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L'Hévéa (//QN~ t~?za~iRiU~&&], arbre appartenant à la famille 

des Euphorbiacées,est doté d'un système de vaisseaux laticifères présents 

dans tous les tissus secondaires du phloème du tronc, des branches et des 

racines. Il produit un latex d'excellente qualité, qui, de part la struc- 

ture en réseaux anastomosés de ses vaisseaux laticifères, s'écoule en 

quantité abondante par simple entaille de l'écorce. De fait, le latex 

d'/-/W&% b~ctiiL.i~k~~ constitue la principale source mondiale de caout- 

chouc naturel (3,S millions de tonnes en 1982). 

D'origine amazonienne, 1'Hévéa est actuellement planté et ex- 

ploité industriellement dans toutes les régions tropicales humides d'Asie, 

d'Amérique et d'Afrique. Sa culture, que ce soit sous forme de vastes 

exploitations industrielles, ou à l'échelle plus modeste de petites plan- 

tations villageoises, revêt une importance économique considérable, d'au- 

tant plus qu'elle se situe.le plus souvent dans le cadre des ressources 

d'un certain nombre de "Pays du Tiers-Monde". 

Cependant, bien que de qualité encore inégalée, le caoutchouc 

de latex se trouve confronté à la sérieuse concurrence présentée par le 

développement de l'industrie des caoutchoucs synthétiques. Cette concur- 

rence n'a pu et ne peut être encore soutenue que par l'amélioration de 

la production du caoutchouc naturel. 

De fait, depuis les débuts de 1'Hévéaculture industrielle, la 

productivité des plantations a fortement augmenté, puisqu'elle est passée 

de moins de 0,5 à plus de 1,6 tonne de caoutchouc sec/ha/an. Elle est 

par ailleurs encore susceptible d'augmenter, et il est possible actuel- 

lement d'obtenir en plantations expérimentales des rendements dépassant 

3,5 tonnes/ha. 

Les progrès réalisés dans ce domaine l'ont été dans un premier 

temps grâce à la sélection massale de familles puis de clones hauts- 

producteurs, à l'étude des systèmes d'exploitation et de la nutrition 

minérale des arbres. S'il est vrai que ces recherches directement appli- 

quées ont donné des résultats immédiats, les recherches à caractère plus 

fondamental, relevant des domaines de l'histocytologie, de la physiologie 

et de la biochimie, apportent les données nécessaires à la compréhension 

des mécanismes cellulaires régissant la production. Elles permettent d'en 
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définir les facteurs limitants et d'entrevoir des possibilités d'agir spé- 

cifiquement à leur niveau. 

Ainsi, il est très vite apparu que deux facteurs essentiels 

limitent la productivité des Hévéas. Il s'agit de : 

- l'arrêt prématuré de l'écoulement par suite d'une coagulation 

précoce du latex sur l'encoche de saignée ; 

- la régénération au sein des vaisseaux laticifères. Celle-ci 

doit être suffisamment intense pour compenser la perte de 

latex entre deux saignées successives. 

La mise au point des techniques de "stimulation" de la produc- 

tion de l'Hévéa, résultat des recherches en physiologie végétale, d'abord 

à l'aide de substances minérales, puis avec des hormones du type auxino- 

métique, et actuellement au moyen de produits libérant directement de 

l'éthylène (Ethrel), a permis de lever partiellement les problèmes d'é- 

coulement, et donne de ce fait une importance primordiale aux problèmes 

concernant la régénération du latex. 

En corrolaire, l'amélioration des nouvelles techniques d'exploi- 

tation a sensibilisé les exploitants hévéicoles à un troisième facteur 

susceptible de devenir limitant à plus ou moins long terme. Il s'agit de 

l'équilibre entre la production optimale et l'état physiologique des tis- 

sus laticifères au niveau de l'écorce exploitée. En effet, la surexploi- 

tation des arbres aboutit fréquemment à un arrêt de la fonction latici- 

gène. Ce phénomène est connu sous le nom d"'encoches sèches". 

A terme, les recherches entreprises dans ces domaines plus fon- 

damentaux de la biochimie et de la physiologie des tissus laticiferes doi- 

vent permettre l'élaboration : 

- d'une liste limitée de critères biochimiques permettant une 

sélection aussi précoce que possible des clones les plus per- 

formants au sein du grand nombre d'hybrides créés continuel- 

lement ; 

- d'une typologie clonale caractérisant les facteurs limitants 

essentiels de chaque clone ; 

- de tests susceptibles de définir l'état physiologique des 

tissus laticigènes et permettant de déterminer les seuils 

critiques correspondant à une exploitation optimum mais ra- 

tionnelle, c'est-à-dire adaptée aux différents clones ; 

- de nouveaux traitements stimulant la production, ou d'adju- 

vants aux substances stimulantes déjà existantes, dont la 

cible d'action devra être parfaitement définie. 
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Outre les motivations finalisées des recherches dans ces domai- 

nes, l'intérêt des physiologistes et biochimistes fondamentalistes s'est 

trouvé fortement exalté lorsqu'il a été définitivement démontré que le 

latex est en fait le contenu cytoplasmique des cellules laticifères. En 

effet, la possibilité d'obtenir facilement, sans traitement drastique, 

des quantités non limitees de cytoplasme végétal, constitue un avantage 

méthodologique considérable. Cette particularité permet d'envisager, 

entre autres, des études portant sur les inter-relations entre cytosol 

et organites cellulaires isolées à l'état intact. 

Mettant à profit cet avantage, notre travail porte essentiel- 

lement sur quelques aspects des interactions vacuoles-cytosol. Il abou- 

tit implicitement à l'étude des mécanismes contrôlant ces interactions 

au niveau de l'interface de ces deux compartiments cellulaires, c'est- 

à-dire au niveau du tonoplaste. 

Nombre de paramètres biochimiques et physiologiques étudiés 

sont interprétés en relation avec la productivité et l'état physiologi- 

que des tissus laticifères. Nos résultats permettent de proposer des 

mécanismes biochimiques intralaticifères, à l'origine de certains fac- 

teurs limitant la productivité des arbres. 

C'est dans cette voie où les recherches à caractère fondamen- 

tal rejoignent les préoccupations plus appliquées des exploitants hévé- 

icoles, que nous avons constamment orienté nos études. 

Après quelques rappels bibliographiques nécessaires portant sur 

la morphologie et la physiologie des tissus laticifères, ainsi que sur 

la notion et le déterminisme des facteurs limitant la production de la- 

tex, nos résultats sont exposés en deux grandes parties. 

La Premiere partie traite de problèmes en relation directe 

avec la régénération du latex, au sein des laticifères, entre deux sai- 
c gnees successives.Ellemet en évidence la nécessité d'un maintien cons- 

tant de "l'homéostasie" au sein des laticifères afin que le métabolisme 

intracellulaire soit constamment orienté dans un sens favorable à la 

synthèse du caoutchouc. Le rôle du compartiment vacuolaire (les lutoïdes) 

et en particulier du tonoplaste, dans le contrôle du métabolisme cyto- 

solique est définitivement démontré.Quelques effets de la "stimulation" 

de 1'Hévéa par 1'Ethrel sur ces processus régulateurs sont mis en évi- 

dence. 
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Dans une deuxième partie , nous étudions les mécanismes bio- 

chimiques déterminant la stabilité du tonoplaste lutoïdique. Nous démon- 

trons l'implication des mécanismes mis en évidence dans les processus 

conduisant à la coagulation précoce ou intralaticifère du latex, respon- 

sables des faibles productivités et de l'apparition d'encoches sèches. 

Le rôle du mode d'exploitation des arbres ainsi que des traitements sti- 

mulant la production du latex par 1'Ethrel sont abordés. 



1 NTRODUCT ION 

HEVEA, LATEX ET HEVEA-CULTURE 

RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES 
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1 - ONTOGENESE ET ORGANISATION FONCTIONNELLE DES LATICIFERES 

Le latex d'/kwa est le contenu cytoplasmique des cellules lati- 

ciferes présentes dans tous les organes de la plante. Sa nature cytoplas- 

mique l'oppose donc aux latex des Apocynacées, Asclépiadacées, Moracées 

et Urticacées ainsi que de certaines Euphorbiacées, mis à part l'Hévéa, 

qui se trouvent enfermés dans d'énormes vacuoles au sein de tubes lati- 

cigènes simples, au protoplasme très réduit (MARTY, 1968 ; SOLJTHORN, 

1961 et 1964). 

Les vaisseaux laticifères d'/kWa font partie des formations 

du liber issues des cellules cambiales. Le fonctionnement rythmique de 

l'assise cambiale (HALLE et MARTIN, 1968 ; HEBANT et DE FA?, 1980) donne 

naissance, au sein de l'écorce du tronc, à des couches concentriques de 

cellules laticifères, séparées par d'autres formations libériennes telles 

les vaisseaux du phloème conducteur, les cellules compagnes et les cel- 

lules à tannins (planche 1). 

Emis à l'origine sous forme de cellules courtes, les jeunes 

laticifères fusionnent pour former des cellules très longues, au cyto- 

plasme fusionné, contenant donc plusieurs noyaux. A maturité, ces tubes 

laticigènes constituent un système anastomosé appelé manteau laticifère 

(BoBILIoFF, 1923 ; ANDREW et DICKENSON, 1960 et 1961 ; DICKENSON, 1965). 

Avec le temps, les manteaux laticifères les plus âgés‘ sont 

progressivement repoussés vers les parties externes dures de l'écorce, 

où ils se trouvent alors noyés et comprimés dans des massifs de cellules 

scléreuses. Les laticifères se désorganisent alors, puis dégénèrent. 

Suite à leurs observations histologiques, HEBANT et DE FA? 

(1980) montrent que, d'une part, la majeure partie (70 à 90 %) des man- 

teaux laticifères fonctionnels est située dans le phloème non conducteur 

constituant l'essentiel de l'écorce chez Heu&%, et que, d'autre part, 

seule une bande très étroite de phloème conducteur située proche du cam- 

bium reste fonctionnelle pour assurer l'alimentation en photosyntats des 

laticifères (planche 1). Ces auteurs proposent alors un "nouveau modèle 

d'organisation fonctionnelle de l'écorce", accordant un rôle primordial 

aux rayons libériens qui se trouvent être en continuité avec ceux du 

bois (DE FA?, 1981). 
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PLANCHE 1 

STKUCTURE ET ORGANISATION FONCTIONNELLE DES TISSUS SECONDAIRES 

(BOIS, LIBER, LATICIFERES,...) DE L'HEVEA 

en 

(d'après DE Fk 

thèse 1981) 

REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE L'ECORCE DE L'HEVEA 

Ecorce dure Ecorce tendre bois 

(hard bark) (soft bark) (wood) 
--4-b 

Liège 
(Cork) 

’ après 

réseau laticifère 
“latex vessels network” 

RICHES et GOODING, 1952) 

laires 
rays) 

Cmbium 

Manteaux‘laticifères 
(Latex vesaels rings) 
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1 - NATURE ET COMPOSITION DU LATEX 

La nature du latex d'!jQu&% a fait l'objet de nombreuses contro- 

verses, certains auteurs le tenant pour un contenu vacuolaire, d'autres 

lui attribuant une nature cytoplasmique (SOUTHORN, 1969). 

Tant l'examen des laticifères en microscopie électronique 

(ANDREW et DICKENSON, 1961 a et b ; COCKBAIN et SOUTHORN, 1962 ; DICKEN- 

SON, 1965 ; HEBANT et DE FA?, 1980) que les études d'ordre biochimique 

ont permis de conclure définitivement à la nature cytoplasmique du latex. 

Rappelons en particulier, la mise en évidence, au sein du latex, d'acti- 

vités enzymatiques reconnues comme typiquement cytoplasmiques telles que 

celles catalysant la voie des hexoses monophosphates (BANCHI, 1966 ; 

ARREGUIN et ROCK, 1967) et celle de la glycolyse (d'ALJZAC, 1964 ; 

TLJPY et RESING, 1967 ; JACOB, 1970-a et b). 

L'ultracentrifugation de ce cytoplasme permet de séparer trois 

phases majeures (planche II). 

- une couche surnageante blanche, collante, constituée des 

particules de caoutchouc ; 

- une phase aqueuse translucide, appelée serum cytoplasmique, 

correspondant en fait au cytosol des laticifères ; 

- un sédiment gris-jaunâtre constitué par les organites du 

latex : les lutoïdes et les particules de FREY-WYSSLING. 

Les observations en microscopie optique puis électronique 

ainsi que les analyses biochimiques effectuées sur les différents cons- 

tituants particulaires du latex après leur séparation et purification, 

a permis de caractériser l'ensemble des organites contenues dans les 

cellules laticifères (planche II). 

1) LES PARTiCULES DE CAOUTCHOUC 

Elles représentent entre 50 et 60 % du volume total du latex 

frais. Ce sont des particules de &-polyisoprène, sphériques, de taille 

variant de 0,03 à plus de 3pm. Elles sont entourées d'une enveloppe 

complexe phospholipoprotéique (RICHES et GOODING, 1952) leur conférant 

une charge globalement électronégative, assurant la stabilité collo?dale 

au latex. 
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PLANCHE II 

Paroi 

(ce11 

COUPE SCHEMATIQUE D'UN VAISSEAU LATICIFERE D'HEVEA 

(d'après les microphotographies de DICKENSON, 1965) 

Lutoïdes (Lutoids) 

Particules de caoutchouc 
(Rubber particles) 

Mitochondrie 
(mitochondria) 

Particules de Frey-Wyssling 
(Frey Wyssling particles) 

DIFFERENTES PHASES SEPAREES PAR CENTRIFUGATION DU LATEX 

(55.000x g) (représentation schématique) 

espace gazeux caoutchouc 

particules de FREY-WYSSLING 
(dégradées) 

1 _ ,,&-&--lutoïdes 
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Découvertes par HOMANS et VAN GILS (1949), ces particules re- 

présentent 15 à 20 % du volume total du latex frais. Il s'agit d'organi- 

tes sphériques de taille variant entre 1 et 15 um,limitées par une mem- 

brane simple d'environ 8 nm d'épaisseur (ANDREWS et DICKENSON, 1961 a et 

b ; DICKENSON, 1965 et 1969 ; GOMEZ et SOUTHORN, 1969) 

Les lutoïdes constituent, dans le latex d'H&Wa, un comparti- 

ment vacuolaire polydispersé (RIBAILLER, 1972) à caractère lysosomal 

(PUJARNISCLE, 1969). 

