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SUMMARY 

The sulphate transport system of Chlorella pyrenoidosa and its regulation. 
II.  The regulation of entry 

In a preceding article we described the phenomena concerning regulation of the 
entrance of S042- into Chlorella cells; these phenomena are consistent with the 
hypothesis that  an intracellular effector, probably a SO~ 2- metabolite, controls the 
absorption. 

Experiments seeking to identify this effector are reported in the present paper. 
We have obtained indications that  the effector might be a non-reduced sulphur 
compound. Cysteine and methionine do not seem to repress the absorption of sulphate. 
These amino acids do inhibit the entrance of this ion in the cells, but only in cells 
which have been sulphur starved for a short time. The absorption is sensitive 
to phenylalanine, p-fluorophenylalanine and SH inhibitors: N-ethylmaleimide, 
p-chloromercuribenzoate and p-chloromercuriphenylsulphonate. Intracellular SO; ' -  
and soluble organic S decrease when the <'ells are preincubated in the absence of SO4 °-- 
while the rate of absorption increases. An effect of CrO42- on the entrance of SO4"- 
in the cells, in addition to its effect as a competitive inhibitor, has been demonstrated. 

INTRODUCTION 

Dans un travail pr6c6dent I nous avons mis en 6vidence des ph6nom6nes de 
r6gulation de l'entr6e de SO42- dans Chlorella qui s'accordent avec l 'hypoth6se selon 
laquelle un effecteur intracellulaire, probablement un m6tabolite de SO42-, con- 
tr61erait l 'absorption. Les exp6riences pr6sent6es ci-dessous ont pour but d'identifier 
cet effecteur hypoth6tique et par 1/~ de v6rifier l 'hypoth~se elle-m~me. 

Abr6viations: APS, ad4nosine 5'-phosphosulfate; PAPS, 3'-phosphoad6nosine 5'-phospho- 
sulfate; APCr, ad6nosine 5'-phosphochromate; PCMB, acide p-chloromercuribenzoique; CMPS, 
acide p-chloromercuriph4nylsulfonique. 
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La voie mdtabol ique  pr incipale  de la rdduct ion du sulfate chez Chlorella es t  
p robab le lnen t  la suivantee-~:  

activation rdduction 

4 $4 4 
S O t  z -  ÷ A P S  - -  ~ I L \ I ? S  - ~  S ( ) a  e -  - - , *  S 2 - ~ soufrc organique 

(cystdine, m~thionine, 
etc.) 

Notons  aussi que les Chlorelles cont iennent  des quant i tds  impor t an te s  de 
sulfolipides ~. 

Deux ~ventuali t~s ont  dtd envisagdes:  (~) la cystdine ou(e t )  la mdthionine serai t  
l 'ef fecteur;  (z) celui-ci serai t  un composd soufr~ situ~ a v a n t  la rdduct ion de SO4"-- 
Quelques indicat ions  en faveur  de la deuxi~lne hypoth~se ont  ~t~ obtenues.  

Mt~THODES ET TECHNIQUES 

Elles ont  dtd ddcrites pr&:~demlnent~: Les Chlorelles sont cultivdes dans un 
milieu ln in&al  (Milieu A*) ~t la lumi&re et avec ba rbo tage  d 'un  malange d ' a i r  ~ C0~. 
Elles sont  recoltdes en phase  exponent iel le ,  eentrifugdes, lav~es et resuspendues dans  
un milieu sans soufre (CaCI~ ~ Io -4 M ou milieu B*). La  technique utilisde pour  l '~ tude 
de  l ' absorp t ion  est celle des millipores,  avec emploi  de a5s0~2 . Sauf indica t ion  con- 
t raire ,  la concent ra t ion  de K2aas()4 dans le milieu d ' abso rp t ion  est de IO -5 M et les 
expdriences ont  lieu & la lumi~re avec du mater ie l  qui  est rest5 pendan t  2 h 30 rain ~ 3 h 
dans  une solut ion de CaCle (~o -~ M) h pH 5.5- 

La  r@ar t i t i on  du soufre dans diffdrentes fract ions cellulaires a dtfi ddterminde 
comxne dficrit dans  bibl. ~ avec quelques diffdrences; no ta lnmen t  le SO~" a dtd 
prdcipitd avec du BaC1,,. Pour  d ' au t r e s  d~tails voir  bibl. ~. 

