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Abstract 

Direct Uptake of an Amino-Acid by Phoronis psammophila 

Experiments on 14C-valine uptake by Phoronis psammophila Cori revealed polyphasic ki- 
netics of uptake at external concentrations higher than 1.5 LuM. This uptake displays 
seasonal variations, with a maximum in summer. In winter, increases in uptake are 
induced by preincubation in high amounts of amino-acids in the external medium; 
such increases are, however, inhibited by the action of cycloheximide. 

Introduction coefficient d'absorption li~ ~ la temp&- 
rature (QIO). La 14C-valine (D-L-valine), 

L'absorption directe par des invert&br~s d'activit& sp&cifique 73 C/mM, est ajou- 
marins de substances organiques dissoutes t~e ~ diff&rentes concentrations dans le 
dans le milieu matin est consid&r&e com- 
me un processus normal de nutrition par 
assimilation directe ~ travers des t~gu- 
ments avec gain de substances (Stephens, 
1968; Taylor, 1969; Ferguson, 1971; 
Southward et Southward, 1972; Tiffon et 
Daireaux, 1974). Nous avons entrepris 
l'~tude exp&rimentale de l'influence des 
variations de concentration d'un acide 
amin& sur le taux d'absorption au cours 
du cycle annuel chez Phoronis psan~nophila 
Cori (Phoronida: Lophophorata), qui vit 
dans un biotope vraisemblablement affec- 
t~ par de grands changements de la con- 
centration en substances organiques dis- 
soutes. Ces apports organiques provien- 
nent des courants en fonction des vents 
dominants (Est; Nord-Ouest) et du d&ver- 
sement temporaire d'un petit fleuve c$- 
tier pros du lieu de r&colte. 

Matdriel et m(~thodes 

Phoronis psanmophila est r&colt&e sur la 
plage du Prado (Marseille) ~ une profon- 
deur de 5 m. Les animaux, par lot de 
trois, sont incub&s dans 10 ml d'eau de 

milieu d'incubation; son choix a &t& gui- 
d& par le fait que cet amino-acide est 
parmi ceux dont la concentration est la 
plus basse dans les organismes marins 
(Florkin, 1969) et qu'il ne para~t pas 
jouer un r~le comparable ~ celui d'aci- 
des amin&s non essentiels dans les pro- 
cessus d'osmor~gulation (Oglesby, 1969). 
On sait que, dans les syst~mes cellulai- 
res, la valine est absorb&e par des r&- 
actions d'~changes et par un m&canisme 
de transport actif (Christensen, 1969). 
Les animaux ayant &t& exposes ~ la 14C- 
valine pendant diff~rents laps de temps 
sont rinc&s dans une solution de valine 
"froide" et homog&n&is&s dans I ml d'eau 
distill&e. Une aliquote de 100 ul est pr&- 
lev&e pour d&terminer la concentration en 
prot~ines de l'homog&nat (m&thode de Low- 
ry et al., 1951); 5 ml de TCA ~ 10% sont 
ajout&s ~ l'homog&nat et le mat&riel TCA- 
insoluble est retenu sur filtre Millipore 
(HAWP-O,25; 0,45). Les filtres, rinc&s 
par 2 ml de TCA ~ 5%, puis s&ch&s aux 
rayons infrarouges, servent ~ d&terminer 
la valeur de la 14C-valine li&e aux pro- 
t~ines, qui s'av~re ~tre environ de 10% 
de la valeur totale absorb&e. La valeur 

mer sterile contenant 1OO ~g par ml de de la 14C-valine libre incorpor&e par 
chloramph~nicol pour ~viter la prolif&ra- les animaux estmesur&e sur une aliquote 
tion bact&rienne. Les exp&riences sont de filtration (filtrat). Les mesures sont 
conduites ~ 20~ ou ~ des temp&ratures r&alis&es en scintillation liquide dans 
plus basses (10 ~ et 2~ pour &tablir le le tolu~ne-PPO-POPOP, en pr&sence de tri- 



70 c.c. Emig et Y. Thouveny: Absorption d'acide amin~ par Phoronis 

ton X-IOO pour le filtrat aqueux. Les va- 
leurs en cpm rapport~es ~ la concentra- 
tion en prot~ines sont les moyennes d'au 
moins cinq d~terminations pour une m~me 
dur~e d'incorporation. 

