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Var ia t ions  de la dif f6rence de potent ie l  61ec troch imique  des  c h l o r u r e s  c h e z  N i t e l l a  en pr6sence  de 
benz~ne  s u l p h o n a t e  

D a n s  ce t t e  no t e  nous  nous  p roposons  d ' 6 t u d i e r  les 
v a r i a t i o n s  du  p o t e n t i e l  61ectrochimique de l ' ion  ch lorure  
de p a r t  e t  d ' a u t r e  de la m e m b r a n e  de Nitella en  fonc t ion  
de sa c o n c e n t r a t i o n  dans  le mil ieu ext4r ieur .  P o u r  
m a i n t e n i r  c o n s t a n t e  la c o n c e n t r a t i o n  to t a l e  des so lu t ions  
nous  a v o n s  chois i  le benz~ne  s u l p h o n a t e  c o m m e  a n i o n  de 
s u b s t i t u t i o n  de C1, 

Les  essais o n t  por t6  sur  les cellules i n t e r noda l e s  de 
l ' a lgue  d ' eau  douce  Nitella translucens (Pers.) Ag. re- 
ceuillie darts u n  Loch  d 'Ecosse .  Les cellules son t  pr6- 
t ra i t~es  d a n s  NaC1 5 m M  p e n d a n t  24 h puis  elles son t  
plong6es d a n s  la  p r emie re  so lu t ion  tes t4e (KCl 0,1 m M  + 
NaC1 1,0 m M ) .  S u i v a n t  une  t e c h n i q u e  s imfla i re  5  ̀ celle 
d6cr i te  p a r  BRADLEY et  WILLIAMS 1, 2 61ectrodes son t  
i n t rodu i t e s  d a n s  la  vacuole.  U n e  m i c r o p i p e t t e  de ver re  
r empl ie  de KC1 3 M  dest in6e 5. inesurer  le po t en t i e l  de 
m e m b r a n e  ( tonop las t e  + p l a s m a l e m m e )  et  une  61ectrode 
d ' a r g e n t  d o n t  la  po in t e  a 6t6 p r 6 a l a b l e m e n t  arnincie  p a r  
61ectrolyse. L a  p a r t i e  qu i  p6n~t re  dans  la cellule es t  seule 
r ecouve r t e  d ' u n e  couche  d'Ag-AgC1. L a  diff6rence de 
p o t e n t i e l  en t r e  ce t t e  derni~re  61ectrode e t  une  a u t r e  
plong6e dans  le mi l ieu  ex t6 r ieur  es t  la diff6rence de po ten -  
t iel  61ectrochimique (AEcl) (expr im6e en  mV) de l ' ion  
ch lorure  en t r e  l ' i n t6 r i eu r  de la cellule ( cy top lasme  + 
vacuole)  et  la Solut ion test6e.  El le  est  6gale 5  ̀la diff6rence 
en t r e  le p o t e n t i e l  de m e m b r a n e  (Eoi) et  le p o t e n t i e l  
d '6qu i l ib re  des ch lorures  (Po ten t i e l  de Nerns t )  soi t  Eel. 
E n  effet  : 

- i  -o [Cl] i 
[Zcl -- [XCt = RT In [C~o + zF(vt  --V~ 

- - i  --o 
~cl - -  [Xcz R T [Cl]o 

zF Eoi zF In [Cl] i 

AEcI = Eoi -- Eel 

off ~ z  e t  ~ z  son t  les po t en t i e l s  61ectrochimiques de 1'ion 
ch lorure  dans  la phase  cel lulaire  et  d a n s  la phase  ex- 
t6rieure.  Les  au t r e s  symboles  on t  leur  s ign i f ica t ion  
hab i tue l le .  