I~ESUL]'.VI'S ET I)ISCUSSION 

(I) Vitesses d 'en t rde  de l ' ion sulfate dans des Chlorelles eult ivdes avee de la 
cyst6ine et de la m6thionine comme source de soufre. Deux effets t l iff&ents de la 
cyst6ine et (ou) de la lndthionine sur l 'entr6e de SO~ ~- chez ties microorganismes ont  
4t4 rappor t6s  pa r  diffdrents au teurs  : (a) R@ress ion  de la perm6ase de SO42 (bibl. 6,7) ; 
(b) inhibi t ion imm4dia te  de l 'entr6e.  Elle ne se manifeste  que dans certaines condi t ions 
cn par t icu l ie r  lorsque le matdriel  a dtd cultiv6 ave(: du sulfate conlllle source de 
soufre~, s.'~'. Nous avons examin6 dans (tuelle mesure ces deux effets se produisent  
dgalement  chez Chlorella. 

Des Chlorelles rdcolt~es en phase ext)onentielle,  ont  dtd ensemencdes dans  les 
mil ieux su ivants  en raison de o.~6/~1 de cellules par  ml de milieu. 

I. Milieu complet  (milieu A); II .  Milieu complet  + I.-cystdine it ~o 1 M (la 
concent ra t ion  en SO~ 2 a dtd rdduite  de 2/3); I l l .  Milieu sans SO~" (milieu B); 
IV. Milieu sans SO42 t L-cyst~ine ~t Io  -4 M; V. Milieu sans SO4"- i- ~.-m~thionine 
~tlO 4M. 

La croissance dans les mil ieux I et  [I draft normale.  Dans les trois autres,  plus 

* Milieu A,  en  raM: Ca(N()a)e: o.x; Mg(N()a)e: ~).6, HaP()I: o.33; MgS(),: o.15, lq('l: o.3; 
microdldments: <f. bib]. i;  p H ajustd avec K()I-{: 0.2. 

Milieu B: identique au milieu A mais sans MgS()4. 
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lente. Au bou t  de 2I h, les volumes des Chlorelles 6taient  : 1.5, z.4 o, 0.39, 0.53 et  0.62 
/xl/ml de mil ieu respect ivement .  Pa r  la suite, la croissance s 'es t  p r a t i quemen t  arr~t6e 
dans  I I I  et IV, mais  a repris  au bout  de 5o h dans  V. 

Au bout  de 21 h de cul ture  une par t ie  des Chlorelles a ~t6 centrifug6e et resus- 
pendue  dans  le milieu B. Le Tab leau  I donne les vitesses d ' abso rp t ion  respectives.  On 
cons ta te  q u ' i n d @ e n d a m m e n t  de la pr6sence d 'un  acide amin4, les vitesses sont plus 

TA I3LEAU 1 

VITESSES D'ABSORPTION DE L'ION SULFATG PAR DIgS CHLORELLES APRILS 2 I  h DE SI~,JOUR DANS 
DIVERS 1~,I I LI EL'X 

Les Chlorelles sont resuspendues dans milieu 13. Les mesures out 6t6 faites 3 ° min aprbs. 
R6sultats exprim6s en t~moles SOa~-/min par [ cellules. 

I I1 I I I  1V 1" 
Milieu A Milieu A ?,lilieu B Milieu B Milieu B 
(uormal) 4- cystgine (sans SOf  a-) 4- cysldine 4- m~thio~zi~e 

2i 5 186 94 ° 878 445 

grandes  chez les Chlorelles qui  ont  pouss6 dans  des mil ieux sans SO,  2-. Elles sont  
61ev6es pour  les Chlorelles cult iv6es sans SO42- ou avec de la cyst6ine comme source de 
soufre, moyennes  pour  celles cultiv6es avec de la m6thionine et r e la t ivement  basses 
pour  celles qui  ont  pouss6 dans  les mil ieux con tenan t  SO4 ~-. La  cyst6ine et la m6thio- 
nine ne semblent  donc pas  r@r imer  le s y s t ' m e  d ' abso rp t ion  de cet ion. Notons  aussi 
que, darts nos condi t ions  de culture,  la cyst6ine ne favorise pas la croissance des 
Chlorelles. Avec la m6thionine une pdriode d ' a d a p t a t i o n  re la t ivement  longue est 
n6cessaire. 

