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SUMMARY 

The sulphate transport system of Chlorella pyrenoidosa and its regulation 
IV.  Studies with chromate 

The entry of chromate (a nonmetabolised ion) in Chlorella is similar to that  of 
sulphate as previously reported. 

I .  Cr04 ~- is absorbed against a concentration gradient. 
2. I t s  rate of entry increases when the cells are sulphur s tarved and decreases 

when starved cells are incubated with Cr04 z-. 
3. Intracellular chromate is not exchangeable. 
4. The Kra of absorption decreases during sulphate starvation. 
5. The transport  system is inhibited by  SH group reagents; its sensitivity to 

the latter increases after incubation of the cells in a medium without sulphate. 
Two kinds of inhibitory interactions between S042- and Cr042- have been ob- 

served: one is competitive at the level of entry  and the other is due to regulatory 
phenomena; the latter appears after the entrance of these ions in the cells. 

The rates of entry of S042- can decrease more than 7 ° % when sulphur-starved 
cells are pre-incubated for short periods with Cr04 ~- or sulphate; the Km's are ap- 
parently little affected. On the other hand when starved cells are incubated much 
longer with SO42-, the Kra increases. These facts, among others, suggest the existence 
of two modes of regulation, one concerning essentially the Vmax, the other the Kin. 

The entry of chromate stops after several hours of absorption. The internal 
concentration is then a function of the external one and varies with it approximately 
in the same manner as the initial rates. As in the case of initial rates, the corresponding 
K ~ ' s  depend on the state of sulphur s tarvat ion of the cells. 

When cells whose absorption at a certain external concentration of Cr042- has 
reached a maximal level are resuspended at a higher concentration, absorption com- 
mences again. On the other hand, if this maximum level has not yet been attained, 
the process of absorption can be stopped by  lowering the external concentration of 
Cr042- to a specific level which depends on the internal concentration. 

By experiments of this type, sigmoidal absorption kinetics are demonstrated. 

* Adresse actuelle: Department of Biochemistry and Biophysics, University of Cahforma, 
Davis, Calif 95 616, U S.A. 

Bweh~m. Biophys. Acta, I73 (i969) 486-5oo 



S¥STI~ME DR TRANSPORT DE SULFATE CHEZ C. pyrenoidosa 487 

INTRODUCTION 

Les vitesses d'entr6e de SO4 z- dans Chlordla pyrenoidosa croissent rapidement 
au cours des premieres heures de carence en cet ion 1. D 'ant re  part ,  lorsqu'on incube 
des Chlorelles carenc6es en sulfate en pr6sence de ce dernier, les vitesses diminuent 
tr~s r i te  en fonction du temps. Cette diminution est r6elle et non apparente comme 
c'est le cas pour les vitesses d'entr6e de divers solut6s chez les bact6ries s. Pour ex- 
pliquer ce ph6nom~ne un m6canisme de r6gulation r6gi par un effecteur, probablement 
un compos6 soufr6, a 6t6 propos6. 

Des exp6riences pr6liminaires 3 montraient  que le CrO4 v- p6n6trait, comme chez 
les bact6ries 4, par le m~me syst~me de t ransport  que le SO, s-. Or cet ion n 'est  pas 
m6tabolis6 bien qu'il r6agisse avec le premier enzyme d'activation du SO, v- (bibl. 5). 

Nous avons pens6 qu'une 6tude de l'entr6e de cet ion apporterait  des indications 
sur le m6canisme de r6gulation. Les r6sultats obtenus sugg~rent rexistence de deux 
modes de r6gulation: l 'un affecterait les Vm~x, l 'autre les Kin. De plus, les courbes 
d 'absorption du chromate en fonction du temps atteignent un plateau dont la valeur 
d6pend de la concentration ext6rieure. Ce r6sultat pose le paradoxe de l'6quilibre 
irr6versible puisqu'il indique l 'at teinte d 'un 6quilibre entre le chromate intracellula~re 
et celui du milieu, alors que le t ransport  est irr6versible. 

M~THODES ET TECHNIQUES 

Elles ont 6t6 essentiellement d6crites pr6c6demment 1. Les Chlorelles sont cul- 
tiv6es st6rilement dans un milieu min6ral, A ' ,  ~ la lumi~re, ~ 29 °, avec barbotage 
d 'un m61ange d'air et de COs. Elles sont dilu6es quotidiennement et utilis6es pour les 
exp6riences d 'absorpt ion 24 h apr~s dilution. 

Les Chlorelles apr~s centrifugation et lavage sont resuspendues dans Milieu B 
(identique au Milieu A mais sans MgSO4) , tel quel ou 6puis6 en impuret6s de SO42-**, 
en raison de 0.04 A 0.8 ~l/ml de suspension. La  suspension est a6r6e (air + COs) et 
~clair6e. Les exp6riences ont lieu A 29 °. 

L'entr6e du CrO4 z-, du SO4 s- et du POl s-, est 6tudi6e par  la technique des 
miUipores avec des sels de potassium marqu6s avec du 51Cr, 3sS, ssp respectivement. 
La radioactivit6 du chrome est mesur6e avec un compteur 7, celle du soufre et du 
phosphore, soit au Packard avec 4 ml de solution de scintillation (5 g de 2,5-diph6nyl- 
oxazole et 0.3 g de dim6thyl 1,4-bis-(5-ph6nyloxazolyl-2)-benz~n e par  I 1 de toluene), 
soit avec un compteur  Geiger A fen~tre. 