L'importance de leur fonction dans le métabolisme de la cellu- 

le laticifère et dans les processus gouvernant la production du latex, 

nous a conduit à leur consacrer un chapitre spécial. 

3) LES PART7CULES DE FREY-WlSSL?NG 

Ces organites découverts par FREY-WISSLING (1929) représentent 

1 à 3 % du volume total du latex. Leur taille varie de 1 à 3 I-lm.Les in- 

clusions de carotenoïdes qu'ils renferment leur donnent une couleur 

jaune-orangée caractéristique. Elles sont délimitées par une double mem- 

brane, dont le feuillet interne engendre des invaginations complexes. 

(DICKENSON, 1965 et 1969). Elles correspondraient en fait à des plastes 

dégénérés. Difficile à isoler intacts,leur équipement enzymatique est 

mal connu. On sait qu'elles peuvent transformer le 14C-mévalonate en 

carotène radioactif (DICKENSON, 1965). Elles compartimentent des activi- 

tés polyphénol-oxydase (COUPE et al. 1972 ; BRZOZOWKA-HANOWER &- de., 

1978). 

4) LES RTROSOMES 

COUPÉ et d'AUZAC (1972 et 1974-a) ont montré que les ribosomes isolés 

du latex sous forme de polysomes restent fonctionnels ii2 UitiO. Les trai- 

tements connus pour augmenter la production des hévéasse traduisent par 

une augmentation spectaculaire de leur polymérisation et, en conséquence, 

par une meilleure aptitude à assurer une protéosynthèse, du moins in vitio 

(COUPÉ et al. 1976 ; COUPE et LAMBERT, 1977 ; COUPÉ, 1977). 



28 

5) LES AUTRES ORGANTES DU LATEX 

Selon DICKENSON, 1969), les laticifères j unes contiennent no- 

yaux et mitochondries à l'état dispersé dans le cytoplasme. Au cours de 

la maturation et de la différenciation des jeunes cellules laticifères 

en vaisseaux anastomosés, ces organites dégénèrent et se raréfient. 

Ceux qui restent se trouvent alors confinés dans le cytoplasme 

pariétal plus visqueux (HEBANT et DE FAY, 1980) et ne sont alors pas 

évacués lors de la saignée. De fait, le latex frais, tel qu'il est récol- 

té lors de la saignée de l'écorce, ne contient que très peu d'ADN nuclé- 

aire (TUPY, 1969). Il est également pratiquement dépourvu de mitochon- 

dries, comme en témoignent les très faibles activités enzymatiques liées 

au cycle de KREBS de même que l'absence virtuelle d'activité cytochrome 

oxydase au sein du latex (d'AUZAC, 1965 ; PUJARNISCLE, 1968 et 1971). 

Notons cependant la présence de fortes activités malate déshydrogénèses, 

tant cytosoliques que sédimentables au sein du latex (COUPE ct &. 1972). 

6) COIPOSiTiON ORGANObUNERALE DU LATEX 

La composition organiminérale du latex a fait l'objet de nom- 

breuses btudes qui ont été résumées par d'AUZAC (1965-a) et JACOB (1970-a). 

Les protéines du latex ont été étudiées par TATA et MOIR (1964) et TATA 

et EDWIN (1970). 

La répartition des éléments minéraux ainsi que de certains 

acides organiques (citrate, malate,...) entre le compartiment cytosoli- 

que et vacuolaire (les lutoïdes) isolés du latex par centrifugation a 

été étudiée par RIBAILLER (1972), et celle des acides aminés par 

BRZOZOWSKA et al. (1974). 
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CELLULES LATICIFtRES ET LATEX 

RESUME 

Tel qu'il est obtenu par la saignée de l'écorce, le latex 

d’ffewa 6/r~d.&2ti~ correspond au cytoplasme fluide d'un réseau de cel- 

lules spécialisées dans la synthèse du caoutchouc. 

Cette spécialisation aboutit entre autre à la présence, dans 

ce type de cellules de quelques organites spécifiques, telles les parti- 

cules de FREY-WYSSLING, et à l'accumulation de particules de caoutchouc 

venant s'ajouter aux organites banalement présentes dans toute cellule 

végétale (noyaux, mitochondries, vacuoles,...). 

La structure des tissus excréteurs sous forme de réseaux de 

tubes laticigènes anastomosés permet de récolter le latex en quantité 

abondante par simple entaille de l'ecorce. Cette possibilité d'obtenir 

facilement, sans traitement drastique, des quantités non limitées de 

cytoplasme végétal constitue un avantage méthodologique considérable et 

permet, en particulier, d'isoler à l'état pur les deux principaux com- 

partiments du cytoplasme laticifère : le cytosol et le compartiment 

vacuolaire (les lutoïdes). Nous mettrons à profit cet avantage pour étu- 

dier les relations cytosol-vacuoles, et leurs implications dans le méta- 

bolisme cellulaire et les processus biochimiques contrôlant la production 

du latex. 
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THE LATICIFEROUS CELLS AND LATEX 
---_-_-------_____-_-~-------~~~ 
----_---------____-_----------me 

ABSTRACT 

The latex of ffevea bha&i.&eti.b as produced by the tapping tut of 

the bark corresponds to the fluid cytoplasm of a network of cells spe- 

cialized in the rubber synthesis. 

This specialization leads, among other things, to the presence, in 

this type of cells, of a few specific organites such as the FREY- 

WYSSLING particles and to the accumulation of rubber particles in ad- 

dition to the organites commonly observed in any plant ce11 (nuclei, 

mitochondria, vacuoles...). 

The structure of the excretory tissues in the form of networks of 

anastomosed latex vessels allows to collect large amonts of latex by 

cutting the bark. Therefore, unlimited amounts of plant cytoplasm cari 

be collected easily without any drastic treatment, which is a great 

advantage and allows, in particular, to isolate in the pure state the 

two main compartments of the laticiferous cytoplasm : the cytosol and 

the vacuolar compartment (lutoids). We Will make use of this advantage 

in order to study the relations between the cytosol and the vacuoles 

and their consequences on the ce11 metabolism and the biochemical pro- 

cesses governing the latex production. 



31 

L'évolution des techniques de centrifugation différentielle, 

associées aux méthodes plus fines de séparation d'organites subcellulai- 

res par centrifugation isopycnique a permis d'isoler et de purifier des 

quantités non limitantes de lutoïdes, afin d'en définir les caractéris- 

tiques biochimiques et physicochimiques. 

1 - CARACTÈRE VACUO-LYSOSOMAL DES LUTOIDES 

Il a été ainsi démontré que les lutoïdes constituent, au sein 

du latex d’ffev~abhtii.!ieMnti, un vacuome polydispersé à caractère lyso- 

somal (PUJARNISCLE, 1965, 1966, 1968, 1971 ; RIBAILLIER c;t c&. 1971,RIBAILLIER 

1972). Cette dualité de la fonction vacuolaire longtemps controversée 

semble maintenant bien admise et vérifiée (MATILE, 1969, 1975, 1978 ; 

MATILE et WIEMKEN, 1967, 1976 ; GAHAN, 1973). 

A 1 CARACTE RE LYS0.3lBiAL 

Les lutoïdes contiennent un large spectre d'hydrolases acides, 

susceptibles de dégrader la majorité des composés biologiques de la cel- 

lule. Les études initiées par SMITH (1953) caractérisant une activité 

phospholipase, ont été poursuivies par ARCHER et c&- (1969) avec la mise 

en évidence d'une activité adénosine ribohydrolase lutoïdique. C'est à 

PIJJARNISCLE (1965, 1966, 1968, 1971) que revient le mérite de formuler 

pour la première fois l'hypothèse, alors révolutionnaire, attestant l'i- 

dentité entre vacuoles des végétaux supérieurs et les lysosomes animaux, 

suite à l'identification de tout un arsenal d'activités hydrolases acides 

strictement compartimentées au sein des lutoïdes (phosphatases, phospho- 

diestérases, B-glucosidase, 8-galactosidase, 8-N-acétyl-glucosaminidase, 

cathepsine, ribonucléase, déosyribonucléase, phospholipase D et différen- 

tes estérases non spécifiques). Depuis, des activités peroxydases (COUPE 

& &. 1972), lyzozymes (TATA et &. 1976) et récemment -..-mannosidase 

solubles(d'AUZAC, 1981) ont été localisées à l'intérieur des lutoïdes. 

S'il n'a pas encore été possible de mettre clairement en évi- 

dence des processus de phagocytose ou pinocytose jusqu'à ce jour, la 
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présence de RNA dépolymérisé, apparemment de nature cytosolique (MARIN 

et al. 1974 ; MARIN et TROUSLOT, 19751, à l'intérieur des lutoïdes, sug- 

gère l'existence de processus de dégradation au sein du compartiment lu- 

toïdique, leur conférant ainsi une fonction lysosomale réelle. 

Normalement, ces diverses hydolases ne sont pas, ou sont très 

difficilement accessibles à leurs substrats externes. Elles se trouvent 

donc présentes sous forme latente à l'intérieur de ces organites. Ces 

enzymes ne deviennent pleinement fonctionnelles que lorsque la membrane limi- 

tante qui les contient est rompue, soit parce qu'elle est particulière- 

ment instable iit ~VO , soit à la suite d'une lyse expérimentale au mo- 

yen d'un détergent non ionique (TRITON X-100) ou d'un choc osmotique 

brutal lors d'une incubation dans un milieu hypotonique (PUJARNISCLE, 

1968). 

8) CARACTERE VACUOLATRE 

Suite aux observations montrant que les 1utoZdes accumulent les 

colorants vitaux, tel le rouge neutre, WIERSUM (1957) émet l'hypotèse se- 

lon laquelle ces organites peuvent constituer, au sein du latex d'ffevea, 

un vacuome polydispersé. 

I ) Compan;tim~n~on du iov~n : 

Afin de vérifier le caractère vacuolaire des lutoïdes, la ré- 

partition des ions entre le milieu intralutoïdique et le cytosol a été 

déterminée. Dans un premier temps, SOUTHORN et EDWIN (1968) montrent 

que le contenu de ces organites est plus acide (pH moyen = 5,5) que le 

cytosol environnant (pH moyen = 6,9). RIBAILLIER et al. (1971) puis 

BRZOZOWSKA et al. (1974) précisent le caractère vacuolaire de ces orga- 

nites et montrent qu' ils accumulent sélectivement, in ViVO, certains 

constituants ioniques du cytosol laticifère. 
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Tableau 1 

Accumulation in V&O de divers solutés dans le compartiment 1utoIdique 

du latex d'Hévéa. 

Soluté 
Concentration(m@ Rapport 

Lutoïdes Cytosol Lutoïdes/Cytosol 

Citrate 

Malate 

Aminoacides 
acides 

neutres 

basiques 

Mg 
2+ 

Ca2+ 

cu2+ 

K+ 

53,0 537 993 

17,3 14,6 192” 

22,9 56,9 C,4 

21,l 36,4 036 

56,9 636 836 

64,2 8,3 830 

1,51 0,25 630 

0,046 0,021 290 

31,2 30,l 1,o 

Pi 76 9,1 897 

Saccharose 598 40,5 O,l 

D'après d'AUZAC et al.,1982-a 
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a) compartimentation des acides organiques (tableau 1) 

Les acides citrique et malique représentent plus de 90 % du 

pool des acides organiques dans le latex d’lfcwea (d'AUZAC et PUJARNISCLE 

1959 ; d'AUZAC, 19651, mais seul l'acide citrique s'accumule dans les 

lutoïdes. Le rapport transtonoplastique de concentration en citrate est 

de l'ordre de 10 unités (RIBAILLIER ti &. 1971 ; RIBAILLIER, 1972 ; 

d'AUZAC & d. 1982-a). 

Contrairement aux vacuoles des plantes crassulaceennes 

&LUGE et HEININGER, 1973 ; BUSER et MATILE, 1977 . ..> les lutoïdes 

n'accumulent pas l'acide malique ; de ce fait, le rapport de la concentra- 

tion en malate, entre les deux compartiments majeurs du latex reste sen- 

siblement voisin de l'unité (RIBAILLIER et 21. 1971). 

b) compartimentation des acides aminés 

BRZOZOWSKA et al. (1974) ont montré que la concentration en 

acides aminés libres totaux dans les compartiments cytosoliques et vacu- 

olaires du latex est du même ordre de grandeur. Cependant les acides ami- 

nés à caractère basique (arginine, lysine, d-%d* iaminobutyrate et 

ornithine) s'accumulent, in ~VO, essentiellement dans le compartiment 

lutoïdique, alors que les acides glutamique et aspartique sont, au con- 

traire, essentiellement cytosoliques (tableau 1). Les gradients trans- 

tonoplastiques de concentration sont de l'ordre de 5 à 20 selon l'amino- 

acide concerné. 

Une 

en évidence chez 

1974 ; BOLLERCt 

1979) OU Candidu 

compartimentation analogue des amino-acides a été mise 

Sacchcuzormtcu CuzeviAia~ (INDGE, 1968 ; WIEMKEN et DURR, 

ale, 19751, chez Netiohpo/ra vrccnna (MARTINOIA et CLe. 

u&U (HUBER-WALCHI et wmmw, 1979). 

C] compartimentation des ions inorganiques 

Bien que,selon la source des données (COOK et SEHKAR, 1955 ; 

RIBAILLIER et al., 1971 ; COUPE, 1977) il faille noter une certaine dis- 

parité des valeurs quantitatives concernant les rapports de concentra- 

tion des ions entre cytosol et milieu intralutoïdique, il demeure évi- 

dent que les cations divalents (Mg ++, Ca ++, CU ++> ainsi que le phos- 

phore- inorganique sont essentiellement accumulés à l'intérieur des lutoï- 

des. Par contre (tableau 11, le potassium se trouve distribué quasiment 

uniformément de part et d'autre du tonoplaste lutoïdique. 



35 

2) Compatc;timenttion d’auLxen no.hth : 

Etudiant la composition du sérum lutoïdique TAN CHEE HONG et 

AUDLEY (1968) puis ARCHER & &. (1969), y démontrent une accumulation 

d'ergothionéine, d'hercynine ainsi que de trigonelline. Ces auteurs, en 

analysant le latex de différentes provenances, arrivent à la conclusion 

que l'ergothionéine est en fait d'origine fongique et qu'elle s'accumule 

dans les lutoïdes du latex, dans la seule mesure où le sol contient les 

champignons qui la secrète. 