(2) Influence de la p-f luoroph6nyla lanine  et de la ph6nylalanine.  Les vitesses 
d ' ab so rp t i on  de SO~ 2- augmen ten t  pendan t  la pr6 incubat ion  des Chlorelles dans un 
milieu carenc6 en sulfatO.  Cette augmenta t ion  nous a paru  t rop  rapide  pour  pouwfir  
l ' a t t r i b u e r  ~ une r6gulat ion au n iveau  g6n6tique. Cherchant  5, confiriner cet te  con- 
clusion, nous avons suivi l '6volut ion des vitesses (dans un milieu priv6 de soufre) en 
pr6sence de p-f luoroph6nylalanine ,  analogue de la phdnyla lan ine :  les protdines  
synth6tis6es seraient  dans  ce cas des fausses prot6ines.  Ce toxique inhibe l ' absorp t ion  
presque ins tan tan6ment .  La  synth6se prot6ique ne peut  donc dans  ce cas 6tre raise en 
cause. La  L-ph6nylalanine donne les m~mes r6sultats ,  la L-tyrosine inhibe fa ib lement  
tandis  que le DL-t ryptophane  n ' a  aucun effet (Fig. I). La Fig. 2 mont re  que l ' inhibi t ion  
augmen te  avec la durde de s6jour dans une solut ion de ph6nylalanine.  I! en est de 
m('me pour  son analogue. La  cause de ces effets nous est inconnue.  I1 serait  in t6ressant  
d ' e x a m i n e r  dans quelle mesure ils sont  sp~cifiques k ces corps aromat iques ,  s ' ils se 
produisen t  pour  d ' au t r e s  ions et enfin s' ils sont en relat ion avec le mdcanisme de 
rdgulation.  

(3) Influence de la cyst6ine et de la ln6thionine sur les vi tesses d 'entr6e.  La  
mdthionine  inhibe l ' absorp t ion  chez des Chlorelles qui sont rest6es 15/ t  3o rain seule- 
lnent  darts un milieu sans SO4'-' (Vig. 3). 

La  cyst6ine p rodu i t  des effets analogues mais  plus irr6guliers. Les r6sul ta ts  
ob tenus  avec des Chlorelles qui ont  s6journ6 plus longtemps  dans un milieu sans soufre 
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(2 & 3 h) sont plut6t variables allant d'une inhibition tr&s nette ( > 5 o  %) & une absence 
d'effet. Parfois m&me, en presence de cyst~ine nous obtenons des stimulations 
marqu&es. Des acides amines comme la L-s@ine, la L-alanine et l'acide djenkolique, 
n'ont aucune action. La cyst~ine n'affecte pratiquement pas les vitesses de mat4riel 

Absorption/rain par I cellules en % du ternoin 
o o 

• . . . , - . , . 

temoin ] 

+ph6nylalanine J 

,+tyrosine ] 

÷parafluoro p h~nyla lanine [ 

+ t ryptophame 

300 

2 

20C 
L 
o 
o_ 

.g 
E 

2- 
o 

100 

O 

E 
- k  

0J 

*--t&moin 

• • m 

'• 
i i i i I I I i I i I i I i 

q lo 2o 3'o 4o 
Temps(rain) 

Fig .  z. I n f l u e n c e  de d i v c r s  ac ide s  a m i n e s  a r o m a t i q u e s  a j o u t ~ s  ~ t e m p s  o, sur  les v i t c s s e s  d ' a b s o r p -  
t i o n  de SO42-. Concn.  des  ac ide s  a m i n d s  i o  4 M. 

F ig .  2. V i t e s se s  d ' a b s o r p t i o n  en  t o n c t i o n  de  la  dur~e  d ' i n c u b a t i o n  d a n s  une  s o l u t i o n  de p h d n y l -  
a l a n i n e  h Io  -4 M. 
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Fig .  3- V i t e s se s  d ' e n t r 6 e  en f o n c t i o n  de la  du rdc  de  s6 jour  d a n s  u n e  s o l u t i o n  de m 6 t h i o n i n e  ~ i o  .l ~I. 
Ch lo re l l e s  c a r e n c 6 e s  en S()~ 2- (dans  u n e  s o l u t i o n  de  CaCI,,) p e n d a n t  3 ° m in  e n v i r o n .  
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carenc6 longuement  ( <  zo %) m6me lorsque cet acide amin4 est ajout6 z 5 h 20 rain 
a v a n t  le d6but  des mesures.  

L 'hypo th6se  6mise par  ELLIS 9 selon laquelle la cyst6ine serai t  un inhib i teur  
al lost6rique du  syst6me d 'ent r6e  du sulfate,  peut  expl iquer  les r6sul ta ts  obtenus  avec 
du  mat6riel  peu carenc6 et longuement  carenc6. La  cyst6ine n ' ag i ra i t  pas sur ce dernier  
parce que, carenc6 en SO.4" , d o n c  en soufre, il l 'u t i l i sera i t  d6s son entr6e pour  ses 
besoins m6tabol iques (synth6se prot6ique etc.). Cependant ,  les effects tr6s var iables  
de cet acide amin6 et de la m6thionine sur des Chlorelles moyennemen t  carenc6es, les 
s t imula t ions  marqu6es  des vitesses que nous y observons parfois,  la valeur  61ev6e de 
celles-ci chez des Chlorelles cult iv6es sur ces deux acides amin6s nous inci tent  a penser  
que les effets de ces acides amin6s sur l 'entr6e de SO~ ~- sont p lu t6 t  indirects.  