D'autres  d6tails sont donn6s avec les protocoles exp6rimentaux. 

R]~SULTATS ET DISCUSSION 

Absorption du Cr0 4 s- en fonction du temps et de la durde de carence en S04 s- 
L'allure des courbes d'entr6e en fonction du temps varie avec la dur6e de carence 

(Figs. I e t  2). Plus celle-ci est prolong6e plus les vitesses initiales sont 61ev6es, plus 

* Mlheu A" K2HPO ~ i mM, Mg(NO3) 2 6 mM, MgSO 4 o.15 mM, CaCI~ o.i mM, micro6Mments 
cf. blbl. i; pH ajustd avec HCI" 6. 5. 

Mxheu 6puls6 en SO4Z-: l'~pulsement des lmpuret~s en SO42- du Milieu B, 6valu6es ~z 
3" lO-7-5 . IO-7 M, est effectu~ par les Chlorelles elles-m~mes qu'on y laisse Sdlourner pendant 3 h. 
La suspension est centrifug6e et le surnageant recueilli et filtrd. 
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la diminution des vitesses est rapide. I1 est ~t noter que la Courbe A (Fig. 2), corres- 
pondant ~t des Chlorelles peu carenc6es, est pratiquement lin6aire pendant les pre- 
mieres minutes. Pour le SO~ 2-, la diminution des vitesses se produit d~s la premibre 
minute aussi bien chez des Chlorelles carenc6es 15 ~t 20 min que chez celles qui ont 
subi une dur6e de carence plus longue (Fig. 3)- 
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Fig. I. Absorpt ion du CrO4 z- en fonctlon du temps  et de la dur~e de s6jour dans un  milieu sans  
SO4 ~-. Carence en SO4~- (mm): I, 3 o, I I ,  90, I I I ,  I5o; IV, 21o; V, 27 ° Concn. en CrO42-. 
2. 5 • lO -6 M. 

Fig. 2 Absorpt ion du SlCrOtZ- en fonctmn du t emps  pax des Chlorelles carenc6es pendan t  15 m m  
(A) et 3 h 4 ° m m  (B) respectxvement. Courbes a e t  b: ibid apr~s io  m m  d ' m c u b a t m n  dans une 
solution de CrO42- non-marqu~ Concn. en CrO4Z-: 2.5" lO -6 M. 

Echange du CrO v -  intracellulaire 
Des Chlorelles carenc6es en SO, 2- pendant 15 mill oU 3 h 40 min sont incub6es 

dans une solution de chromate non-marque. Aprbs IO min, ce dernier est marqu6 
avec du 51CrO4 z- et son entr6e est suivie en fonction du temps. Les courbes d'ab- 
sorption (Fig. 2, a et b) sont ~t peu pros parall~les aux parties des courbes t~moins 
(A et B) correspondant ~. l'entr6e du CrO, 2- apr~s IO mill. 

Cette exp6rience montre que le Cr042- intracellulaire n'est pas 6changeable 
(cf. bibl. I) et que par cons6quent la diminution des vitesses observ6e en fonction 
du temps est r6elle. 

Dans une autre exp6rience, des Chlorelles qui ont absorb6 du 51CRO42- sont 
filtr6es et resuspendues dans Milieu B, sans ou avec addition de K,CrO 4 non-marqu6 
(io lois la concn, du milieu d'absorption). A des temps d6termin6s, quelques ml de 
suspension sont ftltr6s et la radioactivit6 des Chlorelles mesur~e (Fig. 4). On constate 
que tr~s peu de 51CrO4~- diffuse ~t l 'ext6rieur et cela ind6pendamment de la presence 
de CrO42- dans le milieu ambiant. Ces r6sultats confirment l'absence d'6changes entre 
le CrO, 2- intraceUulaire et celui de l'ext6rieur. 

Vitesses d'en#rde en fonaion de la concentration 
Le Kra des vitesses pour des Chlorelles carenc~es ell SO4 z- pendant 3.5 h ou 

plus se situe autour de 3" lO-7 + 0.8. lO -7 M (zone des concentrations ~tudi~es de 
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2" IO -~ ~t IO -~ M). I1 est donc du m~me ordre de grandeur que le K,  (constante d'in- 
hibition) de l'entr6e de SO~ v- par le CrO~ z- (bibl. I). 

Les Km correspondant au mat6riel peu carenc6 sont plus difficiles ~ d6terminer 
cause de r6volution rapide des vitesses pendant la dur6e de rexp6rience. CeUes-ci 

peuvent augmenter de 50 % ou plus an cours de IO min. Nous avons par cons6quent 
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Fig. 3. Entr6e de SO42- en fonctxon du temps. Courbe A, chlorelles carenc6es pendant  20 min; 
Courbe B, chlorelles carenc~es pendant  3 h 4 ° rain. Concn. en SO42-: Io -5 M. 