Cette capacité des lutoïdes à accumuler ces substances toxiques 

(alcaloïdes) endogènes comme exogènes leur confère une fonction détoxi- 

fiante évidente. Cette caractéristique ne leur est pas spécifique. En 

effet, la sanguinarine est essentiellement localisée dans les vacuoles 

des iodoblastes de Aiackkmja condota (NEUMANN et MULLER, 196?). L'essen- 

tiel de la morphine se trouve compartimentée à l'intérieur des vacuoles 

au sein du latex de Papaux notnni~em.tn (FAIRBAIN ct a,&, 1974). La nico- 

tine se retrouve intégralement dans le compartiment vacuolaire de Nb.LO- 

Lina nw;tica (SAUNDERS, 1979). 

S'il ne semble pas exister de différence marquée, tant quali- 

tative que quantitative, quant à la répartition des aglycones phénoliques 

libres entre les deux compartiments majeurs du latex. Les flavanes et 

tannins condensés se trouvent en majeure partie au sein des lutoïdes 

(HANOWER ~2 & 1979 ; CAVAGNE, 1983 ; CRETIN, résultats non publiés). 

Signalons, en outre, que les lutoïdes contiennent des protéines 

cationiques spécifiques, en particulier l'hévéine. Cette protéine de fai- 

ble poids moléculaire. (PM< 10 000) rendrait compte d'environ 70 % de la 

teneur en protéines totales du sérum intralutoïdique (ARCHER, 1960). Ré- 

cemment , CAVAGNE (1983) a montré que cette protéine semblait adsorber 

fortement des substances réagissant au réactif de FOLIN. Cet auteur émet 

l'hypothèse que l'hévéine fixe des composés du type phénolique et lui 

attribue de ce fait un rôle détoxifiant. Ainsi, l'hévéine piègerait les 

composés polyphénoliques à l'intérieur des lutoïdes. 

Par ailleurs, les protéines à point isoélectrique très élevé, 

mises en évidence dans le latex par ROE et EWART (1942), se sont avérées 

provenir des lutoïdes. Ainsi, deux protéines basiques ont été isolées des 

lutoïdes par ARCHER (1976). Il s'agit des hévamines A et B. D'après TATA 

et EDWIN (1970), ces deux protéines fortement cationiques seraient impli- 

quées, pour partie, dans les processus conduisant à la coagulation du 

latex. Plus récemment, TATA ek c&. (1976) ont montré que les hévamines 

A et B sont en fait des lysosymes. 
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3) QnobRème dcz L’LpLLibne du chwup : 

Des estimations même très approximatives de l'équilibre des char- 

ges portées par les differentes structures ioniques accumulées au sein des 

lutoïdes (tableau l), montrent un déficit net de cations, de l'ordre de 80 

a 150 charges positives, selon le pH considéré (5,O à 6,5). Il y a donc un 

excès de charges négatives attribuables à l'accumulation d'anions de bas 

poids moléculaire. Le problème de la compensation des charges au sein des 

lutoides, et de leur rétention, se trouve donc posé. Le phosphore inorgani- 

que, fortement accumulé au sein du compartiment vacuolaire du latex, ne sem- 

ble pas être accumulé sous la forme de polyphosphates, qui n'ont jamais pu 

être détectés au niveau des divers compartiments du latex (d'AUZAC, commu- 

nication personnelle). Une part des anions (Pi et citrate) qui correspondent 

à l'essentiel de l'excédent des charges négatives intralutoïdiques, calculé 

à partir des valeurs du tableau 1, pourrait être adsorbée et éventuellement 

immobilisée, sur des structures intralutoïdiques polycationiques. On pense 

en particulier à l'hévamine et aux autres protéines cationiques, spécifique- 

ment localisées et concentrées dans les lutoïdes. Cependant une telle expli- 

cation ne pourrait rendre compte d'une façon satisfaisante des phénomènes 

d'équilibre de DONNAN, responsables de l'accumulation de cations (H+ et Ca 
++ 

), 

qui seront discutés ultérieurement. Les problèmes de compensation de charges, 

que l'on veuille rendre compte du déficit de cations de bas poids moléculaires, 

ou des phénomènes de DONNAN (intérieur des lutoïdes chargés globalement néga- 

tivement), restent donc difficilement explicables et non mutuellement conci- 

liables, dans l'état actuel des connaissances acquises sur les caractéristi- 

ques des lutoïdes. 

Notons enfin que l'équi-répartition du potassium entre les deux 

compartiments cellulaires, dans la mesure où l'on détermine des gradients de 

potentiel transtonoplastiques négatifs à l'intérieur des lutoïdes, pose éga- 

lement un problème d'interprétation. Ainsi le potassium semble a pdO/ri 

"sous accumulé" dans les lutoïdes, ou exclu, dans une certaine mesure, de 

ce compartiment. Le potassium pourrait donc jouer un rôle de contre ion, 

permettant l'accumulation electriquement compensée d'autres cations (H+, 
Ca2+ 2+ 

> Mg , . ..?). La non accumulation du malate pose un probleme du même 

ordre. 
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II - LA MEMBRANE LUTOÏDIQUE 

A) CObiQOSlT70N LlQTDi2UE DU tONC)QLASTE LUTUI’DTW, ET SES CONSEWNCES : 

La composition lipidique et phospho-lipidique de ~ 

la membrane lutoïdique a été étudiée par DUPONT et &.(1976). Elle est 

caractérisée par une teneur inhabituelle en acide phosphatidique (80 % de 

la masse totale) et l'absence de phospholipides azotés iphosphatidyl étha- 

nolamine et phosphatidyl-choline), d'ordinaire bien représentés dans le 

règne végétal. De ce fait, la composition de la membrane lutoïdique con- 

traste avec celle décrite pour la membrane vacuolaire de R&U Vu&?& 

O~~RTY et BRANTON, i980). L'absence de ces phospholipides azotes consti- 

tue bien une caractéristique de la membrane lutoïdique. Ils sont pourtant 

synthétisés dans la cellule laticifère et présentsdans l'enveloppe phospho- 

lipo-protéique entourant les particules de caoutchouc. Notons que les pré- 

cautions prises par ces auteurs eliminent l'artefact possible : dû à l'ac- 

tion d'une phospholipase, au cours de l'extraction. 

Par ailleurs, la composition en acides gras de la membrane 

lutoïdique est originale. Elle est en effet caractérisée par sa forte te- 

neur en acides gras saturés : environ 45 % des acides gras totaux. Ce sont 

essentiellement les acides palmitique et stéarique. Le pool lutoi'dique 

des acides gras insaturés (55 % du total) est constitué de l'acide lino- 

léique (C 18:2) qui a lui seul rend compte de 40 % des acides gras totaux 

membranaires, ensuite viennent l'acide oléique (C 18:l) et linolénique 

(C 18:3) (HANOWER, résultats non publiés) qui représentent respectivement 

12 et 4 % des acides gras totaux tonoplastiques. 

La composition de la membrane lutoïdique diffère en ce sens de 

celle du tonoplaste isolé de Sawhcuromycu cenevihiniae, caractérisé par une 

beaucoup plus grande proportion en acides gras insaturés (KRAMER et &. 

1978). 

Par contre, l'abondance relative en acides gras saturés suggère 

des ressemblances entre le tonoplaste lutoïdique et d'autres membranes bio- 

logiques d'organites sub-cellulaires comme la membrane externe des mitochon- 

dries ou de l'enveloppe choloroplastique (DUPONT & &, 1976 ; DOUCE & &, 

1973). 

. 

Cette composition originale du tonoplaste lutoïdique peut ren- 

dre compte d'un certain nombre de propriétés connues de ces organites. Les 

teneurs relativement élevées en acides gras saturés (palmitique + stéarique) 
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peuvent expliquer en partie la relative rigidité de la membrane lutoïdique 

caractérisée par GOMEZ et SOUTHORN (1969), de même que la fragilité des 

lutoïdes lorsqu'ils sont exposés dans un milieu hypotonique (osmosensi- 

bilite) (PUJARNISCLE 1968 ; RIBAILLIER, 1972). 

La richesse de la membrane lutoïdique en acide phosphatidique 

lui confère une charge globale électronégative. Cette caractéristique 

apparaît comme primordiale pour que soit maintenue la stabilité colloï- 

dale des principaux éléments figures du latex, en l'occurence particules 

de caoutchouc et lutoïdes, tous deux chargés négativement (DUPONT tzt &. 

1976;d'AUZAC et d., 1977). La neutralisation plus ou moins complète de 

ces charges serait à l'origine du processus aboutissant à la coagulation 

du latex (cf p.42-43). 

Bl ACTiVTTES ENZYMATI2UES CONSTTTUT7VES DE LA MEMBRANE LUTUlDl2UE 

La présence de toute une gamme d'activités hydrolases acides 

solubles à l'intérieur des lutoïdes a largement contribué à la définition 

des vacuo-lysosomes végétaux. L'amélioration des techniques d'investiga- 

tion ainsi que des techniques de séparation et de purification des struc- 

tures membranaires a permis la mise en évidence d'activités constitutives, 

c'est-à-dire faisant partie intégrante de la membrane lutoïdique. 

7) Qrré,sence d’une utiviX6 NADH-ytochnome. c oxydon6ductic 
et de cytochnome. b nti Le. tonoplamte .ttioCd&pc : 

MOREAU et d, (1975) ont montré l'existence d'une activité 

NADH-cytochrome c (accepteur artificiel) oxydo-réductase au niveau des 

lutoïdes purifiés sur gradient de densité. Le choc osmotique, par expo- 

sition des lutoïdes dans un milieu hypotonique a permis de démontrer 

sans ambiguïté, la nature membranaire de ce système oxydo-réducteur. 

Cette NADH cytochrome 2 oxydoréductase est insensible à l'an- 

timycine A, écartant l'hypothèse d'une éventuelle contamination mitochon- 

driale. Elle montre par ailleurs une forte spécificité vis-à-vis du NADH. 

Par contre, elle peut utiliser le ferricyanure de potassium en tant qu'ac- 

cepteur d'électrons. Etudiée au niveau du tonoplaste lutoïdique purifié,‘ 

elle ne peut directement transférer les électrons du NADH sur l'oxygène 

moléculaire. 
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Dans le cas du latex, ce système rédox est localisé sans ambi- 

guïté au niveau du tonoplaste lutoïdique. Une telle activité a parfois été 

suggérée, voire signalée au niveau de la membrane vacuolaire de diverses 

origines (MATILE et WIEMKEN, 1967 ; MATILE, 1968 ; LEIGH et BRANTON, 1976; 

SAUNDERS, 1979). La localisation tonoplastique de cette activité enzymati- 

que est par contre largement contestée par d'autres auteurs (METTLER et 

LEONARD, 1979 ; WAGNER, 1979). 

MOREAU '22 &. (1975) ont parallèlement mis en évidence la pré- 

sence de deux cytochromes du type b, au niveau de la membrane lutoïdique. 

L'un, partiellement réductible par le NADH, mais insensible au NADPH, 

correspond au cytochrome 2 563. L'autre est un cytochrome b 561, et ne - 

peut être réduit que par l'hydrosulfite. 

L'absence totale de cytochrome P450 et d'activité NADPH cyto- 

chrome 5 réductase au niveau du tonoplaste lutoïdique (MOREAU Qx c&. 1975) 

écarte l'hypothèse d'une contamination par des structures microsomales. 

Ce système transporteur d'électrons présente donc quelques ana- 

logies avec ceux mis en évidence au niveau des microsornes animaux ou végé- 

tàux (STRITTMATER et VELICK, 1957). Cependant, la fonction de ce système 

transporteur d'électrons au niveau du tonoplaste lutoïdique reste obscure, 

d'autant qu'aucun accepteur endogène n'a pu être mis en évidence, jusqu'à 

ce jour. MOREAU 4-t & (1975) lui attribuent un rôle régulateur des teneurs 

en NADH dans le latex, qui, présent en trop fortes concentrations dans le 

cytosol des laticifères, orienterait le flux métabolique dans une direction 

défavorable à la synthèse d'acétate, précurseur du polyisoprène (JACOB, 

1970). 

Des considérations sur l'effet positif de l'apport d'ATP lors 

de l'absorption de certains solutés par une suspension de lutoïdes in v~.&o 

(d'AUZAC et LIORET, 1974) ont conduit à rechercher l'existence d'une acti- 

vité ATPase sur le tonoplaste lutoïdique. 

C'est à d'AUZAC (1975-1977) que revient le mérite d'avoir carac- 

térisé, pour la première fois, sans ambiguïté, une activité ATPase membra- 

naire, au niveau d'un compartiment vacuolaire végétal (les lutoïdes). 

En général, la difficulté pour démontrer l'existence d'une ac- 

tivité ATPase tonoplastique réside dans le fait que les lutoïdes (PUJARNIS- 

CLE, 1971), comme tout compartiment vacuolaire des végétaux supérieurs, 
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contiennent de fortes activités phosphatase acide (NISHIMURA et BEEVERS, 

1978 ; BOLLER et KENDE, 1979 ; BRISKIN et LEONARD, 1980,...). Celles-ci 

restent souvent partiellement adsorbées sur les membranes isolees, et 

masquent, de ce fait, toute activité ATPase spécifique. 

L'addition de molybdate d'ammonium 0,l mM à une suspension de 

membrane lutoïdique inhibe totalement l'activité phosphatase acide mesu- 

rée par l'hydrolyse du PNPP (JACOB et SONTAG, 19749, sans affecter l'hy- 

drolyse de 1'ATP. Cette dernière est attribuée à une activité ATPase spé- 

cifique(d'AUZAC, 1975). 

Cette méthode introduite par d'AUZAC (19759, qui utilise l'in- 

hibition spécifique des activités phosphatases acides vacuolaires par le 

molybdate, a permis depuis, la mise en évidence d'activités ATPase au ni- 

veau du tonoplaste de &ti vu,f?ggcur.& (LEIGH et WALKER, 1980 ; ADMONet d.. 

1981). WAGNER (1981) semble obtenir des résultats analogues en inhibant 

les activités phosphatases acides par le fluorure, et a ainsi pu mettre 

en évidence une ATPase au niveau du tonoplaste isolé de pétales de /lippe- 

cv5;Drum. 

D'AUZAC (1977) montre que 1'ATPase tonoplastique des lutoïdes 

est spécifique vis-à-vis de 1'ATP. L'activité ATPase nécessite la présence 
++ 

de cations divalents, tels le Mg . Le Km de l'enzyme pour son substrat 

préférentiel, : l'ATP-Mg++, se situe entre 0,4 et 0,8 mM selon les condi- 

tions d'incubation. Son pH optimum varie selon le tampon utilisé entre 

6,6 (KHZP04 et HEPES-Tris) et 7,75 (TEA-HC1 ; Tris-HC1 ; HEPES-NaOH).Son 

activité n'est pas affectée par la présence de Pi. Elle est par contre 

inhibée par 1'ADP (Ki= 0,4 mM). 