Dans  les exp6riences qui suivent ,  nous avons sur tou t  examin6 l 'hypoth6se  selon 
laquelle l 'effecteur serai t  un compos6 soufr6 qui, sur  la voie pr ineipale  du m6tabol i sme 
de SO4"-, se s i tuera i t  avan t  la r6duetion de ce dernier.  

(4) Teneurs  en soufre soluble en fonction de la dur6e d ' incuba t ion  dans  un mil ieu 
d6pourvu  de SO42 . Des Chlorelles qui ont  pouss6 pendan t  ~4 h dans milieu A, avee 
aaSOa '~-, ont  4t6 centrifug6es et resuspendues soit dans  une solut ion de CaCI~ k zo -a M, 
soit  dans  milieu B. A des t emps  variables ,  Io  ml sont filtr6s et les teneurs  en SO~ s-  et 
en soufre organique,  ont  6t6 d6termindes eomme d6crit  prdcddemment*,  L Un second 
lot, cult ivd et t ra i t6  de la m61ne mani6re, mais sans marquage  du soufre, a servi aux  
mesures des vitesses d ' absorp t ion .  

Les r6sul ta ts  obtenus  pour  des Chlorelles ineub6es dans le milieu B sont pr6sen- 
t6s dans la Fig. 4- On consta te  qu 'auss i  bien les t aux  de SO~"- que ceux de soufre 
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Fig .  4. T e n e u r s  en souf re  so lub le  e t  v i t e s s e s  d ' e n t r d e  en f o n c t i o n  de la  du rde  de s6 jour  ( lans  h' 
m i l i e u  B (sans  SO42 ). Des  Ch lo re l l e s  qu i  o n t  pouss6  p e n d a n t  24 h d a n s  mi l i eu  A a v e e  :~SO, '~ o n t  
6t6 c e n t r i f u g d e s  e t  r e s u s p e n d u e s  clans m i l i e u  B. A des  t e m p s  v a r i a b l e s ,  Io  lnl  s o n t  f i l t r6s e t  les 
t e n e u r s  en  souf re  o r g a n i q u e  e t  en SO42- o n t  6t6 dd t e rmindes .  Un  s e c o n d  l o t  c u l t i v 6  e t  t r a i t 6  de  la  
n]l~n]e m a n i h r e  m a i s  sans  m a r q u a g e  du  sonf re  a se rv i  a u k  tnesu re s  des  v i t esses .  N o t l . q  a v o n s  teRll  
c o m p t e  des  c h a n g e m e n t s  de  v o l u m e  p e n d a n t  l ' i n c u b a t i o n ,  s e u l e m e n t  p o u r  les v i t e s ses .  

* Le  s u l f a t e  e s t  d 6 t e r m i n 6  p a r  p r d c i p i t a t i o n  a v e c  du  BaC12 h ba s  p l  I ( env i ron  ~). I1 es t  p o s s i b l e  
q u e  le p rdc ip i t 6  e n t r a l n e  ou p r 6 c i p i t e  d ' a u t r e s  fo rmes  a n i o n i q n e s  de  soufre .  
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organique soluble dans l 'acide trichloroac4tique baissent  rapidement  pendan t  les deux 
premi6res heures, p6riode pendan t  laquelle l ' augmenta t ion  des vitesses est plus 
intense. I1 y a donc un parall61isme entre 6volution des vitesses et baisse des teneurs 
en soufre organique soluble ou en SO42-, i nd iquan t  que ces 6v6nements sont probable- 
men t  li6s. Nous ne pensons pas toutefois qu 'on  puisse "5_ part ir  des r6sultats obtenus,  
juger du degr6 de parent6 entre le premier ph~nolnbne et chacun des deux autres. 