R d s u l t a t s  

Cin6tique de 1 'absorption 

Le volume interne des animaux utilis6s 
(Phoronis psanmophila) pour la d~termina- 
tion de l'absorption a @t~ ~valu~ ~ 60 
~i apr@s calcul du poids sec. Ce volume 
a permis de calculer la concentration in- 
terne (bM) apr@s chaque dur~e d'incuba- 
tion. La Fig. I montre la cin~tique de 
l'absorption pour diff~rentes valeurs de 
concentrations du milieu d'incubation 40 
sur les animaux pr~lev~s l'hiver. Les 
courbes A et B, repr~sentant l'absorp- 
tion du pr~curseur dans la fraction fi- 
bre (FAA), suivent un profil diphasique 
tr~s accentu~, alors que les courbes C 
et D, correspondant ~ l'absorption du 
pr%curseur pour les concentrations les 
plus faibles, atteignent rapidement un 
plateau. Dans toutes nos experiences, 
r~alis~es pour des concentrations sup~- 
rieures [ 1,5 bM, on observe apr6s un 
premier maximum (apr~s 30 min d'ineuba- 
tion) une l~g6re d~croissance de l'ab- 
sorption; celle-ci est suivie par une 
nouvelle augmentation (g~n6ralement 
apr@s I h d'incubation), pour atteindre 
un taux d'absorption trois lois sup~ri- 
eur [ celui du premier maximum. Au se- 
cond maximum fait suite une d6croissance, externe (]]M) 
elle-m~me suivie par une nouvelle phase 
d'incorporation (Fig. 2). 

variationes saisonni~res de l'absorption 

Chez les Phoronis psan~nophila r~colt~es en 
~t~, les cin~tiques d'absorption pr6sen- 
tent ~galement des profils di- et poly- 
phasiques pour des valeurs de concentra- 
tion externe sup~rieures ~ 1,5 ~/J. Cepen- 
dant, le taux d'absorption est beaucoup 
plus 61ev~ que chez les animaux pr61ev6s 
en hiver, comme en t~moignent les va- 
leurs de concentration interne atteintes 
pour les diff~rentes concentrations ex- 
ternes utilis~es en fonction du temps 
d'absorption (Tableau I). 

Pour les concentrations utilis~es, le 
facteur de concentration (concentration 
interne/concentration externe) est envi- 
ron cinq fois sup~rieur pour la p~riode 
estivale par rapport ~ celui de la p~ri- 
ode hivernale (Tableau 2). Ii est vrai- 
semblable que ce facteur soit plus ~lev~ 
pour de fortes concentrations. 

cp..~m 
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C 

, minutes 
180 300 

Fig. I. Phoronis psan~nophila. Cin6tique de l'ab- 
sorption en fonction de la concentration externe 
en acide amin6 (hiver). Ordonn@e: cpm sur concen- 
tration en proteines des ~chantillons 

Tableau I. Phoronis psan~nophila. Valeurs de la con- 
centration interne atteintes exprim~e en ~M pour 
diff~rentes concentrations externes, en fonction 
du temps d'incubation, l'hiver et l'@t@. -: pas de 
donn@es 

Concentration Concentration interne atteinte 
apr6s (min) 
15 30 60 120 180 

Hiver 
6 
3 

Et~ 
15 
6 
3 

240 

6,99 7,3 5,7 11,3 14,6 18 
5,8 4 6,6 4,8 6,8 IO 

60 85 84 333 280 - 
- 19,6 28,2 51 61 - 
5,3 iO 17,5 22 

Tableau 2. Phoronis psam- 
mophila. Facteur de con- 
centration (rapport de 
concentration interne sur 
concentration externe) 

Concentra- Et@ 
tion ex- 
terne (~M) 

Hiver 

1,5 
3 
7,5 
15 

- 1,4 
7,3 1,9 
8,3 2 

22,2 2,6 
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bation, ou en ~tudiant l'action de la 
ouaba[ne. La majeure partie de l'absorp- 
tion pour la concentration utilis~e (3 
~4) est sous la d~pendance du m~tabolis- 
me ~nerg6tique. Les valeurs du QIO va- 
rient avec la dur~e d'incubation, mais 
demeurent significatives d'un syst~me de 
transport actif (Tableau 3). Pour la con- 
centration de 3 bM, le facteur de concen- 
tration passe de 8,6 ~ 20~ ~ 4,3 ~ 2~ 
Pour les faibles concentrations (0,5 ~M), 
ce facteur ne varie pas significativement 
en fonction de la temperature. 