L ' exp6r ience  cons is te  5  ̀modi f ie r  r a p i d e m e n t  la concen-  
t r a t i o n  ex t e rne  en  ch lorure  de la so lu t ion  en lui sub-  
s t i t u a n t  le benzbne  su lphona te .  Les d i f f6rentes  va l eu r s  
tes t6es  de [Clio son t  les s u i v a n t e s :  1,1 r a M ;  0,67 r a M ;  
0,42 r a M ;  0,20 m M  et  0,10 raM.  Ces c o n c e n t r a t i o n s  son t  
tes t4es  d a n s  le sens d6cro i ssan t  (aller) puis  c ro i s san t  (re- 
tour) .  Les c o n c e n t r a t i o n s  en K+ (0,1 m M )  e t  Na+  (1,0 r aM)  
r e s t e n t  cons tan tes .  Aprbs  avo i r  no t6  la v a l e u r  de Eoi et  de 
AEcz, le mi l ieu  es t  aspir6,  la cellule r inc6e ~ l ' eau  dist i l l6e 
puis  ba ign6e  dans  la nouvel le  solut ion.  Chaque  essai  a 
c o m p o r t 6  10 cellules. 

ttdsultats. Le p o t e n t i e l  de m e m b r a n e  ( tonop las te  + 
p l a s m a l e m m e )  d e v i e n t  p lus  n4gat i f  h mesu re  que  la con-  
c e n t r a t i o n  en  ch lorures  d i m i n u e  e t  q u ' a u g m e n t e  paral lble-  
m e n t  celle en  benzbne  su lphona te .  I1 passe  a ins i  de 
- -105  m V  5  ̀ - - 1 4 6  m V  (Figure  1). Au re tour ,  la cellule 
con t inue  ~ m a n i f e s t e r  une  16g6re h y p e r p o l a r i s a t i o n  puis  se 
d@ola r i se  b r u s q u e m e n t  dans  la dern ibre  so lu t ion  oh  
[Cl]o est  m a x i m u m  et  le benzbne  s u l p h o n a t e  absen t .  Les  
va l en r s  calcu14es de  l ' e r r eu r  s t a n d a r d  (a) p o u r  les dif- 
f6rents  p o i n t s  de la  F igu re  1 osci l lent  a u t o u r  de  4-9 mV.  

Le p o t e n t i e l  d '4qu i l ib re  Ecz, dev i en t  p lus  n6ga t i f  5  ̀
mesure  que  [Cl]o d i m i n u e  (Figure  2). Cet te  v a r i a t i o n  es t  
d i r e e t e m e n t  p ropo r t i onne l l e  au  log [Cl]o. L a  p e n t e  de la  
d ro i te  co r respond  5, u n  c h a n g e m e n t  de 14 m V  p o u r  une  
mod i f i ca t ion  de 10 lois la c o n c e n t r a t i o n  ex t4r ieure  en  
chlorure .  A u  re tour ,  ce t t e  r e l a t i on  subs i s te  sauf  pou r  les 

2 so lu t ions  off [Clio est  la  p lus  forte .  Les va leu r s  de l ' e r r eu r  
s t a n d a r d  (a) p o u r  les d i f f6rents  po in t s  de la F igure  2 
osci l lent  a u t o u r  de 4-10 mV.  

Discussion et conclusion. L ' h y p e r p o l a r i s a t i o n  de la 
eellule 5  ̀mesure  que  la c o n c e n t r a t i o n  en  ch lorures  d i m i n u e  
dans  le mil ieu ex t6r ieur  suppose  une  a b s o r p t i o n  i m p o r t a n t e  
de l ' a n i o n  benz~ne  s u l p h o n a t e  p a r  Nitella. La  s u b s t i t u t i o n  
de cet  a n i o n  aux  chlorures  e n t r a i n e  t ou jou r s  une  d i m i n u -  
t ion  c o r r e s p o n d a n t e  du  p o t e n t i e l  (HOPE et  WALKER 2, 
SPANSWICK, STOLAREK et  WILLIAMS 3, t~AVEN4). Ce 
p o t e n t i e l  plus  n6gat i f  ne  r6sul te  pas  d ' u n e  d i m i n u t i o n  du  
co6fficient  de pe rm6abi l i t6  du  p l a s m a l e m m e  aux  chlorures  
(Pcz) te l  qu ' i l  est  d4fini  p a r  HODGKIN e t  I4~ATZ 5. E n  effet  
en  i n t r o d u i s a n t  les va leu r s  de [C1]i calcul6es d ' ap r~s  
G o l d m a n  nous  t rouvons ,  p o u r  u n  Pcz c o n s t a n t  de 7.10 .9 
(SMITHS), une  d6croissance progress ive  de l ' e f f lux n e t :  
0,64; 0,52; 0,38; 0,22 et  0,09 pmoles  cm -2 sec -1 q u a n d  
[Clio est  r e s p e c t i v e m e n t  de 1,1; 0,67; 0,42; 0,20 e t  0,10 
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Fig. 1. Effet de la concentration externe des chlorures (remplac4s 
progressivement par du benz~ne sulphonate) sur le potentiel de 
membrane. Q, aller; O, retonr. 