(5) Influence d ' inhib i teurs  de gmupement s  SH. t i n  des enzymes impliqu6 dans  
la r6duction de 3 '-phosphoad6nosine 5'-phosphosulfate (PAPS) en SOa ~ (@ sch6ma 
plus haut) est sensible aux r6actifs de SH (bibl. xo). Si l 'effecteur hypoth4t ique du 
syst6me d 'entr6e est form6 & par t i r  de SO42- et s'il se situe avant  la rdduction de cet 
ion, ces r6actifs devraient  inhiber ;  s'il se forme apr6s, on devrait  s ' a t tendre  soit h une 
absence d'effet, soit m6ine h une s t imulat ion de l 'entr6e en fonction de la dur6e d ' in-  
cubat ion avec ces inhibiteurs.  YaMOMOTO ET S~(;EL s ut i l isant  cet argument  pour 
6tudier la r~gulation de l 'entr6e de SO42- dans Penicil l ium n 'observent  aucun effet de 
N-6thyl  mal6imide sur l 'absorption,  bien qu 'en  sa pr6senee, p ra t iquement  tout le 
soufre absorb4 reste sous forme de sulfate. 

Nous avons effectu6 de nombreuses exp6riences avec trois r6actifs de groupe- 
ments  SH: N-6thyl  mal6imide, acide p-ehloromercuribenzoique (PCMB) et acide /5- 
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Fig. 5. Vitesses d'absorption en fonction tie la durde de sdjour dans une solution de N dthyI 
mal6imide (O O, conch. ~o 5 M) ou de PCMB (@ - - -  q-, conch. IO 4 M). 

TAI3Lt';A 1T II 

I N H I B I T I O N  D E S  v I ' r E S S E S  D ' E N T R ( ; J E  D E  S ( ) 4 2  P A R  ~\;-I~.THYL . R I A L E I M I D E  O U  ( . ~ ' ] P S  E N  F O N C T I O N  DI~ 
LA  C O N C E N T R A T I O N  E N  C E T  1ON 

Couc. cn ,qO~ 2- °/o d ' i nh ib i t i on  
(M) 

N - d & y l  mah! imide  C M P N  (3" l o  4 3/) 
(Io ,1 M )  

10--6 48"5 55"5 
3" I0 ~ 52 
~0 5 50.I 39 
3" ~0 a 38.5 
~o -~ 52.0 
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chloromercuriph6nylsulfonique (CMPS). Tous ces trois agents inhibent l'entr4e de 
SO42-; l 'inhibition augmente avec la duroc d'incubation avant  addition du substrat  
marqu6 (Figs. 5 et 6); elle croit 6galement avec la concentration d'inhibiteur. 

En prdsence de N-4thyl maldimide, l 'absorption s'arr6te au bout de I & 3 min, 
m~me lorsque sa concentration est suffisamment faible pour ne pas sensiblement 
inhiber l 'absorption pendant la premi&re minute (Fig. 6a). Autrement dit, le substrat 
ne protege pas. Ceci est confirmd par l'6tude des vitesses en fonction de la concentra- 
tion de SO~ 2- en presence et absence de N-6thyl maldimide. Les pourcentages d'in- 
hibition varient peu avec ce facteur (Tableau II). Dans certaines exp6riences nous 
observons m@ne une augmentation. 

D'autre part, avec N-~thyl maldimide le soufre intracellulaire soluble (marqu6) 
reste principalement sous forme de SO4 a-, bien qu'il y ait une incorporation variable 
selon les expdriences, dans Ja fraction pr6cipitable par l'acide trichloroac6tique 
(Tableau III) .  Les effets de PCMB et CMPS se ressemblent mais different de ceux de 
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Fig .  6. a e t  b. I n f l u e n c e  de  N - 6 t h y [  m a l 6 i n l i d e  (a) e t  de  P C M B  (b) su r  l ' a b s o r p t i o n  de  SO12- en 
f o n c t i o n  du  t e m p s .  

T A B L E A U  I I I  

I N F L U E N C E  D E  x~',r-I~THYL M A L I ~ I M I D E  E T  D E  C M P S  S U R  L A  R I ~ P A R T I T I O N  D U  S O U F R E  ABSORBI~  

D A N S  D I F F E R E N T E S  F R A C T I O N S  C E L L U L A I R E S  

( ' oncn .  : N - d t h y l  n l a l d i m i d e  = i o - *  M; C M P S  --  3" i o  ~ M. 