L'incorporation de la valine est ~ga- 
lement sensible ~ l'action de la ouabaY- 
ne (50 bg/ml), inhibiteur des syst~mes 
de transport ATPase-d6pendants; les pour- 
centages d'inhibition varient de 53 
71% suivant la dur6e d'incubation. 

Ces r~sultats confirment l'existence 
A probable d'un transport actif pour des 

Fig. 2. Phoronis psan~nophila. Inhibition de l'ab- concentrations sup~rieures ~ I ,5 ~M. Les 
sorption par lacycloheximide (hiver). Les f16- differences de vitesses d'absorption en- 

tre les animaux r~colt~s en ~t6 et ceux 
ches indiquent le d~but de la mise en contact 
avec la cycloheximide. Courbe A: cycloheximide en hiver sugg~rent que le nombre de 
d6s le d~but de l'exp@rience; courbe B: cyclohe- transporteurs est plus important chez 
ximide ajout@e au milieu d'incubation apr@s i h; les premiers. 
courbe C: l'absorption normale (courbe t@moin) 

Action de la cycloheximide 

Tableau 3. Phoronis psammophila. Influence de la 
temp@rature sur l'absorption (cpm sur concentra- 
tion en prot@ines des 6chantillons) 

Minutes 
15 30 60 120 180 240 300 

Temperature 
18oc 

ioOc 

o-4Oc 

Inhibition (%) 
entre 0~176 
et 18~ 

Qlo 

2,21 3,10 2,79 3,58 10,25 7,29 6,20 

2,31 2,57 3,45 6,81 - - 

1,12 1,16 1,34 2,48 2,98 2,80 2,76 

50 63 52 32 71 62 56 

1,88 2,67 2,08 1,46 3,44 2,60 2,25 

Ces r~sultats sugg~rent l'existence 
d'un m~canisme de transport actif, qui 
est nettement d~celable lorsque la con- 
centration externe de l'amino-acide est 

Les cin~tiques d'absorption, obtenues 
chez Phoronis psammophila, nous conduisent 

penser que des concentrations relative- 
ment importantes en amino-acides du mi- 
lieu ext~rieur modifient le taux d'ab- 
sorption, par action sur la synth~se pro- 
t~ique. Les experiences d'inhibition par 
la cycloheximide ont 6t~ ~ffectu~es aux 
deux p~riodes suivantes: f~vrier-mars et 
septembre-octobre. Lors de la premiere 
p~riode l'action de cet inhibiteur a ~t~ 
~prouv~e par deux s~ries d'exp~riences 
(Fig. 2): (I) Les animaux sont incubus 
dans une solution de 14C-valine conte- 
nant, d6s le d~but de l'exp~rience, la cy- 
cloheximide (courbe A) ; l'action de cette 
derni~re diminue fortement l'absorption 
qui atteint rapidement un plateau, alors 
qu'elle pr~sente les deux maximums chez 
les animaux t~moins (courbe C); (2) la 
cycloheximide a ~t~ ajout~e au milieu 
d'incubation apr~s I h (courbe B); dans 
ce cas, son action inhibe le second maxi- 

sup~rieure ~ 1,5 ~M, principalement chez mum de l'absorption. Lors de la seconde 
les animaux r~colt~s en p~riode estivale, p~riode, les courbes de l'absorption nor- 

Inhibition de l'absorption par inhibition du 
m6tabolisme 6nerg6tique 

Nous avons pu analyser l'importance 
des m~canismes de transport actif en 
faisant varier la temperature d'incu- 

male, compar~es ~ celles obtenues en pre- 
sence de cycloh~ximide (d~s le d~but de 
l'exp~rience), montrent que l'inhibition 
de la synth~se prot~ique ne modifie pas 
le taux d'absorption. La concentration 
en amino-acides libres est m~me, chez 
les animaux trait~s ~ la cycloh~ximide, 
sup~rieure ~ celle des t6moins. 
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Tableau 4. Phoronis psammophila. Exp@riences de pr~-incubation 
en p@riode hivernale (exprim@s en cpm sur concentration en pro- 
t6ines des @chantillons) 

Concentra- Concentration de la solution de pr@-incubation 
tion de la 
solution 
radioac- 
tive (~M) 

8 ~M Lot i 16 ~M Lot 2 
Sans cyclo- Avec cyclo- Sans cyclo- Avec cyclo- 
heximide heximide en heximide heximide en 