Fig. 4. Echange du CrO4Z- intracellulatre avec celul de l'ext6rieur. Une suspension de Chlorelles 
carenc6es en SO42- pendant  2o nun est additionn6e de CrO4 ~- marqu6 (2.5" IO -e M). Apr~s 27 min, 
les Chlorelles sont filtr6es, lav6es, resuspendues dans milieu B. La suspension est dlvls6e en deux 
lots. Apr~s zo mm l'un d'eux est addittonn~ de KsCrO a non-marqu6 (2.5" To -~ M), puis k des 
temps variables, quelques ml de suspension sont filtr~s et la radioactivit6 des Chlorelles mesur~e. 
O, Milieu B, ×,  Milieu B + K~CrO 4. 

adopt6 le protocole exp6rimental suivant: 3 s~ries de mesures des vitesses d'entr6e 
~t 5 concentrations sont effectu6es successivement. Les valeurs obtenues pour chaque 
concentration sont trac6es en fonction du temps qui s'est 6cou16 depuis le d6but des 
essais jusqu'au moment oh les mesures ont 6t~ faites. Les courbes sont extrapol6es 
au temps o de l'exp6rience. Les valeurs correspondantes des ordonn6es sont con- 
sid6r6es comme repr6sentatives des vitesses. 

Les r6sultats d'une exp6rience sont pr6sent6s dans la Fig. 5- Les Kr~ des vitesses 
sont respectivement 3.4" IO-e M pour les Chlorelles carenc6es pendant 15 min et 
2.5" IO -~ M pour ceUes carenc6es pendant 4.5 h. 

Cette exp6rience a 6t6 faite avec des ChloreUes resuspendues dans un milieu 
6puis6 en SO4 ~- (volt note p. 487) et ceci atin de s'assurer que les impuret6s en SO~ v" 
contenues dans le milieu B n'interviennent pas dans l 'absorption du CrO4 v- aux faibles 
concentrations, le SO4 ~- 6tant un inhibiteur comp6titif de l'entr6e du chromate (volt 
ci-dessous). 

E ffets de divers inhibiteurs 
L'entr6e du CrO~ 2- est sensible au dinitroph6nol, A l 'azoture de sodium et A la 

temp6rature. D'autre part elle s'effectue contre un gradient de concentration. Elle 
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est inhib@e par les r6actifs de groupement SH: N-@thyl-mal@imide, p-chloropMnyl- 
mercurisulfonate, etc. L'inactivation par ces derniers est plus rapide chez des Chlorelles 
carenc6es pendant des temps longs (Fig. 6). 
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Fig. 5- Vltesses  d 'en t rde  du  CrO~ s -  en f o n c t m n  de la concent ra t ion .  Rdsu l t a t s  expr imds  sous  fo rme  
de v = f (v/concn.). Chlorelles carencdes p e n d a n t  15 m m  (A) et  3-5 h (B). Pou r  le mode  de dd- 
t e r m i n a t m n  des  v l tesses  chez des Chlorelles carencdes p e n d a n t  x5 mln  voi r  tex te .  

Fig. 6. Vl tesses  d'entr@e de CrOa *- en  fonc t ion  de la durde de sdjour  dans  une  solut ion de N-d thy l -  
maMimlde  k 1.5-1o -~ M. Concn.  en  CrO,~-:  2 . 5 . I o - ~ M  Dur@e des  mesu res :  i min .  Chlorelles 
carencdes p e n d a n t  15 rain  (A) et  4 h (B). 

Interactions Cr0 4~--S0 42- 
Ces deux ions inhibent r@ciproquement l'absorption l'un de l'autre (Fig. 7 et 

bibl. I). L'inhibition est comp@titive (cf. bibl. 5). Pour des Chlorelles carenc6es pendant 
3 ~t 4 h e n  SOj 2-, les K,  d'inhibition de l'un des ions des vitesses d'entr6e de rautre  
sont du m~me ordre de grandeur que les Km de leurs propres vitesses d'absorption. 
Une deuxi~me interaction, elle aussi r6ciproquement inhibitrice se manifeste lorsqu'on 
mesure les vitesses d'entr@e de l'un de ces ions en fonction de la dur@e de s6jour des 
Chlorelles darts un milieu contenant l 'autre (Fig. 8)*. 

Les interactions Cr042--S042- semblent 6tre trbs sp6cifiques, car, d'une part 
le CrO42- affecte peu l'entrde d'un autre ion, le phosphate (Fig. 9) et d'autre part 
les vitesses d'entr6e de CrO42- chez des Chlorelles carenc6es darts Milieu B puis cen- 
trifug6es et resuspendues, soit dans le m@me milieu (il contient divers ions), soit dans 
une solution de CaC12 (IO -4 M, pH 5.4), sont du re@me ordre de grandeur. 