l nhibiteur Durde Absorption °/o de l' absorption 
d' absorption (ffmoles /min 
(rain) par l) S pr~cipilable 

l'acide 
trichloroacdtique 

- I 325 
5 7 °8  

N - E t h y l  m a l 6 i m i d e  I 18o 
5 270 

C M P S  I 260 
5 588 

S o~anique S()42- 

43 2.6 54.4 
35 1°-4 53 .6 

5.2 t r a c e s  94.8 
27.1 I . I  71.8 

43.25 3.25 53.5 
43.45 lO.3 40.25 
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N-~thyl  mal6imide en deux points:  (I) le substrat  protbge: la Fig. 6b montre clue le 
PCMB 8 Io  -~ ~I n ' a  aucune action lorsqu'il est ajout~ en m~3me temps que le substrat ,  
mais qu'il inhibe lorsque'on l 'aioute 3 rain avant  et le Tableau I I  indique que l ' inhibi- 
tion varie en sens inverse de la concentrat ion;  (2) en leur pr6sence la r@art i t ion (lu 
soufre absorb6 dans les diff8rentes fractions cellulaires ne diffSre pas beaucoup de celle 
du t~moin (Tableau II I ) .  Ces r~sultats peuvent  ~tre interpr~t~s de la maniSre suivante : 
le systbme d'entr~e de SO~ 2 (la permdase?) c()ntiendrait des groupes SH sensibles: 
PCMB et ChiPS agiraient sur eux (par l'ext~rieur) sans pdn6trer dans les cellules. Ces 
groupes SH sont en gSnfiral protdgSs par leur subs t ra t "  et c'est ce qui se produit  ici. 
N-dthyl  mal~imide, ~t part  son action sur eux, p8nt, trerait  dans les cellules - -  nous en 
avons des preuves puisqu'il intervient dans le m~tabolisme de SO42 . L'arr~'t total 
observd apr~s quelques minutes serait dfi essentiellement it ce dernier ph8nom("ne. 
SCHIFI:" observe ~galement une inhibition de l 'entrde de a5SO42 dans Chlorella par 
l ' iodoac~tamide, un autre inhibiteur de SH, mais seulement lorsque celui-ci est ajout~ 
avant  le substrat.  Lorsqu'i l  est ajout8 aprd's, seule varie la r@art i t ion des taches 
radioactives sur les chromatogrammes d 'extrai ts  acides. Notons aussi que dans le 
premier cas les chromatogrammes pr~sentent seulement deux taches, dont l 'une 
correspondrait  8 SO~'-'-. 

Notre interpretat ion favorise done l'hyp()th~se selon laquelle l 'effeeteur du 
m(~canisme d'entr~e .~e situerait avant  la rfiduction du sulfate. En ce cas, trois candi- 
dats  prineipaux se pr~sentent: SO4 e lui raCine, ad6nosine 5'-phosphosulfate (APS) 
et PAPS. Nous avons pens~5 que des exp6riences avee CrO4"- apporteraient  quelques 
~claircissements sur ce point. 

(6) Influence de CrO, a- sur l 'absorption de SO~"--. Les expSriences que nous 
allons presenter s()nt 6.tay~es sur les considerations suivantes. C r O 2 -  inhibe eolnpSti- 
t ivement l 'entrde de SO,-°- (bibl. I). I ) ' au t re  part, des essais pr~liminaires avec 
r'~CrO~ 2- montrent  que (~) cet ion est absorb8 contre un gradient de concentrat ion;  
(2) les vitesses d'entr~e augmentent  au cours d 'une pr6incubation dans un milieu sans 
soufre et (3) l'ion sulfate inhibe son absorption. Tous ees fairs indiquent que ces deux 
ions utilisent le mSme svstbme de t ransport  (@ P.~\RDEI~ el aL~). Or, CrO~" n'est 
pas m~tabolisd bien qu'il r~agisse avee l 'enzyme d 'act ivat ion de SO4 ~- . 

Pour  SO~ e- on a: 

ATI:' q- S()~ ~ ............... :\PS -}- PI)~ 

Pour C r O [ ' - '  

ATP . . . .  AMP q- 1)t)l 

La formation d'ad~nosine 5 ' -phosphochromate  (APCr) n'est pas exclue lnais sa 
duroc de vie serait trbs courte '3. Si SO4"- est l 'effecteur (cas I) il en serait de ln~me 
pour CrO~"--. Dans ce cas, les vitesses d 'absorption au cours d 'une incubation avec 
CrO4 ~- devraient progressivement atteindre des valeurs proches de o, et s 'y  inaintenir 
apr~s ~loignement de eet ion (par centrifugation et resuspension dans un milieu sans 
S), CrO~"- n'fitant pas m~tabolisd. Dans le eas o/1 PAPS (ou n ' importe  quel autre 
m~tabolite soufr~ situ~ au deFi d 'APS) serait l 'agent r6gulateur (cas II) ,  les vitesses ne 
devraient pas ~tre influenc~es par la dur~e d ' incubat ion dans du CrO42 . De plus, une 
lois CrO4"- 61oign~, les vitesses devraient revenir ~ leur niveau initial. Si APS est 
l 'effecteur (cas I I I )  il se pourrait  que l 'hypoth6t ique APCr, malgr~ sa dur6e de vie trt's 
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courte, agisse, quoique faiblement (cela supposerait un voisinage 6troit entre sites 
d'absorption et d'activation). Serait-ce ainsi, on devrait s'attendre ~ des r68ultats se 
trouvant mi chemin entre eeux pr6vus pour les cas I et II. Si APCr ne se forme pas, 
ou n'agit pas, les r6sultats seraient les m&mes que pour le cas II. 