0,10 

7d 
Ec~ (mY) 

00 

00 

lOC 

[Cl] o mM 
025 0,50 1 

Fig. 2. Effet de la concentration externe des chlorures (remplac~s 
progressivement par du benz~ne sulphonate) sur le potentiel d'6qui- 
libre des chlorures ( - Eci). 

1 j .  BRADLEY and E. J. WILLIAMS, J. exp. Bot. 55, 241 (1967). 
2 A. B. HOPE and N. A. WALKER, Aust. J. biol. Sci. 74, 26 (1961). 
8 R. M. SPANSWICK, J. STOLAREK and E. J. WILLIAMS, J. exp. Bot. 

54, 1 (1967). 
r J. A. RAVEN, J. exp. Bot. 59, 233 (1968). 
s A. L. HODGKIN and B. KATZ, J. Physiol. 108, 37 (1949). 
6 F. A, SMITH, J. exp. Bot. 58, 207 (1968): 



15. 5. 1970 Specialia 483 

m M .  La premi6re  et  la derni6re de ces valeurs  correspon-  
d e n t  r e m a r q u a b l e m e n t  aux 2 eff lux observ6s par  HOPE, 
SIMPSON et WALKER 7 au m o y e n  de 3~C1 chez N. trans- 
lucens plong6e dans  une solut ion o~1 [Clio = 1,1 m M  
(#c~ = 0,61 pmoles  cm -~ sec -1) e t  dans  un aut re  oh les 
chlorures  son t  remplac6s par  du benz6ne su lphona te  
(qSc~-  0,11 pmoles  cm -* sec-1). E n  outre,  au retour ,  
l 'e f f lux des chlorures augmen te  k nouveau  (cfr. Figure 2) 
alors que la cellule res te  hyperpolar is6e.  Une  d iminu t ion  
de l ' inf lux de Na du type  de celle observ6e par  SMITH 8 
lorsque la concen t ra t ion  en chlorures  d6croit  dans  le 
milieu ext6r ieur  est  insuff isante  pour  rendre  compte  de 
l ' hyperpo la r i sa t ion  observ6e. Nous es t imons  donc que le 
benz6ne su lphona te  p6n6tre a c t i v e m e n t  dans  Nitella et que 

0,1 

0 
0 

[mM CIo] -1 

0,3 

[mt4C/S 

02 

Fig. 3. Rdciproque de l'accumulation des chlorures en fonction de la 
r6ciproque de la concentration externe cn chlorures. 

ce t te  p o m p e  est  61ectrog6nique. Comme l 'hyperpo la r i sa -  
t ion  pers is te  alors que la concen t ra t ion  ex te rne  en benz6ne 
su lphona te  d iminue  nous  devons  a d m e t t r e  que l 'ef f lux 
passif  de cet  ion est  tr6s faible. 