Les r6sultats obtenus avec le chromate montrent que l'entr~e de cet ion prdsente 
les m~mes caract6ristiques que celles pr6c6demment observ~es pour le SO4 l -  (biN. 
I e t  7) : (I) Augmentation des vitesses au cours d'une carence en SO42-. Diminution 

* La  d i m i n u t i o n  des v l tesses  d'entr@e de l ' m n  su l fa te  au  cours  d ' u n e  i ncuba t i on  dans  une  
solut ion de CrOl a- (Fig. 8) es t  p lus  g rande  que  celle rapport@e pr@cddemment  (@ Fig. 7, blbl. 3). 
Les  premieres  exp@rlences su r  ce po in t  on t  dr6 en t repr l ses  a v a n t  l ' 6 tude  syst@matlque de l ' en t rde  
du  CrO4Z-, avec des suspens ions  de Chlorelles r e l a t i v e m e n t  concentr@es. Des exp@nences u l tdr ieures  
r~vdlaient  que  darts ces condi t ions  la concen t ra t ion  ext@rmure de CrO4 z- ba issa l t  tr~s s ens ib l emen t  
p e n d a n t  la durde d ' incuba t ion .  
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rapide des vitesses lorsqu'on incube des Chlorelles carenc6es en SO~ ~ en pr6sence de 
l 'un ou de l'autre ion. (2) Baisse des K =  apparents avec la dur6e de carence. (3) Aug- 
mentation de la sensibilit6 aux inhibiteurs SH avecla dur6e de carence. (4) Inhibitions 
r6ciproques dues: (a) ~ une comp6tition au niveau de la perm6ation; (b) ~ des ph6no- 
m6nes de r6gulation provoqu6s directement ou indirectement apr6s l'entr6e de ces 
ions dans les cellules. 

Nous en concluons que les deux ions utilisent le m6me syst6me de transport et 
que leur entree est probablement soumise aux m6mes m6canismes de r6gulation. 
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Fig. 7. Vltesses d'entrde de CrO4 ~- en fonctlon de la concentration de SO4 ~-. Rdsultats exprimds 
sous forme de x/v = f (conch.). Chlorelles carencdes en SO42- pendant  3 h. Concn. en CrO,2-: 
A ' 5 . I o - ~ M ,  B Io-6M. Kt = o.8 ' Io-eM.  

Fig. 8. Vltesses d'entrde de s6SO42- (A) et de t lCrO~- (B) en fonction de la durde de s6lour darts 
une solution contenant du CrO42- et du SO42- non-marqu6s, respectivement. Durde des mesures: 
3o sec. Concn. en SO42-: IO-~ M, en CrO42-. 2.5-xo -6 M. Chlorelles earenedes en SO4 ~- pendant 
3.5 h. 
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Fig. 9 Vltesses d'entr~e de l'lOn phosphate marqu6 en fonction de la durkee de s~jour dans une 
solution de K=CrO 4 non-marqud. Concn. en phosphate: 2.5. io-6M. Conch. en CrO4 ~- (A) 
2 5" IO-6 M, (B) xo -6 M. Dur~e des mesures: : rain. Les Chlorelles ont sdjournd pendant  3-5 h 
dans une solut:on de CaCI= (Io -4 M). Cette deml~re correspond k la "solution physiologique" 
des cellules ammales. Des experiences prdliminaires montraient que dans ces conditions, les 
vltesses d'entr~e du phosphate se stabilisent plus oll moins (elles augmentent pendant  les premi&res 
heures de carence en cet ion). 
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Une settle diff6rence de comportement a 6t6 observ6e: les vitesses d'entr~e de 
SO42- chez des Chlorelles peu carenc~es diminuent plus vite que celles de CrO4 *- 
(cf. Courbes A des Figs. 2 et 3)- Ce point n 'a pas 6t6 6tudi6 de plus pr~s. 

Les changements de Km au cours d'une carence en SO42- montrent que les 
constantes cin6tiques d'une ou plus des r6actions qui r6gissent l'entr6e sont touch6es. 
La r6gulation de ph6nom~nes exclusivement membranaires est tr~s peu connue. Sans 
exclure l'6ventualit~ de m6canismes sp~cifiques comme changements locaux de poten- 
tiel ou de pH susceptibles d'influencer le transport des ions s, il est possible que les 
variations de Km soient dues ~ l'action d'effecteurs intracellulaires. 

Des variations de Km ont 6t6 constat6es pour l'entr6e de divers solut6s chez 
des micro-organismes 9-11, et d'autre part, plusieurs chercheurs ont propos6 des 
m6canismes de r6tro-inhibition pour expliquer la r6gulation du transport dans ce 
mat6riel10-12. 

Les vitesses d'entr6e de CrO, 2- et de SO4 *- chez des Chlorelles longuement 
carenc6es, baissent tr~s rapidement en pr6sence de ces ions. Ce ph~nom~ne serait-il 
dfi ~ des changements rapides de Km se produisant en sens inverse de ceux qui ont 
lieu au cours d'une carence en SO42-? Ce point a 6t6 examin6 dans la section suivante. 

Km des vitesses d' entrde de SO, ~- chez des Chlorelles " chargdes" en S042- ou en Cr0 42- 
Le protocole expdrimental est le suivant : une suspension de Chlorelles carencdes 

en SO42- pendant une durde sup6rieure ~ 3-5 he s t  divis6e en deux lots ou plus. L 'un 
sert A la d6termination des Km t6moins; l 'autre est additionn6 de K2CrO , non-marqu6. 
Apr&s 15 min la suspension est centrifug6e et le culot est resuspendu darts un milieu 
6puis6 en SO4 z-. Les mesures des vitesses d'entr6e d6butent apr~s 15 A 25 min. 