Des Chlorelles sont donc incub6es dans une solution de chromate: & des temps 
variables quelques ml sont pr61ev6s pour mesurer des vitesses d'absorption de SO42-. 
Au bout de I5 ~ 3o min les Chlorelles sont centrifug6es (lav6es lorsque la concentration 
de CrO4"- est 61ev6e) et resuspendues dans un milieu sans soufre. Par la suite on 
proc&de de temps en temps ~ des mesures des vitesses. Des Chlorelles trait6es de la 
m~me mani~re mais avec K2SO ~ non marqu6, au lieu de K2CrO t servent de t6moins. 
Les tubes ~ essai oh se font les mesures des vitesses contiennent dans ce cas a5SO4 
un quement pour marquage. 

Les r~sultats obtenus dans diverses exp6riences (l'une d'elle est repr6sent6e dans 
la Fig. 7) peuvent atre r~suin6s ainsi. 

Les vitesses diminuent toujours en fonction de la dur6e d'incubation avec 
CrOa"-, nmis cette diminution est relativement faible. Les valeurs les plus basses 
que nous avons obtenues ne sont jamais inf6rieures & 45 °o de celles eorrespondant & 
l'essai avec CrO4'- ~ temps o. Apr~s resuspension dans une solution sans SO~ ~- les 
vitesses augmentent plus ou moins, mais cette augmentation est toujours inf6rieure 
celle du tfmoin trait6 avec K~SO, froid. 

Les r~sultats sont donc conformes & une des pr6visions du cas III (APS effec- 
teur). Un effet de CrO4 ~-, autre que celui produit par son inhibition competitive, nous 
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Fig,  7- C ou rbes  k gauche.  Vitesses  en fonct ion  de la dur4e d ' incubat ion  dans K2CrO a, 2. 5. lO -6 M 
(courbe a) et  K2SO 4 froid, i o  5 M (courbe  b). Les Chlorelles a v a n t  le d6but  de l 'exp6rience  o n t  6t6 
carenc6es  en SO42- p e n d a n t  4 h dans  mi l ieu  B. Apr6s 3 ° min  d ' incubat ion  les Chlorel les  on t  6t6 
centr i fug6es  et  resuspendues  dans  mi l ieu  B. Les courbes  ~ droite  correspondent  a u x  v i tesses  en 
f o n e t i o n  de la  durde de s6jour darts ce mil ieu.  

Fig.  8. Entr6e de a5SO42 en  fonct ion  du t emps  en prdsence de K2SO ~ ou de K, ,CrO 4. Les so lut ions  
de  s u l f a t e  ou de c h r o m a t e  (lO .51M) c o n t i e n n e n t  la m S m e  quant i t6  de a5SO42-. 
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est sugger6 par l 'expfrience suivante:  l 'entr6e de 35SO42- en fonction du temps a 6t6 
6tudi6e dans deux lots de Chlorelles. L 'un  a 6t6 suspendu dans une solution de K2SO 4 
Io  -a M avec asSO~ 2- pour marquage,  l 'autre dans une solution de K.,CrO 4/t la mfme  
concentrat ion et avee la m6me quantit6 de 3'~SO4'-. Les r6sultats sont pr6sent6s dans la 
Fig. 8. On eonstate (I) que la vitesse initiale de l 'absorption de a5SO4" est plus faible 
dans le deuxi6me cas, ce qui s 'explique facilement: les Km de l 'entr6e de SO42- sont 
6gaux 5 IO -6 M environ, tandis que les Ki de l ' inhibition par CrO4 a a 4" IO 7 M 
(bibl. I) ; (2) eomme pour le t6moin avee K2SO ales vitesses d 'absorpt ion en pr6sence 
de CrO4 2- diminuent en fonction du temps. Or, il est peu probable que laquanti t6 tout  

fait n6gligeable de 35SO42- qui entre dans les cellules d6clanche eette diminution si le 
chromate n ' y  contribuait .  S'agit-il d 'APCr  ou CrO~ 2 aurait-il des effets sur le m6ta- 
bolisme qui se traduiraient  par une inhibition de l 'absorption? Nos rdsultats ne 
permet tent  pas de r6pondre/~ cette question. 

