode du compteur de Coulter, It oh et al. (1963)
ont estime que le volume d'un chloroplaste fraichement isole est de 23 fi3 tandis que
Nishida et al. (1966) et Siegenthaler (1966) rapportent des valeurs plus elevees,

respectivement 50 /<3 et 98 n3. Ces differences proviennent dans une large mesure de
la concentration des sels utilises pour la mise en suspension des chloroplastes (v. par
exemple tableau 2). L'existence d'un espace fibre entre les chloroplastes sedimentes

ayant pour consequence une augmentation du volume calcule n'est cependant pas
ä ecarter. Tolberg et Macey l'estiment a 35-50% du volume Sedimente, mais leur
calcul est discutable puisqu'ils ne mesurent pas simultanement le volume des chloroplastes

d'une meme suspension avec les deux techniques.

Pour un temps de centrifugation soigneusement determine (fig. 1 A), le volume des

chloroplastes sedimentes est proportionnel ä la concentration de chlorophylle des

chloroplastes introduits dans le tube capillaire (fig. 1B). Des facteurs exterieurs comme
la tonicite du milieu de suspension et un eclairage ä diverses intensites lumineuses
modifient le volume des chloroplastes conformement aux resultats obtenus avec
d'autres methodes. En effet, le volume des chloroplastes sedimentes et la concentration
de NaCl dans le milieu de suspension satisfont ä la relation de Boyle Van't Hoff.

A partir des donnees du tableau 2 (incubation: 5 minutes), les volumes sedimentes V
reportes sur un graphique en fonction de l'inverse des concentrations en NaCl 1/C

se placent sur une droite en accord avec l'expression susmentionnee. Ces resultats
corroborent ceux de Nishida (1963), Packer et al. (1965) et Nobel (1965) obtenus
avec d'autres techniques. Le comportement des chloroplastes vis-ä-vis d'un traitement
lumineux est le meme pour les methodes chlorocrites et spectrophotometriques
(fig. 2) de meme que pour la technique du compteur de Coulter (Packer et Siegenthaler,

1966). Le gonflement des chloroplastes observes ä la lumiere est une fonction
logarithmique de l'intensite lumineuse (fig. 3).

En conclusion, la methode chlorocrite que nous avons decrite dans ce travail
presente plusieurs avantages. Elle est simple, rapide, peu coüteuse et permet d'obtenir
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des resultats reproductibles comparables en tous points ä ceux que l'on obtient avec
un equipement plus perfectionne.

Ce travail a pu Stre realise grace ä l'appui du Fonds national suisse de la Recherche scientifique
(contrat N° 4227) et ä l'excellente collaboration technique de Mlle Tjoe Tan.

Summary

The hematocrit method appliedfor measuring volume changes

of isolated spinach chloroplasts

The hematocrit technique has been applied with success for measuring osmotic-
and light-induced volume changes of isolated spinach chloroplasts. From packed
volume data the mean volume of a single chloroplast was found to be 88 f3. The
chlorocrite technique is simple, rapid, cheap and gives reproducible results which can
be compared with those obtained with the Coulter counter, spectrophotometric and
gravimetric measurements.

Zusammenfassung

Die Hämatokritmethode lässt sich zur Messung osmotischer und lichtinduzierter
Volumenänderungen isolierter Spinatchloroplasten verwenden. Die Technik ist einfach
und rasch und liefert reproduzierbare und mit anderen Methoden (Coulter-Zähler,
Spektrophotometrie, Gravimetrie) übereinstimmende Ergebnisse.
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