Les autres lots servent 6ventuellement A divers contr61es: entr6e du CrO42- 
(avec '1CrO42-) en fonction du temps, mesures des vitesses d'entr6e de s5so42- au 
cours du s6jour des Chlorelles dans une solution de chromate non-marque, effets de 
la centrifugation sur les Km et les vitesses d'entr6e de SO42-, etc. 

Les r6sultats obtenus dans 7 exp6riences peuvent 8tre r6sum~s ainsi: (I) dans 
nos conditions d'expdrience, ni les vitesses, ni les K m n e  sont sensiblement affect6s 
par une centrifugation prdalable; (2) les vitesses d'entr6e de SO4 *- de Chlorelles 
"charg~es" de CrO42- sont tr~s sensiblement inf6rieures aux t6moins non "chargds" 
(Fig. I0) ; (3) dans tousles  cas, les graphiques v = f {v/conch.) des t6moins sont li- 
n6aires. (4) Ceux correspondant aux Chlorelles "charg6es" en CrO4 *- donnent, soit des 
droites (2 exp6riences), soit des courbes (5 exp6riences), celles-ci ayant toutes la m~me 
allure, notamment une partie plus ou moins lin6aire correspondant aux concentrations 
inf6rieures A I0 -5 M. Pour des concentrations 6gales ou sup6rieures A cette derni~re 
les points exp6rimentaux ddvient de la droite, mais la d6viation est relativement 
faible (Fig. I0). Les Km correspondant ~ la partie lin6aire sont ~ peu pros 6gaux 
ceux des tdmoins non "chargds". n e n  ressort, qu'au moins pour les faibles concen- 
trations, le CrO42- intracellulaire agit surtout sur les Vmax alors que les vitesses peuvent 
diminuer consid6rablement par rapport aux t6moins. 

Ce type d'exp6rience a 6t6 r6p~t6 en incubant des Chlorelles carenc6es, avec 
du K,SO 4 non-marqu6, puis ~. des temps variables les ChloreUes sont centrifug6es, 
lav6es et resuspendues darts un milieu 6puis6 en SO, 2-. Apr~s i0 ~. 20 min on proc~de 
A des mesures de vitesses en fonction de la concentration de sulfate. Les vitesses 
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peuvent augmenter consid6rablement pendant la dur6e de l'exp6rience, par conse- 
quent elles ont 6t6 d6termin6es comme d6crit plus haut (Vitesses d'entrde en fomtion 
de la concentration). 

100C 
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Fig. io. Vltesses d 'entrde de SO4 2- en fonctlon de la concentrat ion chez des Chlorelles "charg6es" 
en CrO4 ~-. Rdsul ta ts  exprlm6s sous forme de v = f (v]concn.). Courbe A, chlorelles carenc6es en 
SO4 ~- pendan t  3 h 4 o ram,  Courbe B, les Chlorelles apr~s 3 h 4 ° rain de carence sont  addltaonn6es 
de CrO4 2- non-marqu6  (2.5" IO -6 M). Au bout  de 15 rain elles sont  centrffugdes et resuspendues  
dans un  mflmu 6pros6 en SO4~-. Les mesures  d6butent  apr~s 2o ram. 

Dans l'exp6rience pr6sent6e dans la Fig. II ,  nous avons 6galement mesur6 les 
vitesses ~ diverses concentrations en fonction de la dur6e de carence. On constate 
que: (a) les Km diminuent au cours d'une incubation dans un milieu d6pourvu de 
SO4 z- (Fig. I Ia) ;  (b) comme pour le CrO42-, les vitesses d'entr6e chez des ChloreUes 
carenc6es au pr6alable en sulfate diminuent apr~s un traitement avec cet ion; (c) 
l'allure des graphiques v = f (v/conch.) varie avec la dur6e du traitement:  apr~s 2 h 
d'incubation, le graphique est lin6aire (Fig. IIb,  I); le Km est du m~me ordre de 
grandeur que celui correspondant aux Chlorelles longuement carenc~es; autrement 
dit le sulfate absorb6 affecte directement ou indireetement les Vmax. Un r6sultat 
analogue a 6t6 obtenu par BELLENGER e~ a~. la sur l'entr6e de choline-o-sulfate chez 
des champignons. Par la suite les graphiques deviennent curvilignes (Fig. IIb,  II, I I I  
et IV). Apr~s 24 h, la relation v = f (v/conch.) est de nouveau lin6aire. Le Km est 
alors caract6ristique de celui des Chlorelles peu carenc6es. 

I1 est tL noter que 2.5 A 3 h de carence suffisent pour que les K ~  atteignent la 
valeur caract6ristique du mat6riel carenc6. L'inverse, passage des vitesses du r6gime 
carenc6 au non carenc6, est beaucoup plus long. 

Des graphiques v = f (v/concn.) curvilignes sont tr&s souvent obtenus darts les 
6tudes des vitesses d'entr6e de divers ions, en fonction de la concentration chez les 
v6g6taux (cf. bibliographie de l'article de El'STEIN14). 