CONCLUSIONS 

Les r6sultats obtenus dans nos expdriences visant ~ identifier l 'effecteur du 
m6canisme d'entr~e de SO42- ne semblent pas incompatibles avec l 'hypoth6se con- 
cernant  son existence. Toutefois au stade actuel de notre travail  n ' importe  quel com- 
pos6 soufr6 pr6sent dans les cellules peut servir de candidat.  Deux 6ventualit6s ont 6t6 
examindes: (I) la cyst6ine ou (et) la mdthionine serait l 'effecteur (hypoth6se I);  (2) ee 
dernier serait un compos6 soufr6 qui, sur la voie du m6tabolisme de SO42-, se trouve- 
rait avant  la r6duction de cet ion (hypoth6se II).  Les rfsultats  obtenus avec N-6thyl  
mal6imide et CrO4 ~- sont plut6t  en faveur de la deuxi6me hypoth6se avec APS comme 
favori. Mais il faut nous mettre  en garde contre la possibilit6 toujours grande que ces 
substances exercent des effets autres que eeux que nous leur supposons. Quant  aux 
autres rdsultats qui t6moignent  d 'un  mfcanisme de rfgulat ion ou semblent ~tre en 
rapport  avec celui-ci, on peut les accorder aussi bien avec l 'une qu 'avec l 'autre hypo- 
th6se h condition de faire de nouvelles suppositions. Par  exemple l 'augmentat ion plus 
lente des vitesses k l 'obscurit6 (dans un milieu carenc6 en SO42-) (@ bibl. i,  Fig. 2) et 
les effets de la cvst6ine et de la m6thionine peuvent  ~tre concili6s avec l 'hypoth6se I I  
en supposant  d 'une part  une r6duction de SO42- plus intense ~ la lumi6re t4, et d 'aut re  
par t  une inhibition de ce ph6nom6ne par la cyst6ine et la m6thionine. Des arguments  
parall61es peuvent  ~tre 6voquds en faveur de l 'hypoth6se I. En d6finitive, nos rdsultats 
ne permettent  pas de conclure. 
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RI~SUMI~ 

Dans un travail  pr6c6dent, nous avons ntis en 6vidence des ph6nom6nes de 
r6gulation de l 'entr6e de SO42 dans Chlorella qui s 'accordent  avec l 'hypoth6se selon 
laquelle un effecteur intraeellulaire, probablement  un m6tabolite de SO42-, contr61e- 
rait l 'absorption. Des exp6rienees visant 5 l'identifier sont rapport6es iei. Nous avons 
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o b t e n u  q u e l q u e s  i n d i c a t i o n s  d ' a p r 6 s  l e sque l l es  l ' e f f ec t eu r  s e r a i t  u n  compos6  c o n t e n a n t  

d u  souf re  n o n - r 6 d u i t .  

C y s t 6 i n e  e t  m 6 t h i o n i n e  n e  s e m b l e n t  p a s  r e p r i m e r  le s y s t 6 m e  d ' a b s o r p t i o n .  Ces 

ac ides  a m i n f s  i n h i b e n t  t o u t e f o i s  l ' e n t r 6 e  de  SO4 ~ m a i s  s e u l e m e n t  chez  d u  m a t f r i e l  n o n  

c a r e n c 6  en  ce t  ion.  L ' e n t r 6 e  de  ce d e r n i e r  es t  s ens ib l e  ~ la  p h 6 n y l a l a n i n e ,  h la  p- 

f l u o r o p h 6 n y l a l a n i n e  et  a u x  i n h i b i t e u r s  de  g r o u p e m e n t s  S H :  N - 6 t h y l  m a l 6 i m i d e ,  

P C M B  et  CMPS.  
Les  t a u x  de  S 0 4 2 -  i n t r a c e l l u l a i r e  e t  de S o r g a n i q u e  so lub le  b a i s s e n t  a u  cou r s  d ' u n  

c a r e n c e  en  SO42-, a lo rs  q u e  les v i t e s se s  d ' e n t r f e  a u g m e n t e n t .  U n  effet  de  CrO~ 2- 

( a n a l o g u e  de  SO42-) s u r  l ' e n t r 6 e  de  SO42-, ~ p a r t  ce lui  d ' u n e  i n h i b i t i o n  c o m p f t i t i v e ,  a 

6t6 d 6 m o n t r 6 .  
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