L'ATPase tonoplastique des lutoïdes est insensible à la présence 

de cations monovalents tels Na+ 
+ 

ou K . Elle est par contre activée par 

certains anions tant minéraux (Cl-, HCOS-) qu'organiques (malate, succi- 

nate, aspartate, fumarate), au même titre que 1'ATPase de microsornes iso- 

lés des racines de navet (RUNGIE et WISCKICH, 1973). Enfin, 1'ATPase lu- 

toïdique est irréversiblement inhibée par les réactifs des groupes SH 

(NEM, PCMB, mersalyl) de même que par le DCCD, et ce, beaucoup plus effi- 

cacement lorsque les études sont réalisées sur des lutoïdes intacts et frais 

(GIDROL, 1984 ; GIDROL et CHRESTIN à paraître) que sur des lutoïdes lyo- 

philisés (d'AUZAC, 1977 ; MARIN, 1981). Elle est, par ailleurs, fortement 

inhibée par le DIDS, les flavonols et le CU++ (GIDROL, 1984 ; GIDROL et 

CHRESTIN, à paraître). 
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L'activité ATPase tonoplastique des lutoïdes n'est pas affec- 

tée par les inhibiteurs classiques des ATPases mitochondriale (oligomy- 

cine, NaN3) ou plasmalemmique (vanadate, nystatine). Par contre, des 

résultats très récents rapportés par GIDROL (1983) et GIDROL et BLASCO 

(à paraître) montrent que,de part sa relative sensibilité au DES (Ki = 

300 FM), et une certaine reconnaissance antigénique par des anticorps 

isolés à partir d'une ATPase purifiée du plasmalemme de Sch&onacchcuromycu 

potnbc et malgré son insensibilité au vanadate, 1'ATPase tonoplastique des 

lutoïdes partage quelques similitudes de structure avec les ATPases d'ori- 

gine plasmalemmique (GIDROL et BLASCO, à paraître). 

Enfin, l'activite hydrolytique de 1'ATPase étudiée sur des 

lutoïdes intacts frais se trouve significativement activée par les pro- 

tonophores tels le FCCP ou le 2,4 DNP (< 50 pM) ou certains ionophores 

comme la gramicidine ou la valinomycine (GIDROL 1984 ; GIDROL et d' 1988; 

GIDROL et CHRESTIN, à paraître). 

La mise en évidence d'une activité ATPase associée aux membra- 

nes vacuolaires est primordiale, dans la mesure où celle-ci peut être im- 

pliquée dans des processus d'énergisation des transports au travers du 

tonoplaste. 

De fait, simultanément aux résultats acquis par MARIN & &. 

(1979) et MARIN (1980, 19819, à partir de lutoïdes conserves 24 heures 

dans la glace ou de vésicules reconstituées à partir de lutoïdes lyophy- 

lisés, indépendamment et en utilisant des techniques différentes, nous avons 

démontré que 1'ATPase tonoplastique des lutoïdes intacts, frais, fonctionne 

comme une pompe à protons (CRETIN, 1979-b et 1982 ; CRETIN et &. 1980 et 

19821, catalysant l'acidification du compartiment lutoïdique. Le gradient 

transtonoplastique ainsi créé est capable d'énergiser l'absorption de cer- 

tains solutés (MARIN, 1981 ; MARIN &t u,!. 1982, 1983) selon un couplage 

énergétique correspondant à la théorie chemiosmotique proposée par MITCHELL 

(1976). 

C) PRESENCE DE DTVERS TRANSPORTEURS TONOQLASTI~UES 

L'existence même d'une compartimentation aboutissant à la mise 

en place de gradients transmembranaires de concentration implique un pro- 

cessus de transport assuré par des transporteurs (ou perméases) plus ou 

moins spécifiques, localiséssur le tonoplaste. Cependant, la mise en évi- 

dence de tels processus de transport et d'accumulation au niveau des divers 

compartiments subcellulaires des végétaux supérieurs est difficile, et les 
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données disponibles souvent fragmentaires rkçultent dans la majorité des 

cas, d'approches indirectes (Mac ROBBIE, 1975 ; GRIGNON, 1974 : PENNARUM, 

1980). 

Au même titre que les travaux effectués sur le vacuome de 

Sacchomycen cQnevL&iae et Neumapo/ra chada, les études realisées sur 

les lutoïdes ont permis d'identifier et de caractériser quelques processus 

de transport au niveau du tonoplaste d'une plante superieure. 

Les phénomènes d'accumulation et de compartimentation de cer- 

tains solutés se deroulant in V~VO ont été évoqués dans le paragraphe 

traitant du caractère vacuolaire des lutoïdes. Lorsque les lutoïdes sont 

isolés, il est possible de leur faire absorber, in vCXJLO, certaines enti- 

tés ioniques comme le calcium et le phosphore inorganique (RIBAILLIER, 

1972), le citrate (RIBAILLIER, 1972 ; d'AUZAC et LIORET, 1974 ; MONTARDY 

et LAMBERT, 1977 ; MARIN, 1981,. ..) et des acides aminés de type basique 

(HANoWER e-t &. 1977), et ce, contre un gradient de concentration établi 

in vive. 

Deux types de transport ont Cte particulièrement étudiés au 

niveau du tonoplaste lutoïdique. Il s'agit du transport des amino-acides, 

et de celui des acides organiques (essentiellement le citrate). 

7 I Le- ;trlavqmn.t de,!, amina-acidu : 

Etudiant les processus d'absorption des acides aminés par les 

lutoïdes, HANOWER & d. (1977) et NAIMIEN N'GORAN (1982) montrent que . 

seuls les aminoacides basiques (arginine, lysine,...) ou neutres, dans 

une moindre mesure (alanine,...) s'accumulent dans les lutoïdes in vitio. 
Les acides aminés acides (acide glutamique, acide aspartique) ne sont pas 

accumulés. 

Ainsi, en absence de toute source d'énergie métabolique, la 

lysine comme l'arginine sont éransportéesà l'interieur des lutoïdes, 

selon un processus linéaire pendant au moins 20 à 30 minutes, et ce, contre 

un gradient de concentration établi & V&O. Ces processus de transport 

suivent, IV2 ViJh, une cinétique Michaelienne en fonction de la concentra- 

tion en acide aminé dans le milieu extérieur. Ils sont en outre dépendants 

de la température et du pH (HANOWER et &., 1977). 

Ces auteurs montrent que la vitesse d'absorption des acides 

aminés accumulés .par les lutoïdes est optimale aux valeurs de pH correspon- 

dant, pour chaque acide aminé, à la valeur du point isoélectrique caracté- 

risant la molécule transportée. Ils en déduisent que les molécules à charges 

compensées traversent plus facilement le tonoplaste. 
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Les processus d'absorption sont inhibés par le N-éthyl-maleimide. 

L'arginine inhibe compétitivement l'absorption de la lysine, alors que 

leurs énantiomeres D sont sans influence. Enfin, on n'observe aucune in- 

hibition de l'absorption des acides aminés basiques lorsque les expérien- 

ces sont réalisées en presence de L-amino-acides neutres, aliphatiques ou 

aromatiques.HANOWER Qz&concluent que les acides aminés basiques (LYS et 

ARC) utilisent un même transporteur à stéréospecificité marquée, de type 

enzymatique. 

De plus, HANOWER et c&. (1977) montrent que cette accumulation 

des acides aminés basiques est fortement accrue lorsque les lutoïdes sont 

mis en présencè d'ATP. Elle se trouve par contre nettement diminuée lors- 

que les incubations sont réalisées en présence de 2,4 DNP ou de chlorure 

d'ammonium. Ces auteurs établissent, d'autre part, une corrélation posi- 

tive entre l'amplitude d'incorporation de la lysine et l'amplitude du 

gradient transmembranaire de concentration en protons. L'hypothèse d'un 

système de transport assuré par une perméase spécifique des acides aminés 

basiques et énergisé par un gradient de protons échangeables, est avancée. 

La présence d'un transporteur de nature protéique, catalysant le 

transport de l'arginine a également été démontré au niveau du tonoplaste 

de Sacchuhomycen cunevhiniae (BOLLER ~2 c&. 1975 ; DURR & &. 1976 et 1979) 

et de Ncwrohpona chtida (MARTINOIA et a.k?. 1979). Il s'agit dans ces deux 

cas d'une pennéase peu spécifique, commune à tous les acides aminés basi- 

ques , dont les caracteristiques diffèrent complètement des transporteurs 

d'acides amines plasmalemmiques. 

En fait, des expériences de double marquage effectuées sur des 

vacuoles de ~acchatomycu cC?n&vhiae (BOLLER et &. 1975) OU de SSrCpto- 

COCCW ~OCCati (ASHGAR Ct c& 1973) préalablement "chargées" avec un iso- 

tope donné de L-arginine,montrent oue, contrairement à ce qui est observé 

pour les lutoïdes, il n'y a pas accumulation de l'acide aminé. L'influx 

d'arginine du milieu extérieur vers le milieu intravacuolaire se trouve rom- 

pensé par l'efflux stoechiométrique du même acide aminé préalablement 

accumulé dans la vacuole. Il s'agit donc dans ce cas d'un échange isoto- 

pique au travers du tonoplaste, catalysé par une perméase. DURR Ct &, 

(1979) et BOLLER (1977) montrent que l'équilibre de concentration de part 

et-d'autre de ces tonoplastes est déplacé dans le sens d'une accumulation 

vacuolaire, grâce à l'existence d'anions polyphosphates au sein de la va- 

cuole. Ceux-ci sont capables de "fixer" les molécules chargées positive- 

ment au pH vacuolaire, comme l'arginine. L'accumulation et la rétention 
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de l'arginine au sein de ces vacuomes peuvent donc s'interpréter en ter- 

me d'équilibre de DONNAN. 

Selon DURR Qt c&. (1979), l'hydrolyse de 1'ATP cytosolique se 

traduirait par une translocation de phosphate et la formation d'un poly- 

anion vacuolaire. Il en résulterait un couplage électrique indirect entre 

activité ATPase-polyphosphate synthétase, et l'influx net d'arginine au 

sein de ce vacuome. 

11 semble donc exister une différence fondamentale dans les mé- 

canismes de l'accumulation des acides aminés basiques entre le vacuome du 

latex (le transport de lysine et d'arginine sont liés à l'existence d'un 

gradient de protons) et le compartiment vacuolaire de ~acCh~omycu CQJ@- 

viAiac (l'accumulation d'arginine est liée à la synthèse de polyphospha- 

tes). 

Notons à ce propos que les recherches menées jusqu'à ce jour 

n’ont pas permis de mettre en évidence la présence de polyphosphates au 

sein des lutoïdes, le compartiment vacuolaire du latex (d'AUZAC, communi- 

cation personnelle). 

R) LE TRANSPORT DES ACZDES ORGANl@fES 

Les 1utoïdes'Lompartimentent'; au sein du latex, un pool élevé 

de citrate. D'AUZAC et LIORET (1974) ont étudié un certain nombre de pro- 

prietés du mécanisme de l'accumulation du citrate par les lutoïdes. 

Dans un milieu dépourvu de toute source d'énergie métabolique, 

les lutoïdes absorbent des quantités considérables de citrate, et ce, 

contre un important gradient de concentration. La cinétique d'incorpora- 

tion est linéaire‘pendant au moins 30 minutes. La cinétique de satura- 

tion Michaelienne (Km = 5mM),la thermo-dépendance de ce transport ainsi 

que son inhibition par le N-éthyl-maléimide permettent de conclure à l'exis- 

tence d'une pennéase spécifique, contrôlant le transport du citrate au ni- 

veau du tonoplaste lutoïdique. 

Le citrate, le succinate et le malate (MONTARDY et LAMBERT, 

1977) sont accumulés dans les lutoïdes suivant des cinétiques d'absorp- 

tion analogues. Les valeurs de Km pour les 3 acides sont quasiment iden- 

tiques. Ces observations, associées à la caractérisation d'inhibitions 

intercompétitives, sont compatibles avec l'existence d'un système trans- 

porteur unique. Les différences de pH optimum observées pour le transport 

de ces 3 acides organiques (MONTARDY et LAMBERT, 1977), peuvent s'expliquer 
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en terme de différence d'affinité du transporteur pour les différents 

degrés d'ionisation que présentent ces acides et le récepteur lui-même, 

selon le pH du milieu. 

Par ailleurs, d'AUZAC et LIORET (1974) montrent que l'addition 

d'ATP à une suspension de lutoïdes, exalte fortement leur vitesse d'ab- 

sorption du citrate, sans toutefois modifier le Km apparent du récepteur. 

Par contre, les agents dissipateurs des gradients de protons transmembra- 

naires comme le 2,4-DNP inhibent l'accumulation du citrate à l'intérieur 

des lutoïdes. Ces auteurs suggèrent alors qu'il doit exister un couplage 

entre le transport du citrate et le gradient transtonoplastique de pH. 

L'ATP, en catalysant une acidification intralutoïdique (LAMBERT, 1975) 

amplifierait le gradient. transmembranaire de protons et "énergiserait" 

ainsi le transport du citrate. 

Plus récemment, le travail approfondi de MARIN (1981) a permis 

de proposer un modèle cohérent, expliquant le fonctionnement du transpor- 

teur tonoplastique du citrate, au niveau des lutoïdes. Selon cet auteur, 

le citrate serait transporté sous sa forme deux fois dissociées (RH2->, 

et s'accumulerait dans les lutoïdes en se partageant en deux "Pools ciné- 

tiques". L'un, de taille réduite, serait composé de la forme pennéante 

(RH 2- >, l'autre contenant l'essentiel du citrate sous forme R 
3- 

, non 

pennéante, éventuellement complexé par les cations divalents comme le 
2+ 

Mg . 