% d'inhibi- % d'inhibi- 
tion tion 

32 14,1~O,6 66 15,6~0,5 
16 6,1ZO,8 69 8,7~ 0,5 
8 3,1ZO,2 74 6,1 ~0,2 

4 2,2ZO,2 73 2,0 Z 0,3 
2 i,O~0, i - i,O ~ 0,i 
1 O,5~O,2 - 0,5 ~0,i 
0,5 0,3• - 0,3 ~ O,i 

75 
63 
61 

63 

Experiences de pr~-incubation ~vidence l'existence d'un processus poly- 
phasique se manifestant pour des concen- 

Les r~sultats pr~c@dents sugg~rent que trations sup~rieures ~ 1,5 ~M. Ce proces- 
la concentration externe en amino-acides sus conduit ~ une accumulation d'acide 
agit sur le syst~me de transport. Les amin~ libre interne. L'absorption a lieu 
phoronides, pr~lev~es en p~riode hiver- au travers des t~guments, puisque des ex- 
nale, sont pr~-incub~es pendant I h dans p~riences r~alis~es sur des animaux auto- 
des milieux contenant respectivement 8 tomis~s ou sectionn~s (sans bouche ni 
et 16 ~M de valine froide; chaque lot anus) (Emig, 1972) ont fourni des r~sul- 
est ensuite s~par~ en 6 fractions et in- tats similaires. 
cub~ pendant 30 min dans une solution 
diff~rentes concentrations de 14C-valine 
(Tableaux 4). Pour les concentrations in- 
f~rieures A 8 V24 du milieu d'incubation, 
on n'observe pas de difference significa- 
tive des taux d'absorption entre les 
deux lots. Par contre, l'absorption est 
significativement plus ~lev~e dans le 

La concentration interne est sup~ri- 
eure d'un facteur 2 pour les animaux en 
p~riode hivernale et d'un facteur 7 ~ 20 
au cours de la p~riode estivale, par rap- 
port ~ la concentration externe. Ceci 
sugg~re l'intervention d'un transport ac- 
tif mis en ~vidence en p~riode estivale. 
Ce fait est confirm~ par l'effet sur 

lot 2 que dans le lot I, pour les concen- l'absorption de la temperature et des in- 
trations de 8 et 16 ~M de la solution ra- hibiteurs de I'ATP. 
dioactive. Pour les concentrations inf~- 
rieures ~ 8 ~M, l'efflux masque vraisem- Ii est probable que, pendant la p~ri- 
blablement l'importance de l'absorption, ode hivernale, le syst~me de transport 

Dans une autre s~rie d'exp~riences, est pratiquement absent, mais il peut 
nous avons ~prouv~ simultan~ment l'action ~tre induit par la presence d'acides ami- 
de la pr~-incubation et de la cycloh~xi- n~s dans le milieu ext~rieur. Ainsi, on 
mide pour chacun des lots. Les r~sultats, comprend pourquoi la cycloh~ximide dimi- 
exprim~s en pourcentage d'inhibition, fi- nue la fraction d'acides amines libres 
gurent sur le Tableau 4; ils montrent internes, car elle arr~te la synth~se in- 
que cet inhibiteur de la synth~se prot~- duite des transporteurs l'hiver. L'~t~, 
ique annule l'accroissement de l'absorp- le syst~me est present; il n'est pas in- 
tion sous l'influence de la concentra- duit par la concentration externe d'aci- 
tion externe en amino-acide, des amines, ce qui explique les vitesses 

Chez les animaux r~colt~s pendant la ~lev~es d'absorption et ~galement l'ac- 
p~riode hivernale, la pr~-incubation aug- tion de la cycloh~ximide. Celle-ci, en 
mente donc le taux d'absorption de lava- bloquant la synth~se prot~ique, conduit 
line probablement par synth~se de trans- 
porteurs. 

Conclusions 

L'~tude de l'absorption de 16C_valine 
diff~rentes concentrations, chez Phoronis 
psammophila, nous a permis de mettre en 

une accumulation d'amino-acides libres 
internes, mais n'emp~che pas leur p~n~- 
tration, d'o~ l'augmentation de la con- 
centration d'acides amines chez les ani- 
maux trait~s par rapport aux animaux t~- 
moins. Ceci correspond peut-~tre ~ une 
richesse sup~rieure du milieu marin en 
substances organiques directement assi- 
milables pendant la p~riode estivale. 
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