Ils sont g6n6ralement interpr6t~s comme indiquant l'existence de deux m6ca- 
nismes de perm6ation, chacun poss6dant ses propres constantes cin~tiques. Le syst~me 

Bioch,m. B,ophys. Acta, x73 (I969) 486-5o0 



M. VALLI~E 
494 

de transport de SO4 ~ offre un exemple pour lequel cette interprdtation ne semble 
pas justifi4e. Ces courbes seraient dues plut6t at* passage progressif du syst~me de 
transport du r4gime carencd au non carencd, passage qui ne se produirait pas au m~me 
rythme dans routes les cellules. Les rdsultats obtenus dans cette sdrie d'exp4riences 
infirment notre hypoth~se de d4part: baisse des vitesses due ~t une augmentation 
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Fig. z i .  Vi tesses  d 'en t r4e  de SO42- en fo~ct ion de la concen t ra t ion ,  dans  diverses  condi t ions .  
R4su l t a t s  expr im4s  sous  forme de v = f (v/conch.). a. Les  v i tesses  k d iverses  concen t ra t ions  son t  
mesurdes  en fonct ion  de la dur4e de carence:  I, 15 r am;  II ,  1.25 h ,  I I I ,  4.5 h. b. Une  suspens ion  
de Chlorelles carenc4es en SO42- p e n d a n t  4.5 h e s t  addi t lonn4e  de K~SO4, 1.5 "1o-4 M. A des  
t e m p s  variables ,  u n  lot  de Chlorelles es t  centrafug4, lavd et  r e s u s p e n d u  dans  mil ieu B 4pure4 
en  SO42-. Les  mesu res  des  v i tesses  d d b u t e n t  aprbs x 5 ~ 2o min .  Durdes  & i n c u b a t i o n :  I, z h ;  
II ,  5 h ;  I I I ,  Io h ;  IV, 15 h e t  V, 24 h. 
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du Kin. Ils impliquent en revanche, l'existence d'un second mode de r6gulation qui 
affecterait essentiellement les vmx. 

Une nouvelle hypoth~se a 6t~ formul6e eoncernant ce second m6canisme que 
nous sch6matisons ci-dessous. 

r'X Membrane [ ZN 

(1) (2) I (3) 
Sex • L PS ~ MS : =- Sin 

Le substrat ext6rieur, Sex, s'associe 5. une prot~ine sp~cifique P situ~e sur le 
c6t~ EX de la membrane pour donner r~versiblement PS. S passe de P 5. M, localis~ 
sur le c6t~ IN de la membrane, par l'interm~diaire d'tme ou plusieurs r~actions indi- 
qu~es sur le schema par 21a1_~. CeUes-ci doivent rendre compte de l 'absorption contre 
un gradient de concentration (@ schemas darts bibl. 15-17). Au moins ~ne d'entre 
elles serait irreversible, ~tant donn~ que le transport l'est lui-m~me. MS se dissocie 
r6versiblement en M + Stw A mesure que St,  s'accumule, il r~agira sur la dissociation 
de MS (loi de l'action des masses), d'o~ une diminution des vitesses d'entr~e. 

Ind~pendamment du d~tail des r~actions sommairement indiqu~es par C~_.~, tm 
tel schema implique que: (a) l 'absorption s'arr~tera lorsque tout  le composant M sera 
sous forme de MS; la courbe d'absorption en fonction du temps atteindra alors tm 
plateau; (b) la valeur de l 'absorption au plateau, S~, sera la m~me pour toutes les 
concentrations ext~rieures, done ind~pendante de eelles-ci. Le seul effet de ces der- 
nitres porterait sur le temps n~cessaire pour que l 'absorption atteigne cette valeur. 

Cette hypoth~se a 6t~ examinee dans les experiences suivantes. 

A bsorption en fonction du temps et de la concentration 
Les Figs. I2a et i2b, pr6sentent les r6sultats de deux exp6riences d'absorption 

du Cr042- en fonction du temps et de la concentration, l 'une faite sur des Chlorelles 
carenc6es pendant 2o man, l 'autre avec des ChloreUes carenc6es pendant 4.5 h. 

On constate que: (a) les vitesses d'entr6e diminuent en fonction du temps, et 
cela 5. toutes les concentrations; (b) au bout de quelques heures les courbes atteignent 
un plateau. Ce r6sultat est confirm~ par KABACK TM pour un autre syst~me d'entr6e 
irr6versible: sucres dans des pr6parations membranaires d'Escherichia coli; (c) les 
valeurs de l'absorption an plateau, S~, sont fonction de la concentration ext6rieure 
(eft bibl. 19); (d) les graphiques S~ = f (S~tconcn.) sont 5. peu pros lin6aires (Fig. 13). 
La valeur des Km des plateaux est voisine ou du m~me ordre de grandeur que les Km 
des vitesses initiales. 