L'incorporation du citrate étant fortement inhibée en présence 

de protonophores,ou d'agents connus pour dissiper les potentiels membra- 

naires, conduit MARIN et &, (1981) à considérer que le gradient transto- 

noplastique de pH n'intervient pas seul dans les processus d'accumulation 

du citrate, mais que celle-ci dépendrait également du potentiel membra- 

naire (AY). Les résultats indiquent que l'accumulation du citrate corres- 

pond à un transport actif (au sens de LfiTTGE et HIGINBOTHAM, 1979) faisant 

intervenir la force protomotrice 

A jiH = A Y -2,3 y x ApH 

Après estimation de cette force protomrice pour des vésicules 

tonoplastiques reconstituées à partir de lutoïdes lyophilisés, MARIN (1981) 

aboutit à la conclusion originale selon laquelle le transporteur de ci- 

trate catalyse un antiport (citrate) 2-/H+, éventuellement suivi d'un 

flux, partiellement électriquement compensatoire, de magnésium, toujours 

présent dans le milieu. 
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Enfin, toujours selon cet auteur, et en accord avec nos résultats,le 

'fonctionnement de 1'ATPase en tant que pompe à protons électrogène, en depo- 

larisant la membrane lutoïdique, favoriserait le transport du citrate, et lui 

apporterait l'énergie nécessaire pour lui permettre de s'effectuer contre un 

gradient transmembranaire de concentration. 

Le mécanisme de transport du citrate au niveau du tonoplaste 

lutoïdique diffère donc sensiblement du mecanisme du transport du malate 

au niveau du tonoplaste de K~ancho~ daignemortiana, proposé par LfiTTGE 

et BALL (1979). Prenant en compte des données théoriques concernant les 

gradients électrochimiques des différents ions, résultant des différentes 

formes de dissociation de l'acide malique (mal.n-), ces auteurs montrent 

qu'il existe un transport actif de Hf et de Hmal-, du cytosol vers la 

vacuole, alors que mal. 2- doit se distribuer passivement de part et d'autre 

du tonoplaste. 

Ainsi, chez les plantes à métabolisme crassulacéen, l'accumula- 

tion active du malate dans la vacuole correspondrait à un transport actif 

de protons couplé à un mouvement passif de mal. 
2- 

grâce à l'existence d'un 

transporteur tonoplastique spécifique. Ce dernier catalyserait une diffu- 

sion facilitée du malate 
2- 

. Au pH intravacuolaire, il y aurait séquestra- 

tion du malate sous forme H-mal.-, non librement perméante (LÜTTGE et BALL, 

1979). 

L'existence de transporteurs fonctionnels, au moins CVZ v~&~Lo, 

localisbs sur le tonoplaste lutoïdique est donc vérifiée. Il reste à ca- 

ractériser les modalités de leur fonctionnement et les conditions régulant 

les flux transtonoplastiques des solutés pour des lutoïdes intacts, frais, 

et ce, dans des conditions aussi proches que possible des conditions phy- 

siologiques existant à l'intérieur de la cellule laticifère. Il sera en 

particulier intéressant de déterminer les conditions susceptibles de con- 

duire à un influx ou un efflux net des solutés absorbés par les lutoïdes, 

afin de définir plus précisément le rôle de ces organites,et de faire ain- 

si la part entre leur fonction de détoxification ou leur fonction d'accu- 

mulation de réserves mobilisables. 



47 

In V&~O, les lutoïdes absorbent de nombreux solut6s contre 

un gradient de concentration (acides amines basiques, citrate,...). L'é- 

nergie nécessaire semble être fournie par une force motrice protonique 

entretenue par 1'ATPase tonoplastique lutoïdique. Cette ATPase a été ca- 

ractérisée comme une pompe à protons tonoplastique, 
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LES LUTOÏDES --_-----~--- --_--------- 

RESUME 

Les lutoïdes constituent au sein du latex d'f-kwa b~tii.l!&~ti, 

un vacuome polydispersé à caractère lysosomal. 

Ils "=ompartimentent"donc à l'état latent, un large spectre 

d'hydrolasesacides, capables de dégrader la majorité des composés biolo- 

giques cellulaires. A ce propos, la stabilité de la membrane lutoïdique 

apparaît comme une nécessité primordiale pour que soient assurées toutes 

les conditions compatibles avec l'intégrité de structures macromolécu- 

laires et subcellulaires, et donc la vie de la cellule laticifère. 

Comme toutes les vacuoles végétales,les lutoïdes compartimen- 

tent itz U~VO de nombreux solutés inorganiques (H+; Mg 
++ 

; Ca++; CU++; Pi) 

et organiques (citrate, acides aminés basiques) ainsi que des alcaloïdes 

(trigonelline et hercynine). 

La membrane lutoïdique (tonoplaste) est caractérisée par une 

forte teneur en acides gras saturés (45 %)(qui pourrait être à l'origine 

de la relative osmosensibilité de ces organites). Une teneur elevée en 

acides phosphatidiques lui confere une charge électrique négative, assu- 

rant une stabilité colloïdale au latex. 

Le tonoplaste lutoïdique porte des enzymes constitutives dont 

une activité NAHH-cytochrome c oxydoréductase (associée à deux cytochro- 

mes b563 et b561) ainsi qu'une activité ATPase dépendante de Mg++. - - 

Le tonoplaste lutoïdique est également doté de transporteurs 

spécifiques des acides aminés basiques (ARG et LYS) et d'acides organi- 

ques (citrate en particulier) expliquant l'accumulation de ces solutés, 

à l'intérieur des lutoïdes, & ViLJO. 



49 

THE LUTOIDS _-_-------- _-_-------- 

ABSTRACT 

The lutoids represent a polydisperse vacuome of lysosomal-type 

within the latex of HC.UUX btr~i~~~tih. 

Therefore, they partitionate at the latent stage a wide range of 

acid hydrolases likely to degrade most of the cellular biological com- 

pounds. For this purpose, it is of prime importance that the lutoidic 

membrane must be stable SO that the integrity of the macromolecular and 

subcellular structures should be secured and the laticiferous ce11 

could exist. 

The lutoids like a11 the plant vacuoles accumulate in vivo numerous 

inorganic CH+ ; Mg++ 
++ 

; Ca ; cu++ ; Pi) and organic solutes (citrate, 

basic amino acids) as well as some alkaloids (trigonelline and hercynine). 

The lutoidic membrane (tonoplast) is characterized by a high per- 

centage of saturated fatty acids (45%) (which could result in the rela- 

tive osmotic sensitivity of these organites). A high percentage of 

phosphatidic acids supplies it with a negative load, thus securing a 

colloidal stability to the latex. 

The lutoidic tonoplast includes some constituent enzymes among 

which there are NADH-cytochrome c oxidoreductase activity (associated - 

with two cytochromes b563 and k561 and Mg 
++ 

-dependent ATPase activity. 

The lutoidic tonoplast is also composed of carriers specific of 

the basic amino acids (ARG and LYS) and of organic acids (particularly 

citrate) which account for the accumulation of these solutes within 

the lutoids in vivo. 

In vitro, the lutoids uptake numerous solutes despite a concen- 

tration gradient (basic amino acids, citrate...). The required energy 

seems to be supplied by a proton motive force maintained by the lutoidic 

tonoplastic ATPase which has been characterized as a tonoplastic proton 

Puma - 
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LES FACTEURS LIMITANT LA PRODUCTION DU LATEX 
L-I-IPIP=EEIPII11I3E----=--=--=-~~-~~---=--- 

Les recherches tous azimuts en vue d'améliorer la productivité 

des plantations d'hévéa ont permis de dégager assez clairement ce que peu- 

vent être les facteurs limitant la production de latex. On peut schémati- 

quement distinguer des facteurs anatomiques et climatiques, et des facteurs 

intéressant directement la physiologie des laticifères. 

1 - LES FACTEURS GÉNÉRAUX DE LA PRODUCTION 

A) LES FACTEURS ANATUMTQUES VE 1 ‘ECORCE 

Selon GOMEZ & aj?. (1982), le nombre de manteaux laticifères 
. 

et la densité des vaisseaux à l'intérieur des manteaux sont liés à la pro- 

duction. Des corrélations dans ce sens ont été établies par divers auteurs 

(NARAYANAN et Ho, 1973 ; NABAYANAN Qt (Xx.1973; HO, 1975). 

Par ailleurs, selon le modèle d'organisation fonctionnelle de 

l'écorce d'/fwCa, proposée par HEBANT et de FA? (1980), l'équipement en 

phloème conducteur et en rayons vasculaires assurant la nutrition des la- 

ticifères, doit logiquement être considérée comme un facteur anatomique 

limitant possible. 

73) LES FACTEURS CLlMAT70,UES 

L'eau est considérée comme le facteur limitant le plus classi- 

que de la croissance et de la production chez de nombreuses plantes cul- 

tivées. Les facteurs climatiques et plus généralement écophysiologiques 

interviennent directement sur la productivité de l'hévéa (NINANE, 1970). 

Ceux-ci seraient essentiellement impliqués dans la phase lente de l'écou- 

lement du latex (cf. p 40 >. Cette dernière est en effet liée à un flux 

d'eau vers l'intérieur des laticifères. Elle se prolongera donc d'autant 

que la disponibilité en eau du système sol-plante-atmosphère sera grande. 

Il apparaît globalement (NINANE, 1970) que tout évènement cli- 

matique conduisant à une transpiration foliaire trop élevée se traduit 

par une réalimentation en eau des laticifères difficile lors de la sai- 

gnée, et donc par une durée d'écoulement limitée. A l'opposé, les facteurs 
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conduisant à une faible évapotranspiration potentielle, favoriseront un 

bon équilibre hydrique de l'arbre et une production élevée (NINANE, 1970 ; 

CRETIN, 1979-c,MONTENY et al. 1983). 

Par ailleurs, la variation saisonnière de la disponibilité en 

eau et de l'ensoleillement, se traduit, au niveau du latex d'ff&VcU, par 

une variation saisonnière de sa teneur en matière sèche (TSC) (GOODING, 

1952 ; COMPAGNON, 1953 ; REISING, 1955 ; CRETIN, 1979-c ; BRZOZOWSKA - 

HANOWER et a..&, 1979). Un TSC élevé conduit logiquement à une viscosité 

élevée du latex, laquelle limite l'écoulement et partant, la production. 

Une corrélation curvilinéaire étroite a été démontrée entre teneurs en 

caoutchouc sec du latex et la production saisonnière des arbres (CRETIN, 

1979-a ; BRZOZOWSKA-HANOWER & ae. 1979). 

Cl LES FACTEURS ECO-PffYSiUlOGi~UES 

Ils concernent la : 

PhyniokZog.k de L'al.imeti;tion de. l’cvcbhe. 

Bien que fort peu de résultats expérimentaux soient disponi- 

bles à ce sujet, il ne fait guère de doute que l'absorption racinaire 

des éléments minéraux et les processus commandant l'absorption de l'eau 

soient une caractéristique clonale. 

L'équilibre des teneurs en divers éléments min6raux utilisa- 

bles dans les sols constitue également un facteur limitant classique de 

la croissance et de la production chez tous les végétaux. La fumure de 

l'HQu&a fait varier les teneurs en N, K, Mg, Pi, Ca++, . . . et leurs rap- 

ports dans le latex (PUSPARAJAH et a& 1975). Les effets observés au ni- 

veau du latex sont lies positivement (K+) ou négativement (Pi, Mg++) à la 

production des arbres. Ils peuvent s'interpréter par leur action sur les 

paramètres de l'écoulement du latex (stabilité du latex...) et/ou, sur 

l'alimentation optimale des vaisseaux laticifères 



A côté de la croissance végétative et de la fructification, 

la production de latex constitue ches 1'Hévéa "une zone d'appel" particu- 

liere (effet SINK). La photosynthèse semble être dans une certaine mesure 

une caractéristique clonale et un facteur limitant potentiel (SAMSUDDIN 

et IMPENS, 1978 et 1979 ; SAMSUDDIN, 1980 ; MONTENY et c&., 1983). 

b ) Afimetiafion g.tucidiyu~ du ,fkthLhtin~n : 
Le saccharose issu de la photosynthèse est le précurseur 

de la quasi-totalité des constituants cellulaires et, en particulier, du 

caoutchouc naturel. 

On peut admettre que le saccharose, produit par les cellu- 

les chlorophyliennes, diffuse dans l'apoplaste des feuilles. Il est alors 

"pompé" et accumulé dans les micro-vaisseaux phloémiques selon un proces- 

sus actif, faisant intervenir classiquement un symport proton + saccharose, 

couplé au fonctionnement des ATPases, pompes à protons plasmalemmiques. 

Les vaisseaux du phloème ainsi chargés en sucre assureraient alors le 

transport vertical selon un processus diffusionnel (Théorie de MUNCH 

et KRAFT (1930 ). 

Le problème se pose alors des modalités de transfert du sac- 

charose du phloème, vers l'intérieur des laticifères. En effet, le phlo- 

ème conducteur fonctionnel forme un manchon très 6troit (1 mm d'épaisseur 

maximum) à proximité du cambium alors que les laticifères fonctionnels 

se répartissent en manteaux étalés sur plus de 0,5 a 1 cm à l'extérieur 

de la zone cambiale. 

Selon HEBANT et DE FA? (1980) il existe un transport horizon- 

tal par l'intermédiaire des rayons vasculaires, reliant l'intérieur du 

bois à l'écorce tendre. Le processus du transfert des vaisseaux du phlo- 

ème aux rayons vasculaires reste inconnu à ce jour. 

Au niveau des rayons, des plasmodesmes mettent en communi- 

cation le contenu de ces rayons avec le cytoplasme des cellules parenchy- 

mateuses entourant les laticifères. Par contre, il a été impossible jusqu' 

a ce jour de déceler la présence de tels plasmodesmes entre cellules pa- 

renchymateuses et laticifères. Il existerait donc un transport actif as- 

surant l'alimentation glucidique des laticifères. On peut raisonnablement 

penser que ce transport implique le fonctionnement d'une pompe à protons 

(ATPase ?) au niveau du plasmalemme des laticifères. 
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Quoi qu'il en soit, l'efficacité photosynthétique du couvert 

d'tiewa ainsi que les différentes étapes du transport du saccharose, 

depuis les feuilles >usqu'au sein des laticifères constitue autant d'éta- 

pes susceptibles de limiter l'alimentation glucidique des laticiferes, et 

partant, la production du latex. 

II - RÉGULATION INTRALATICIFÈRE DE LA PRODUCTION DU LATEX 

Nous décrivons ici les facteurs limitants inhérents au fonction- 

nement interne des laticifères. Ils concernent donc la physiologie de la 

cellule laticif&re adulte, et les mécanismes physico-chimiques et biochi- 

miques contrôlant la synthèse et l'écoulement du latex. 

Al ECUULEMENT ET MAGULATTUN DU LATEX : 

7) fa aaigntk de L’H6v6a : 

La saignée est l'opération qui permet la récolte du latex. Elle 

consiste à sectionner les laticifères selon une incision hélicoïdale ef- 

fectuée dans l'écorce du tronc de l'hevéa (planche 1). A chaque opération, 

le saigneur enlève environ 1 à 2 mm d'écorce. L'encoche ainsi ravivée 

periodiquement sépare sur le tronc une zone d'écorce vierge d'une zone 

d'écorce en voie de régénération. Deux paramètres principaux caractérisent 

la Saign&e. Il s'agit de : 
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- la longueur de l'encoche qui peut faire le tour de l'arbre 

(spirale entière : S), ou seulement la moitié (demi-spirale : 

(S/2), voire moins (S/3, S/4,...) 