L ' in f lux  act if  de benz6ne su lphona te  chez Nitella est  5, 
r app roche r  de l ' accumula t ion  de colorants  acides du 
type  su lphonique  chez de jeunes  cellules de p lan tes  
sup6rieures (cfr. KINZELg). D ' au t r e  p a r t  la F igure  3 
6tablie d 'apr6s  les valeurs  exp6r imenta les  mo y en n es  de 
[Cl]i (en supposan t  que les in te rac t ions  de la paro i  son t  
p ropor t ionne l les  ~ [ClJo ) d6mont re  qu ' i  ! n ' e s t  pas  impos-  
sible que  l ' inf lux act if  de Cl- chez Nitella se fasse au 
m o y e n  d ' u n  t r anspor t eu r .  

Summary.  The chloride e lect rochemical  po ten t i a l  dif- 
ference be tween  the  inside of cells of Nitella translucens 
and some ex te rna l  solutions,  where  C1 has  been  progres-  
s ively replaced by  benzenesu lphona te ,  has  been  measu red  
by  means  of Ag-AgC1 electrodes.  I t  appears  t h a t  benzene-  
su lphona te  moves  in to  the  cell by  an electrogenic  p u m p  
and  t h a t  t he  up take  of C1 by  Nitella is no t  in con t rad ic t ion  
wi th  a carr ier  hypothes i s .  
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In vitro Act ion of Polyvinylsul fate  on Acylat ion and Methylat ion  of Nucle ic  Acids  

Polyv iny l su lpha te  (PVS) is an effective inh ib i to r  of 
r ibonuclease 1 and  in m a n y  papers  it has  been used for 
t h a t  p ro tec t ive  effect  in enzyma t i c  incorpora t ions  like 
aminoacy la t ion  of t R N A  or cell free pro te in  synthesis .  
Actual ly  P V S  act ion is not  specific for r ibonuclease bu t  
has  o the r  react ions  : PVS combines  wi th  70 S r ibosomes to 
form a polysome-l ike  s t ruc tu re  in a reversible  b inding2;  
PVS gives a comple te  dissociat ion of pro te ins  f rom 
rRNA3;  while SHINOZAWA et a l )  found t h a t  P V S  reduces  
aminoacy la t ion  of t R N A ,  ILAN and  ILAN 4 show an in- 
creased a m o u n t  of aminoacy la t ion .  In  the  two cases con- 
cen t ra t ions  of PVS are very  different .  This  work gives 
the  re la t ion be tween  d i f ferent  concen t ra t ions  in P V S  and  
acyla t ion  or m e t h y l a t i o n  of nucleic acids in enzymat i c  
assays:  a kinet ic  s tudy  of m e t h y l a t i o n  and  the  results  of 
p re - incuba ted  assays wi th  P V S  and enzymes  or nucleic 
acids. Po lyvinylsu l fa te  po ta s s ium salt  was ob ta ined  
f rom General  Biochemicals,  Chagrin Falls  (Ohio) (lot: 
85284) ; adenosyl -L-meth ionine  m e t h y l  14C f rom Schwarz,  
specific ac t iv i ty  52 m c / m M ,  yeas t  p ro te in  hydro lysa te  ~4C 
f rom Schwarz and  DNA of M. lysodeikticus f rom Miles. 
E. coli t R N A  for m e t h y l a t i o n  assays was ex t r ac t ed  f rom 
E. coli K12 W6 R C  rel m e t -  and  t R N A  for acyla t ion  
s tudies  was ex t r ac t ed  f rom E. coli B, bo th  ex t rac t ions  
were pe r fo rmed  by  the  m e t h o d  of RAMMLER 5, using iso- 

anayl alcohol and pur i fy ing  wi th  D E A E  co lumn chroma-  
t o g r a p h y  and  NaC1 linear gradient .  Crude ex t r ac t  enzymes  
f rom E. coli B are uti l ized af ter  a 30-50% a m m o n i u m -  
su lpha te  prec ip i ta t ion .  
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Fig. 1. Semi-log plot of action of PVS at different concentrations 
on the aeylation of tRNA. O--O, 30 nfin normal incubation; 
+ - -+,  15 rain action on enzymes and normal completed incubation; 
• - - •  15 rain action on tRNA and normal completed incubation. 