Pour les experiences de la Fig. 13, nous obtenons 

Durde de carence Km des vitesses imtmles Km des plateaux 

20 rain 3.9 "IO-6 M 2.2. IO -6 M 
5 h 2.45" IO-? M 2. 3" IO -? M 

Notons aussi que la valeur maximale de S~ (S~ a~ sur la Fig. I3) est plus faible 
chez les Chlorelles Ionguement carenc6es. 
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Ces r6sultats, qui ne justifient pas notre hypoth6se, soul,vent le paradoxe suivant: 
le fait que l'absorption atteint un plateau indique l'6tablissement d'un 6quilibre 
(direct ou indirect) entre le CrO4 2- intracellulaire et le syst6me d'entr6e. D'autre part 
la valeur du plateau, donc de l'absorption A l'6quilibre, d6pend de la concentration 
ext~rieure; par cons6quent, apparemment Stn est en 6quilibre avec Sex. Comment un 
tel 6quilibre peut-il exister, l'absorption 6tant irr6versible? 

b 
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Fig. 12. Abso rp t ion  du  CrO4~- en fonct lon  du  t e m p s  et de la concent ra t ion ,  a. Chlorelles carenc~es 
p e n d a n t  15 ram.  b. Chlorelles carencdes p e n d a n t  5 h. Sur  la drot te  des courbes  f igurent  les va leurs  
des  concen t ra t ions  extdr ieures  au  ddbu t  et  k la fin de l 'exp6rmnce.  

Quoiqu'il en soit, les r6sultats permettent de faire les deux prddictions suivantes: 
(I) Une augmentation de la concentration ext~rieure lorsque l'entr6e & une concen- 
tration donn6e a atteint sa valeur maximale, devrait produire un red6marrage de 
l'absorption. (2) Une diminution de la concentration ext6rieure lorsque cette valeur 
n 'a pas encore 6t6 atteinte, mais celle COlTespondant & la nouvelle concentration, plus 
basse, l'a d6jA 6t6, devrait conduire A un arr6t de l'absorption. 

Cela a 6t6 confirm6 aussi bien pour des Chlorelles peu carenc6es que pour celles 
qui Font 6t6 longuement. 

Dans l'exp6rience pr6sent~e dans la Fig. 14, une suspension de Chlorelles qui 
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a s4joum4 pendant 3.5 h dans un milieu sans sulfate, est additionn4e de CrO4 z- 
& IO -~ M. Au bout de 4 h IO mill, alors que l 'absorption a pratiquement atteint le 
plateau, on rajoute du CrO42-. Les concentrations ext6rieures avant et apr~s cette 
addition 4taient approx. 6.8.1o -7 et approx. 1.68-1o"* M respectivement. Un re- 
d6marrage de l'absorption s'ensuit, jusqu% ce qu'un nouveau plateau soit atteint. 
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Fig. 13. Valeurs de l 'absorpt ion aux plateaux (SPJ) en fonctmn de la concentrat ion d'apr~s l 'ex- 

pdrmnce prdsentde darts la Fig. 12. Rdsultats  expnmds  sous forme de Sin 1 = f (StPnl/concn.). Concn. 

concentrat ion extdneure  h, la fin de l'expdrlence. A. Chlorelles carenc4es pendant  15 min;  
B. Chlorelles carenc4es pendan t  5 h. 

Fag. 14 Reddmarrage du t r anspor t  du CrO4 z-, k la su,te d 'une augmentataon de la concentrat ion 
ext4neure,  chez des Chlorelles dont  l 'absorpt lon a a t te lnt  un  plateau. Concentrat ion du CrO4Z- 
au d4but  de l 'exp4rience dtait IO -e M. Apr~s 260 m m  la suspension est additlonn~e de CrO42-. 
Les  concentrat ions ext4neures  avan t  et apr~s addl tmn 4taient 6.8. io  -7 M et 1.68. io  -6 M respec- 
tavement  

Dans deux autres exp6riences, des Chlorelles carenc4es pendant 15 mill (Fig. ISa ) 
ou 4.5 h (Fig. I5b) sont incub4es avec du CrO4 z- ~ I O  - s  M .  

Au bout de 5 ° min, la suspension est r6partie en 6 lots: les 3 premiers sont 
dilu4s 20 x ,  IO × et 3 x respectivement, le 4~me est laiss6 tel quel et serf de t4moin, 
les deux autres sont additionn4s de CrO4 ~-, Fun apr6s dilution pr6alable (IO X), 
l 'autre sans dilution. 

Les concentrations respectives 4taient les suivantes 

Dur3e de carence Conch. (M) 
en S042- 

I I I  I I I  IV  V V I  

15 rain 2.8 • IO -v 5.6" TO -7 1.86" IO -e 5-6" I0 -6 1.3" I0-'5 3'5" I0--5 
4'5 h 3"35' I°-7  6.7" IO -7 2.23" IO -e 6.7" IO -6 t.3" "to -5 3.6" Io -5 

On constate que l 'absorption s'arr6te dans I e t  II.  Elle est faible pour les 
Chlorelles dilu6es 3 ×,  plus 41ev6e par rapport au t6moin (IV) dans les suspensions 
enrichies en CrO4 ~- 

Notons aussi que la diff6rence entre l 'absorption des lots V ou VI et le t4moin IV, 
est plus grande pour les Chlorelles peu carenc4es; d 'autre part, une augmentation 
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de la concentration ext6rieure de 1.31 A 3.6 M a peu d'effet sur l 'absorption par des 
Chlorelles longuement carenc6es. Ces r6sultats sont en accord avec le fait que les K,n 
des plateaux (comme ceux des vitesses initiales) diminuent avec la dur6e de carence. 