- la fréquence : définie par le nombre de saignées effectuées 

par intervalle de temps. On la note .J/n, ou n représente le 

nombre de jours Séparan(t 2 saignees successives. La fréquence 

513 314, la plus usitée en hévéaculture, correspond à 2 sai- 

gnées par semaine, separées par des intervalles de 3 et 4 jours 

respectivement. 

Classiquement, la saignée sectionne le nombre maximum de vais- 

seaux laticifères. Elle se fait donc le plus profondément pos- 

sible sans toutefois atteindre le cambium (1 mm). 

21 L'6cauCemen;t du f.a&x : 
Le sectionnement des vaisseaux laticifères provoque l'écoulement 

et permet donc la récolte du latex. Ce flot, rapide au moment où l'incision 

est pratiquée, ralentit, puis s'arrête au bout d'un temps plus ou moins long 

(fig. l-a). L a physiologie de ce phénomène a fait l'objet de nombreuses re- 

cherches qui ont été résumées par SOUTHORN (19691, NINANE (19701, RIBAIL- 

LIER (19721, COUPE (1977) et LIORET Qt c&. (1978). 

Dès 1929, FREY-WYSSLING propose un modèle expliquant l'écoulement 

du latex, qui, après quelques remaniements (FREY-WYSSLING, 1932, 1952) de- 

meure toujours actuel. 

Grâce à la turgence des tissus de l'écorce tendre (liber, vais- 

seaux laticifères, tissus parenchymateux,...) 1 'ouverture des laticifères 

entraîne, par un phénomène de détente élastique, l'expulsion d'une part du 

latex qu'ils contiennent. Cette turgescence constitue donc le moteur de 

l'écoulement du latex après le coup de gouge du saigneur. 

Chronologiquement, les évènements s'enchaînent en deux phases 

aux caractéristiques différentes : une phase initiale à écoulement rapide, 

une phase secondaire à écoulement plus ou moins lent (LIORET &t u.J!. 197" > 

a) La phane initiale ù iicoul~mwt Rapide : 

- Avant la saignée, il règne dans les tissus laticiferes, une 

pression de turgescence élevée. Mesurée à l'aide de différentes techniques 

(ARISZ, 1928 ; BUTTERY et BOATMAN, 1964, 1966, 1967) celle-ci varie entre 

8 et 15 atmospheres selon les conditions climatiques instantanées (NINANE, 

1970). 
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Figure l-a/ Cinétiques des évolution des gradients de pression de turgescence 
intra-laticifères et de l’écoulement du latex après une saignée:co m paraison 
entre les Clones Tjl et R RIM 5 01 (Millford et al.,1966). 
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Figure l-b/ Courbes des cinétiques de l’écoulement du latex lors, de saigneés 
répétées en demi-spiralelou en microsaignée (1 inch). Les valeurs sont expri- 
mées en g. de latex ‘coulé sur la totalité de l’encohe (courbes supér- 
ieures) et en mg.min d’encochè ouverte (courbes inférieures). On note 
une obturation plus intense des laticifères pour les encoches les plus courtes 
(Southorn and Go m ezJ969) 
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Sous l'influence de la saignée, la pression de turgescence 

dans les laticifères au voisinage de l'encoche chute de 10-15 atmosphères 

à 1,5-2 atmosphères dans la première minute de l'écoulement, puis remonte 

plus ou moins rapidement (BUTTERY et BOATMAN, 1967). 

Cette chute de pression provoque une contraction de la paroi 

des laticifères, qui expulsent alors leur latex (PYKE, 1941 ; GOODING, 1952 

BOATMAN, 1966 ; LUSTINECI?~ fie., 1966 ; NINANE, 1970). Il en résulte une 

diminution du diamètre du tronc de 25 à 75 pm, et donc une diminution d'en- 

viron 20 % de la surface de section des laticifères (BOATMAN, 1966 ; MON- 

TENY et al., 1983). 

- La chute de pression rend le potentiel hydrique des tissus la- 

ticifères plus négatifs; il en résulte un transfert d'eau (et probablement 

de solutés) à partir des tissus voisins vers l'intérieur des laticifères 

lésés. Ce transfert d'eau est appelé réaction de dilution (ARISZ, 1920) et 

se traduit par une chute significative de la teneur en matière sèche du 

latex, au cours de l'écoulement. 

.Cette première phase de l'écoulement, correspondant à une ex- 

pulsion élastique du latex, semble peu affectée par les problèmes d'obs- 

truction des laticifères. Les micro-coagulums qui peuvent se former durant 

cette phase sont rapidement évacués du fait de la vitesse du flot. 

bJ la phtic nuondahe- à 6eouLemeti &ent : 

Après la phase de détente élastique, il apparaît une phase plus 

longue, correspondant à un débit régulièrement décroissant. L'étalement 

dans le temps de cette deuxième phase est la caractéristique qui détermi- 

nera la quantité de latex récoltée pour un arbre donné. 

Cette phase est encore sous la dépendance du gradient de pres- 

sion existant dans les laticifères, entre leurs extrémités ouvertes et les 

parties les plus éloignées de l'encoche. Elle obéit approximativement à 

la loi de POISEUILLE qui tient compte, outre du gradient de pres- 

sion, de la viscosité du latex, du nombre et du diamètre moyen des tubes 

d'où s'écoule le fluide. 

Divers auteurs ont montré que la valeur du gradient de pression, ms- 

suré entre l'extrémité sectionnée des vaisseaux laticifères et les parties 

les plus éloignées de l'encoche,diminue apres la saignée. Il est légèrement 

affecté par les traitements de l'écorce stimulant la production et passe 
-1 de 10 à 8 bar .cm chez les arbres non traités et de 11 à 6 bar .cm -1 chez 

les arbres stimulés. La diminution de la vitesse d'écoulement ne peut donc 
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pas s'expliquer par la seule chute du gradient de pression, car chez les 

arbres stimulés on constate que le ralentissement de l'écoulement est le 

plus faible, alors que la chute du gradient de pression est en moyenne la 

plus rapide et la plus élevée (BUTTERY et BOATMAN, 1967). 

Dans le cas des arbres non stimulés, l'influence de la pression 

hydrostatique dans les laticiferes est plus nette. Cette pression chute au 

milieu de la journée, et s'accompagne d'une baisse du rendement de la sai- 

gnée (BUTTERY et BOATMAN, 1966; NINANE, 1970). Cette chute de pression in- 

tralaticifère correspondrait à la compétition vis-à-vis de l'eau dispo- 

nible dans la plante, entre l'évapotranspiration, le potentiel de turges- 

cence des tissus de l'écorce, et la réaction de dilution au sein des lati- 

cifères favorisant normalement l'écoulement du latex (NINANE, 1970). 

La viscosité du latex est une fonction croissante de sa teneur 

en matière sèche (VAN GILS, 1951). Celle-ci diminue précisément au cours 

de l'écoulement du latex (réaction de dilution). L'écoulement se trouve 

donc normalement favorisé par la dilution. L'importance de ca paramètre 

a été vérifiée par ailleurs (BRZOSOWSRA-HANOWER, Qrt ti.1979; CRETIN, 1979-a). 

Enfin, la stimulation des arbres se traduit toujours par une diminution 

systématique des teneurs en matiere sèche du latex, et facilite donc son 

écoulement. 

La chute de pression engendre une contraction des laticifères, 

et se traduit par une diminution du diamètre des laticifères. Cependant, 

les expériences de BOATMAN (1966) ont montré une contraction significati- 

vement plus importante chez les arbres stimulés que chez les arbres témoins. 

Cette observation indique que la diminution du diamètre des laticifères ne 

peut expliquer l'arrêt de l'écoulement du latex. 

- Le nombre de laticifères sectionnés --~~-~~--------_-_~------~------~~~ 

Le nombre des laticiferes sectionnés à partir desquels s'épan- 

che le latex diminue plus ou moins rapidement au cours de l'écoulement. 

L'obturation des vaisseaux laticifères a été mise en évidence par les ex- 

périences de saignees répétées de BOATMAN (1966) puis MILFORD d al.U969).Ainsi, 

lorsqu'un arbre à écoulement difficile est resaigné 10 à 15 minutes après 

une saignée initiale, on observe une augmentation immédiate du débit de 

latex (figure l-b). L'écoulement suit alors une cinétique en deux phases, 

analogues à celle observé‘e lors de la saignée précédente, et le ravivement 

de l'encoche effectué à plusieurs reprises réinitie l'écoulement. 

Ces expériences indiquent qu'il existe un phénomène d'obturation 

des vaisseaux laticiferes. Cette obturation, plus ou moins rapide selon 
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les clones, est localisé à proximité des extrémités sectionnées des lati- 

cifères, puisque l'élimination d'l ou 2 millimètres d'écorce par le cou- 

teau de saignée suffit à rétablir l'écoulement du latex. 

MILFORD @t C& (1969) ont ainsi défini un indice d'obstruction 

des laticifères (plugging index) pour lequel la vitesse initiale de l'écou- 

lement est généralement calculée à partir de la production de latex dans 

les cinq premières minutes. 

I. = Vitesse initiale d'écoulement (mLmiLl)xlOO 
Production totale (ml) 

Cet indice d'obstruction est une caractéristique clonale (MILFORD 

c-f d. 1969 ; PAARDEKOOPER et SANIT-SAMOSORN, 1969). 

Chez les clones à faible indice d'obstruction, le ravivage de 

l'encoche ne provoque qu'une très faible augmentation du débit de latex. 

De même, la stimulation des arbres (au 2,4,5 T) supprime l'effet des sai- 

gnées répétées. 

31 La caagu&Lion du Ra;te~ : 

L'examen de sections longitudinales des vaisseaux laticifères à 

proximité de l'encoche de saignée montre qu'ils sont obstrués par des 

coiffes de caoutchouc coagulé, et qu'ils renferment souvent, plus en amont, 

des "bouchons" internes plus ou moins importants. Dans tous les cas, ces 

bouchons sont constitués de caoutchouc coagulé, amalgamé à des lutoïdes en- 

dommagés et vidés de leur contenu (SOUTHORN, 1968). 

L'implication des lutoïdes dans les processus de floculation 

et de coagulation du latex est soupçonnée depuis longtemps (PATON, 1953). 

SOUTHORN (1961) montre que le latex frais, recueilli au champ, contient 

toujours des microfloculats dans lesquels sont systématiquement associés 

particules de caoutchouc et lutoïdes endommagés. Par la suite, le rôle des 

lutoïdes dans les processus de coagulation a été précisé par une série 

d'expériences initiées par les chercheurs du Rubber Research Institute of 

Malaysia (RRIM). 

SOUTHORN'et EDWIN (1968) montrent que le contenu des lutoïdes 

(le "sérum intra-lutoîdique" : SL) seul, est capable de catalyser rapi- 

dement la floculation, puis la coagulation d'une suspension aqueuse de 

particules de caoutchouc &? VhhO. SOUTHORN et YIP (1968) montrent que sil'on 

fait passer du latex dans un capillaire, dont le diamètre interne est comparable 
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à celui des laticifères (environ 30 pm), la vitesse d'écoulement est pro- 

portionnelle au gradient de pression dans la mesure où celui-ci reste mo- 

déré (inférieur à 2 ou 3 bar -5. P .cm our des gradients de pression plus 

élevés, on observe un arrêt de l'écoulement consécutif à une coagulation 

brutale du latex. Par contre, lorsque le latex est débarrrassé de ses or- 

ganites par centrifugation, des gradients de pression dépassant 130 bars. 
-1 

cm peuvent être appliqués sans obstruction des capillaires. Ces auteurs 

en concluent que les lutoïdes éclatent lorsque la pression atteint un ni- 

veau critique, et que leur contenu, libéré au sein du latex, catalyse des 

micro-coagulations localisées qui conduisent à l'obstruction des capillai- 

res. 

Il est ainsi suggéré que, in V&O, tout processus susceptible 

de léser la membrane des lutoïdes conduit à la libération, au sein du la- 

tex, des agents coagulants que ces organites compartimentent, et aboutit 

à l'arrêt de l'écoulement. 

x Théorie enzymatique de la déstabilisation du latex : ----------- ---- ~--~-_-_---_--~-~---~~-~--------- 

Pour expliquer l'action coagulante du contenu lutoïdique, on 

peut admettre que la libération des hydrolases (cathepsine, phospho- 

hydrolases,...) provoque la dégradation des membranes phospholipoprotéiques 

particulaires, et casse ainsi la stabilité colloïdale des particules de 

caoutchouc. De plus, les lutoïdes accumulent des ions Ca ++. Leur li- 

bération entraînerait l'activation d'une phospholipase cytosolique (JACOB, 

1976) qui viendrait amplifier les effets des hydrolases lutoïdiques sur 

les enveloppes protectrices des particules de caoutchouc. 

TATA et YIP (1968) ainsi que RIBAILLIER (1972-b) ont effecti- 

vement isolé, à partir du sérum lutoïdique, un groupe de protéines respon- 

sable de l'activité déstabilisante des lutoïdes. Enfin HANOWER Q< &. (1976) 

ont montré que l'adjonction de trypsine ou de phospholipase C accélère si- 

gnificativement la coagulation du latex. Par contre, la phospholipase D 

reste sans effet. 

x Théorie non enzymatique : --------------- ---- __ 

Cependant, selon SOUTHORN 

du sérum intra-lutoïdique serait trop 

et YIP (19681, l'action coagulante 

rapide pour être entièrement enzyma- 

tique. Sans écarter totalement la participation de certaines activités en- 

zymatiques dans les processus aboutissant à la coagulation, la plupart des' 

auteurs attribuent un rôle majeur aux mécanismes non enzymatiques conduisant 
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à la neutralisation des charges électronégatives des particules du latex, 

qui garantissent normalement la stabilité colloïdale de ce cytoplasme. 

Le sérum intralutoïdique renferme des teneurs élevées en 

matériaux cationiques : Mg ++, Ca+*, CU++, des protons (pH z 5,5) et des 

macromolécules protéiques à caractère basique (TATA et EDWIN, 1970). 

Par contre, le cytosol contient essentiellement des protéines 

de type anionique et peu de cations métalliques. Cette différence de 

charge des protéines de chacun de ces compartiments a pu être vérifiée à 

de nombreuses reprises par électrophorèse (MOIR et TATA, 1960 ; KARUNAKA- 

RAN et al., 1961 ; TATA et MOIR, 1964 ; TATA et YIP, 1968 ; TATA et EDWIN, 

1970). 

LX d~com~cudm~n~on dc ce.~ +ihtCrnmen Ltkctrci~wmcnrt antaga- 
~ü&ti cLbou?%~tità la rupture de l'équilibre des charges garantissant 

la stabilité colloïdale du latex. Il s'ensuivrait la coprécipitation des 

particules et autres structures macromoléculaires aboutissant à Xa coagu- 

i!cuXon du R&x. 

A Existence d'une coagulase ? _________-__------- ----- 

Cependant, le rôle capital des cations métalliques libres 

reste très contesté. En effet, si ceux-ci sont éliminés par dialyse, le 

sérum lutoïdique conserve encore la plus grande partie de son pouvoir co- 

agulant, alors que le dialysat n'a pas d'activité appréciable (SOUTHORN 

et EDWIN, 1968). Par contre, la dénaturation thermique des protéines lu- 

toîdiques supprime la majeure partie de son pouvoir coagulant. Les pro- 

téines du sérum lutoïdique jouent donc un rôle déterminant. TATA et YIP 

(1968) ont montré que l'activité coagulante lutoîdique est attribuable 

à une protéine cationique particulière, mise en évidence par électropho- 

rèse. Ces auteurs ont pu séparer des quantités suffisantes de ce matériaux 

pour démontrer qu'il était doué d'une forte capacité coagulante. 

En définitive, il semble très probable que tous les processus 

décrits jusqu'à ce jour, ne sont pas mutuellement exclusifs et qu'ils par- 

ticipent probablement de façon synergique à la coagulation rapide du latex. 

61 RôRe du panticulu de. FREY-WYSSLTNG et dc R’oxygihe : 

L'hypothèse d'un rôle de l'oxygène dans les processus abou- 

tissant à la coagulation du latex a été formulée par HANOWER et &. (1976) 

Ces auteurs font remarquer que la coagulation est un phénomène qui inter- 

vient essentiellement au niveau de. l'encoche, lorsque le latex atteint 
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l'air libre. Ils mettent en évidence un rôle de l'oxygène en démontrant, 

d'une part, que lorsque l'arbre est saigné sous atmosphère d'azote, l'écou- 

lement du latex est prolongé d'une manière significative, et, d'autre part, 

que le latex conservé sous azote coagule beaucoup plus lentement que sous 

atmosphère d'oxygène. 

Selon ces auteurs, l'action de l'oxygène serait attribuable, au 

moins partiellement, à des activités phénol-oxydases endogènes. Celles-ci 

sont essentiellement compartimentées à l'intérieur des particules de FREY- 

WYSSLING, qui lors de simples centrifugations différentielles, sédimentent 

en majeure partie avec les lutoïdes. HANOWER &t &. (1976) démontrent que 

les antioxydants retardent la coagulation tandis que l'adjonction de tyro- 

sinase exogène au latex, active sa coagulation. La coagulation est égale- 

ment accélérée par les substrats des o-diphénol-oxydases endogènes (caté- 

chol, DOPA,...). 

L'oxygène, les phénoloxydases particulaires et des phénols en- 

dogenes du latex pourraient donc participer également aux processus abou- 

tissant à la coagulation, probablement grâce à la libération de noyaux 

quinoniques, de phlabophênes et de tannins oxydés, agents éminemment pré- 

cipitants des macromolécules biologiques (protéines,...). 

cl Rôl!e. &a.bi~ati du ytonol : 

Le rôle du cytosol dans les processus aboutissant à la coa- 

gulation du latex a fait l'objet de nombreuses controverses. 

A l'encontre des expériences de WOO (1973), qui, réalisées 

dans des conditions opératoires (pH : 4,5 ; Ca ++ 6mM) très éloignées des 

conditions physiologiques (pH 5,5 à 7 ; Ca 
++ 

0,25 à 1,5 mM) montraient 

une action déstabilisante du cytosol"activé"par le calcium, HANOWER Et 

&. (1976) montrent que le cytosol, non seulement n'a aucun pouvoir coa- 

gulant à pH physiologique, mais au contraire, affaiblit l'action déstabi- 

lisante des cations divalents. Le facteur stabilisant ("anticoagulant") 

cytosolique, étant thermostable, n'est probablement pas une protéine. 

41 V~ai&.X.&tian du ohganL;ten du khtex s.t coagu8aAion : 

Toute~ RU kt.ud~ rnenkti jtiyu'à ce. joti monLwnt donc qu& le 

.i?.a.t~x cotieti, à Rfbh?t Rticti, don phopht? nynt&ne. intcrnn& de coagub- 

Lion, capaMe d'curnh;ten J.?'itcoulem~~t. 153 agegenh coaguEan.72 appatrai&ent 

taun 6f%e compa&&netii% à R’iM;ténieun d’ohgan&A &.tnit&U pan une mem- 

bnane. mimp& [RtioXd~) ou doub-k ~pa~;ticuRen de FREY-WYSSLTNG). C'enrt 
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donc de la ntiXi,té de C~A mcmbhUYU que d6pencha ila ph~cocité et 

R’htducfion du phOCeA2M conduhant à La coagulaLion du .h.tex et R’obn- 

tiuct.ion de,s Ltici~ti~. 

Suite aux résultats de PUJARNISCLE (1968) démontrant la stricte 

localisation des activités phosphatases acides à l'intérieur des lutoïdes, 

RIBAILLIER (1972) estime l'intégrité de la membrane lutoïdique en mesurant 

leur indice d'éclatement. Cette mesure simple consiste à déterminer le 

pourcentage d'activité phosphatase acide libre dans le cytosol (en tampon 

isotonique), par rapport à l'activité phosphatasique acide totale déter- 

minée en présence d'un détergent (Triton X-100). 

De fait, RIBAILLIER (1972), CRETIN et BANGRATZ (1983) et ESCHBACH Qt 

& (1983) mettent en évidence une corrélation inverse entre cet indice 

d'éclatement des lutoïdes et la productivité des hovéas. De même YEANC et 

PARANDJOTHY (1982) établissent une corrélation directe entre ce même in- 

dice d'éclatement lutoïdique et l'indice d'obstruction défini plus haut 

(MILFORD et &. 1969). Ces résultats démontrent sans ambiguïté l'impor- 

tance de la stabilité de la membrane lutoïdique dans les processus condui- 

sant à l'obstruction des laticifères et à la cessation de l'écoulement du 

latex. 

SOUTHORN (1969) a répertorié quatre causes majeures suscepti- 

bles de déstabiliser les membranes de ces organites. Elles sont d'origine 

électriques, osmotiques, mécaniques et chimiques. 

a1 CauneA e~eecthiyu~ : 

Selon LIN Qt &. (19691, 1 a saignée provoque un potentiel 

électrique de blessure limité strictement à la. zone de l'encoche. Ce po- 

tentiel pourrait entraîner une dépolarisation de la membrane des organites 

arrivant à l'extrémité sectionnée des vaisseaux. 

Celle-ci engendrerait, d'une part, localement une aggloméra- 

tion des organites, et, d'autre part, les sensibilités vis-à-vis d'autres 

facteurs déstabilisants, évoqués ci-dessous. 

Ce potentiel de blessure peut être temporairement aboli par des 

anesthésiques (chloroforme,éther,...) qui ont, par ailleurs, selon BANCHI, 

une action stimulante sur la production (BANCHI, 1967). 

Cependant' l'absence d'effet de substances stimulant la pro- 

duction, telles le 2,4,5-T ou l'oxyde d'éthylène, limite la portée de ce 

type d'explication. 
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61 Caen onmo.tiyua : 

Les lutoïdes sont, comme tout organite cellulaire, osmosen- 

sibles (PAKIANATHAN et &. 1966 ; PTJJARNISCLE, 1968). Les conditions osmo- 

tiques créées par une solution de mannitol 0,3 à 0,4 M, sont considérées 

comme optimales pour la préservation des lutoides separés du latex frais 

SOUTHORN (1969) propose que les réactions de dilution consé- 

cutives à la chute de turgescence, dès les premières minutes de l'écoule- 

ment, peuvent entraîner une certaine déstabilisation des organites. 

L'osmolarité du latex diminue effectivement au cours de l'é- 

coulement du latex, mais les valeurs les plus basses des concentrations 

osmotiques (-10 %> enregistrées ne peuvent pas entraîner à elles seules 

une dégradation des lutoïdes, aussi sévère que celle que l'on peut cons- 

tater par ailleurs (PARIANATHAN, 1967 ; PUJARNISCLE, 1969-a). Ces recher- 

ches sur l'osmosensibilité des particules de FREY-WISSLINC, dans le domai- 

ne des variations physiologiques, pourraient cependant redonner un intérêt 

à cette théorie du choc osmotique. 

Les microphotographies optiques et électroniques des vaisseaux 

laticifères montrent une certaine distorsion des particules dans le flux 

du latex, lors de son écoulement (SOUTHORN, 1968-a). Ces observations in- 

diquent que les contraintes de laminage semblent importantes. Les expérien- 

ces décrites précédemment (p. 42 > montrent que l'écoulement forcé du latex 

entier dans des capillaires, provoque sa coagulation. Enfin, des passages 

successifs au"Potte?'d'une suspension lutoïdique provoquent leur éclate- 

ment (RIBAILLIER, 1972-a). Ces résultats, transposés à la réalité, suggè- 

rent que les effets de laminage doivent jouer un rôle important dans l'obs- 

truction des laticifères. Les effets de laminage pourraient, dans une cer- 

taine mesure être localisés à l'extrémité des laticifères sectionnés, où 

les gradients de pression sont les plus éleves, au moins pendant une courte 

période, immédiatement après l'ouverture des laticifères. 

La combinaison des effets osmotiques et électriques pourait sen- 

sibiliser la membrane des organites à la détérioration provoquée par les 

effets de laminage. 
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La gouge du saigneur sectionne non seulement les vaisseaux 

laticifères, mais également les autres cellules de l'écorce, dont les 

cellules à tannins. Celles-ci libèrent sur l'encoche, des substances con- 

nues pour activer la coagulation du latex. Cependant, cet effet chimique 

devrait être maximum dans les premières minutes suivant l'ouverture de 

l'écorce. Malgré les travaux effectués en.Malaisie (YIP et GOMEZ, 1978), 

cette hypothèse ne semble pas pouvoir être retenue comme un phénomène ma- 

jeur intervenant dans les processus de la coagulation sur l'encoche, et 

encore moins lors de la coagulation du latex à l'interieur des laticifères. 

Les effets électriques, osmotiques, mécaniques et chimiques pro- 

posés par SOUTHORN (1969) contribuent sans aucun doute, à la déstabilisa- 

tion des membranes des organites du latex. Cependant, il ne semble pas 

que ces phénomènes individuels, ou même leur conjonction, puissent expli- 

quer l'énorme variabilité, inter ou intraclonales, constatée lorsque sont 

effectuées des comparaisons des cinétiques d'écoulement, des mesures d'in- 

dites d'obstruction, des mesures d'indice d'éclatement des lutofdes, la 

vitesse de coagulation du latex et leur résultante : la production des 

arbres. 

D'autre part, l'absence d'effets positifs de la stimulation 

hormonale, sur les phénomènes décrits précédemment, mis à part un effet 

global sur l'écoulement, nous incite à penser que la théorie proposée 

par SOUTHORN est incomplète. 

Nous proposerons dans la suite de ce travail des mécanismes 

biochimiques, déterminant in ~JO, la stabilité des membranes des orga- 

nites, au sein du latex. 

B) POTENTTAL7TES LA71CTGENE.S ET REGENERATION DU LATEX 

Implicitement, plus l'écoulement du latex sera prolongé, plus la 

production sera élevée, mais en corrolaire, plus importante devra être la 

régénération du matériel cellulaire exporté. 

La selection de clones à écoulement facile, et surtout l'emploi 

quasi généralisé d'agents stimulant la production, comme l'éthrel, lève 

partiellement le facteur limitant primaire (l'ecoulement) et donne, de ce 
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liés à la régénération du fait, une acuité nouvelle aux problemes 

entre deux saignées successives. 

latex 

7 1 GkMimk’tib A~L Ru bi9~ynthèe du eaou+tchouc : 

La cellule laticifère est spécialisée dans la synthèse du caout- 

chouc qui constitue plus de 90 % de la matière sèche de son contenu cellu- 

laire. 

Le caoutchouc du latex d’ifevea bhtii.bti& est une macromolé- 

cule constituée par l'encha?nement d'unités isopréniques à cinq carbones, 

de configuration Cd. Le maillon unitaire : le pyrophosphate d'isopentenyle 

(IPP) (précurseur de nombreux autres produits terpéniques naturels) est pro- 

duit iVl &2k(CHAYKIN et &. 1958 ; LYNEN & ut. 1958 ; LYNEN, 1963), avant 

que d'être polymérisé pour donner des molécules de cis-polyisoprène, dont 

le poids moleculaire peut atteindre plusieurs millions(SCIIULZ et MULA,1961). 

Les travaux mer& tant sur le Guayule (ARREGUIN e.rt &. 1951) que 

sur le latex d'/kvea (BANDURSKI et TEAS, 1957 ; HARRIS et KECKWICK, 1961 ; 

d'AUZAC, 1965) ont montré que l'acétate radioactif est incorporé dans le 

poly-isoprene, et constitue de ce fait, le précurseur du caoutchouc. 

L'enchaînement métabolique aboutissant à la production d'acétate 

correspond au catabolisme des sucres. Il apparaît que .k ~acchcurooe d'Ohi- 

gine. phoZoaynZhiitiqu~ co~~titi~ RC ph&xJGUh c?..Ao~n.tie~ de ~‘ac&l’IaZC Et pcUr 

cow&yuent du caoutchouc (LYNEN, 1969). 

Très schématiquement, l'élaboration du Ch-polyisoprène peut être 

divisée en deux phases distinctes : 

- la première rend compte de la transformation du saccharose 

en acétate. Il s'agit de la glycolyse, et de son prolongement direct ; 

- la seconde correspond à l'anabolisme isoprénique lui-même. 

a) GibAmfXtb concemzan-t la g.QcoQûjrne dam Le latex : 

Toutes les enzymes du catabolisme glucidique sont localisées 

dans le cytosol du latex (d'AUZAC, 1965 ; d'AUZAC et JACOB, 1969 ; JACOB, 

1970). Elles rendent compte de la transformation de la molécule de saccha- 

rose (5 12 carbones) en molécules d'acétate (2 carbones), utilisées préfé- 

rentiellement dans de nombreux processus de biosynthèse. En outre, par l'in- 

termédiaire de la phosphoglycérate kinase et de la pyruvate kinase, le 
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fonctionnement de la glycolyse assure une synthèse d'ATP. 