Ces derni~res exp6riences montrent  de plus une relation sigmoidale entre la 
concentration et le transport de CrO4 z- chez des ChloreUes pr6incub6es avec cet ion. 
La technique exp6rimentale n'est pas sufflsamment pr6cise pour des mesures de 
vitesses, mais la relation est tr~s nette:  pratiquement pas d'absorption aux faibles 
concentrations, tendance ~ la saturation aux concentrations 61ev6es. 

La  question suivante se pose: pourquoi une telle cin6tique n'a t-elle pas 6t6 
obtenue darts les exp6riences oh les vltesses en fonction de la concentration en SO4 z- 
ont 6t6 mesur6es apr~s "chargement" des Chlorelles en CrOl v- (Fig. IO). Nous pensons 
que les conditions exp6rimentales en sont la cause: dur6e trop courte de pr6incubation 
avec du chromate, emploi d'une gamme de concentrations en SO42- trop restreinte, 
et surtout il est possible que la centrifugation, l 'a t tente de 15 ~ 20 min apr~s resus- 
pension des Chlorelles, modifient l 'environnement imm6diat des sites d'absorption. 
Des exp6riences suppl6mentaires sont n~cessaires pour v6ritier ce point. 

I1 n'est pas impossible, nous avons quelques indications, qu'une cin6tique du 
type sigmoidal existe chez les Chlorelles non carenc~es et qu'une modification des 
techniques exp6rimentales permette de la d6tecter. I1 ne semble pas que ce soit le cas 
pour du mat6riel longuement carenc6 : nous avons effectu6 plusieurs exp6riences avec 
ce mat6riel, la cin6tique d'entr6e en fonction de la concentration 6tait toujours 
Michaelienne. Toutefois la zone des concentrations tr~s basses n'a pas 6t6 sutfisamment 
explor6e pour ~tre d6finitif sur ce point. 

CONCLUSION 

Les points les plus importants qui ont 6t6 mis en 6vidence dans ce travail sont 
l'existence d'au moins deux modes de r6gulation, l'un affectant les Kin, l 'autre les 
Vmax. De plus, nos r6sultats soul,vent le paradoxe de r"6quilibre irr6versible" tr~s 
difficilement interpr6table en termes de la thermodynamique classique, sugg6rant un 
mode de r6gulation relativement complexe. 
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R~SUM~ 

L'entr~e du chromate, ion non m6tabolisable, chez Chlorella pr6sente les m~mes 
caract6ristiques que celles pr6c6demment rapport6es pour le S0~ ~-. 

i .  L'absorption a lieu contre le gradient de concentration. 
2. Les vitesses augmentent au cours d'une carence en S04 v- et diminuent rapide- 

ment lorsque les Chlorelles carenc6es sont incub6es en pr6sence de Cr04 v-. 
3. Le chromate intracellulaire n'est pas ~changeable. 
4. Les Kra des vitesses baissent avec la dur6e de carence. 
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5. Le syst~me de t ranspor t  est sensible aux inhibi teurs  SH, et cette sensibilit6 
augmente  avec la dur6e de carence. 

Des inhibi t ions  r6ciproques sp6cifiques CrO4~--SO42- ont  6t6 observ6es. Elles 
sont  dues: (a) A une comp6ti t ion au n lveau de l 'entr6e;  (b) A des ph6nom~nes de 
r6gulation qui se manifes tent  apr~s l 'entr6e de ces ions dans les cellules. 

Les vitesses d 'entr6e de SO4 ~- peuven t  d immuer  consid6rablement lorsque des 
Chlorelles carenc6es en cet ion sont  pr6-incub6es pendan t  des temps courts dans un 
milieu con tenan t  du SO4 ~- ou du CrO4 ~-. Les Km sont  appa remment  peu affect6s. 
D ' au t r e  par t ,  lorsque ce m~me mat6riel  subit  une pr6- incubat ion prolong6e avec du 
sulfate, les Km augrnentent .  Ces faits sugg~rent deux modes de r6gulation, l ' un  por t an t  
sur les Vmsx, l ' au t re  sur les Kin. 

L 'entr6e du chromate  s 'arr~te au bout  de quelques heures d 'absorpt ion.  Les 
teneurs  des Chlorelles en cet ion sont  alors fonction de la concent ra t ion  ext6rieure et 
var ient  avec elle ~. peu pros de la m~me mani~re que les vitesses initiales. Comme 
pour  ces derni~res, les K m  correspondants  d6pendent  de la dur6e de careuce en SO42- 
avan t  le d6but de l 'exp6rience. 

Lorsque des cellules, dont  l ' absorpt ion  de CrO42- ~. une certaine concent ra t ion  
ext6rieure a a t te in t  son n iveau  maximal ,  sont  resuspendues A une concentra t ion  plus 
61ev6e, le t ranspor t  de CrO4 ~- red6marre. 

Si, en revanche, ce n iveau  n ' a  pas encore 6t6 a t te in t ,  il est possible d 'arr~ter  
le t ranspor t  en baissant  la concent ra t ion  externe de CrO~ ~- A un  n iveau  qui d6pend 
de la concent ra t ion  Interne.  

Par  ce type d'exp6riences, une cin6tique d 'entr6e sigmoidale peut  ~tre mise en 
6vidence. 
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