Le passage de la glycolyse vers l'anabolisme isoprénique, en 

l'occurrence: la transformation du pyruvate en acétyl coenzyme A est en- 

core très mal connue. Le fonctionnement d'une pyruvate décarboxylase, au 

sein du latex, suggère que l'acetyl-CoA, constitue bien une étape intermé- 

diaire (JACOB, 1975 ; TUPY, 1976). Cependant, le fait que l'incorporation 

dans le caoutchouc, in vi.&~, de 
14 C-pyruvate soit toujours beaucoup plus 

faible que celle de l'acétate, et surtout de l'acétyl-CoA, indique que 

cette étape est vraisemblablement limitante dans la biosynthèse du poly- 

isoprène (BANDURSKI et TEAS, ; HARRIS et KECKWICK, 1961 ; 

d'AUZAC, 1965). 

6 J L ‘anuboL-ihme ~oph&L@ue : 

La plupart des enzymes catalysant la synthèse du maillon uni- 

taire, isopentényl-pyrophosphate, ont été localisés dans le cytosol du 

latex (LYNEN et &. 1958 ; WILLIAMSON et KECKWICK, 1965 ; CHERTERTON et 

KECKWICK, 1966 ; LYNEN, 1969 ; d'AUXAC et JACOB, 1969...). Par contre, la 

B-hydroxyméthylglutaryl-CoA (HMG-COA) réductase (ARCHER et AUDT.EY, 1967 ; 

HEPPER et AUDLEY, 1969) est localisée sur la membrane d'un des organites 

lourds du latex (HEPPER, 1967 ; SIPAT, 1982). La polymérase catalysant 

l'allongement de la chaîne isoprénique serait localisée à la périphérie 

des particules de caoutchouc elles-mêmes (ARCHER ef a{., 1963-b ; LYNEN, 

1967 et 1969). 

Il est important de rappeler que la synthèse d'un maillon iso- 

prénique à partir de 3 acétyl-CoA, nécessite l'apport de 2 NADPH et de 

3 ATP. 

2) @.~eRqwn phob&èmen tn&tio.iTiqu~n f.-i& à .&L bionynfhène. du 

caoutchouc : 

Parmi les problèmes liés à la biogénèse du caoutchouc, quatre 

au moins apparaissent comme cruciaux. Il s'agit : 

- du fonctionnement de l'enchaînement métabolique et la régula- 

tion des etapes qui le constituent ; 

- de la fourniture de l'énergie nécessaire à la biosynthèse 

(disponibilité en ATP) ; 

- de la régéneration du pouvoir réducteur (NAD (P)/NAD (P)H) 

et de l'équilibre redox au sein du cytosol laticifère ; 
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- de la protéinogénèse qui doit être suffisamment intense pour 

compenser la perte des protéines cellulaires, lors de la récolte du latex. 

a) Len &;tayJen C&~A de la 6ionyn;thU du caouakhouc : 

A Disponibilité en saccharose et fonctionnement de l'inver- --- __-_-----___--__________________________------------ 

tase au sein des laticifères : _-_~~~~-------___-__________ 

Les travaux de TUPY (1969, 1973 a, b, c, d, et 1982) ont 

souligné l'importance de la disponibilité en saccharose, au sein des la- 

ticifères. Cependant la teneur en sucre, dosée au niveau du latex, est en 

fait la résultante de l'alimentation (flux entrant) en saccharose des tis- 

sus laticifères, et de son utilisation cellulaire (intensité du métabolis- 

me). De ce fait, Iles corrélations entre teneurs en sucre du latex et pro- 

ductivité des arbres peuvent être positives ou négatives. Notons par con- 

tre que l'utilisation du saccharose reflète l'activité métabolique glo- 

bale. Celle-ci est sous le contrôle de l’invertase dont l'intensité de 

fonctionnement, extrêmement sensible à de faibles variations de pH (TUPY, 

1969),a pu être corrélée à la production de latex (TUPY, 1969 et TUPY et 

PRIMOT, 1976). 

x Le carrefour phosphoénol-Ryruvique : _----_------- --- -_----- ---- -- 

Il constitue une déviation possible de la glycolyse. A son 

niveau, le phosphoénolpyruvate (PEP) issu de la transformation des sucres 

peut être soit déphosphorylé en pyruvate, précurseur de l'acétate et, par- 

tant, du caoutchouc, soit carboxylé en acide oxaloacétique d'où dérivent 

les acides du cycle de KRBBS, sans lien direct avec la synthese isopréni- 

que. La première orientation est catalysée par une pyruvate kinase (PK) 

et s'accompagne d'une production d'énergie sous forme d'ATP, la seconde, 

par une phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPcase) et peut aboutir à l'ac- 

cumulation d'un acide fort, l'acide malique par l'intermédiaire de la ma- 

late déshydrogénase. 

Les travaux de JACOB et c&. (1977 et 1979 a et b) ont mon- 

trP_ que l'orientation de ce carrefour métabolique vers la synthèse d'acide 

malique, en relation directe avec la régulation fine du pH cytosolique, ou 

vers le pyruvate, est essentiellement sous le contrôle du pH et de la dis- 

ponibilité en ADP du milieu. 

Toutefois, ces auteurs démontrent que dans des conditions 

physiologiques normales de pH et de teneurs en ADP et malate du cytosol, 

la réaction catalysée par la PK est largement favorisée par rapport à 
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celle dépendant de la PEPcase. Ils concluent ainsi que le "fonctionnement 

du carrefour phosphoénol-pyruvique est tel que la dérivation de la glyco- 

lyse vers les acides du cycle de KREBS au détriment du métabolisme isopré- 

nique est sous un contrôle biochimique sévère, et que "& aJOh de nyn;th&cff 

du caoutchouc est protégée très efficacement contre une trop forte compéti- 

tion". 

61 La d&ponibiLLtii en ATP dam J.2 compcu-&.hen;t ytonoJ%p.~e : 

Les processus anaboliques au sein des laticifères, et notam- 

ment la synthèse isoprénique nécessite un apport d'énergie sous forme 

d'ATP. Il est également très probable que les échanges intercellulaires, 

et en particulier l'alimentation glucidique des laticifères font interve- 

nir des transports actifs utilisant de 1'ATP. 

Le fonctionnement de la glycolyse, quoique très intense 

(d'AUZAC, 1965 ; JACOB, 1970) ne peut fournir la totalité de l'energie 

nécessaire à l'ensemble des processus de transports actifs, des voies ana- 

boliques et de la protéinogénèse, constamment sollicités pour la régénéra- 

tion du latex, au moins au sein des laticifères exploités. Les processus 

de phosphorylation oxydative mitochondriale doivent donc intervenir. Ce- 

pendant, il est impossible d'en estimer l'activité dans le latex, parce 

que les mitochondries déjà rares au sein des laticifères matures, adhèrent 

au plasmalemme des laticifères exploités, et ne sont donc pas expulsées avec 

le latex, tel qu'il est récolté lors de la saignée (DICKENSON, 1964 ; 

HEBANT et de FA?, 1980). 

La disponibilité en ATP, au sein du cytosol laticifère revêt 

donc une importance certaine. De fait, BANGRATZ et dR. (1982) ont mis en 

évidence une relation significative directe entre teneur en ATP cytosoli- 

que et production de latex. La corrélation devient hautement significative 

lorsque l'on tient compte du rapport ATP/ADP. 

cl Di,qonibiLLti? w NADP(ff) et &.pLUbne nedox cyrtono.f?.ique : 

x Disponibilité en NADPH _-- -_-----~~~~~~~---_ 

Le fonctionnement de la HMG-CoA réductase, enzyme poten- 

tiellement limitante dans l'anabolisme isoprénique (LYNEN, 1969) est lié 

à la disponibilité en son ctirfacteur : le NADPH, dans le latex (AIJDLEY et 

HEPER, 1969). 

Cette disponibilité en cofacteur réduit dépend de la régé- 

nération du NADPH à partir du NADP, et d'autre part des processus impli- 
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qués dans la synthèse ou la destruction par hydrolyse de la molécule de 

NADP. 

- La régénération du NADPH se fait au niveau du cytosol essen- 

tiellement grâce au fonctionnement de la glucose 6-phosphate déshydrogé- 

nase, de la 6-phosphogluconate deshydrogénase (JACOB, 1970)dela glycéral- 

déhyde-3-phosphate deshydrogénase à NADP (JACOB, 1973) et de l'enzyme ma- 

lique (JACOB et &. 1978). 

- L'hydrolyse du NADP(H) est liée à la présence d'une 2'-nucléo- 

tidase cytosolique tr&s active (JACOB et al. 19731, sans doute responsable 

des faibles teneurs en ce cofacteur, dans le latex. Cette enzyme est inhi- 
++ 

bée compétitivement par des teneurs physiologiques en Cu . 

- Par contre on ne connaît rien de la synthèse du NADP dans le 

latex, où aucune activité NAD-kinase n'a pu encore être mise en évidence 

jusqu'à ce jour, in VX40. 

x Maintien de l'equilibre redox intralaticifère : --------------- ---_-_-~-----------__________ 

Certaines étapes clefs régulant la biogénèse du caoutchouc 

nécessitent un équilibre oxydoréducteur favorable (glutathion, cystéine) 

Ainsi l'invertase (JACOB ex d., 1983 >, la pyruvate kinase (JACOB ~2 a4. 

1981 > et la HMG-CoA réductase ( STPAT, 1982) sont activées par 

des concentrations physiologiques de thiols dans le latex (glutathion, 

cystéine). La régéneration des groupements thiols sous forme réduite est 

classiquement dépendante d'enzymes utilisant le NADPH comme la glutathion 

réductase quiestprésente au sein du latex.(Cf. Résultats, 2ème Partie). 

dl Acidcn nucR&iqueh et 6ionyvz;thLx pnot~ique : 

La récolte du latex se traduit, entre autre, par une expor- 

tation massive des protéines (enzymatiques et "de structure") cytoplasmi- 

ques des laticiferes. Celles-ci doivent donc être régénérées en priorité, 

puisque c'est d'elles que dépendra l'activité metabolique et la régénéra- 

tion intralaticifère. 

C'est TUPY (1969-a) qui le premier a observé une certaine cor- 

rélation entre les teneurs en acides nucléiques dans le latex, et les po- 

tentialites productrices des hévéas. Cet auteur a montré par ailleurs que 

l'exploitation intensive des arbres induisait, à terme, une élévation des 

teneurs en RNA totaux du latex. 
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g/a/s 
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6,4 6,6 6,8 7,0 $I.C 
Figure 2-a : CORRELATION ENTRE LA PRODUCTIVITE 

DES HEVEAS ET LE pH CYTOSOLIQUE DE LEUR LATEX. 

Production : grammes de caoutchouc sec/arbre/ 
saignée (BZROZOWSKA et al., 1979; CRETIN, 1979-a) 

pH.L 
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60 695 790 pH .C 

Figure 2-b : CORRELATION ENTRE LE pH CYTOSOLIQUE 

ET LE PH INTRAVACUOLAIRE (LuToIDIQUE) AU SEIN DU 

LATEX D'HEVEA. 

pH cytosolique : (pH.C), pH lutoïdique : (pH. L) 
(d'après BZROZOWSKA et al., 1979; CRETIN, 1979-a) 
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COUPÉ (1977) a démontre que la productivité des arbres était 

en fait liée au degré de polymérisation des ribosomes sur les ARN messa- 

gers de leur latex. Ces polysomes isolés restent fonctionnels et peuvent 

donc assurer une protéosynthèse in vi.&~ (COUPÉ et d'AUZAC, 1972). Les 

traitements effectués au niveau de l'écorce des Hévéas, dans le but de 

stimuler leur production de caoutchouc, induit une augmentation rapide 

de l'indice de polymérisation des ribosomes au sein de leur latex, et 

plus tardivement un accroissement de leurs teneurs en ARN totaux (COUPÉ 

et d'AUZAC, 1974-a,b;COUPÉ Et d. 1976 ; COUPÉ, 1977). 

L'activité protéosynthétique au sein des laticifères revêt 

donc une importance primordiale, et elle peut constituer un facteur limi- 

tant essentiel de la régénération intralaticifère. Notons cependant que 

ce facteur est lui-meme sous la dépendance d'un apport d'énergie (ATP 

et GTP) et de la disponibilité en divers nucléosides et acides aminés. 

Un certain nombre de facteurs ont un rôle important dans la ré- 

gulation du métabolisme des laticifères. Ils mettent en jeu les modifica- 

tions des caractéristiques biochimiques et biophysiques des compartiments 

cellulaires du latex, notamment du cytosol où se réalise la quasi totalité 

de la synthèse isoprénique. 

a) ~mpohaîznce. du pff qrtono.Ekp~~ au ntin du .&&x : 

Il a kté démontré par différents auteurs que la production de 

latex est directement liée au pH de son cytosol (fig. 2-a) (COUPE, 1977 ; 

CRETIN, 1979-a;PRIMOT & &!. 1978 ; BZROZOWSKA et HANOWER Qt &!..1979).Len mpti;tU- 

dch de vtiidtionh maximalu (na,Aonniètr~ ou in&?.&-ahbhtil hon2 dc .k?'ohdhC 

de. 0,25 ù 0,3 Uni;té. a.utowr d’un pH c~ytoho~que. moyen de 6,9 (&,6 ù 7,2). 

71 h& pohc donc un phobl$me de hik$!tiOn du m&îho&~me .&&hak!a..tici~tie 

pan Cc pH, et phobub&m~nt deh phob.f%meA de. hégulaLion du pH pan le méka- 

bohhnc. 

L'absorption de solutés et le métabolisme des plantes aboutit 

à la production ou à la consommation d'H+ (ou OH-), tant à l'intérieur de 

la cellule qu'au sein de leur environnement. Par ailleurs, il existe clas- 

siquement des transferts de protons entre les divers compartiments cellu- 

laires, et entre la cellule et son environnement (SMITH et RAVEN, 1979). 



73 

PEP. carbcixylase 
$ 
i , 

6.0 6-5 7,O 7.5 8.0 

PH 

: 

i PH 7.2 o.es 
_ : . . . . . . . . . . . . 

: 
..-.*.O" 

..*a 0 . . . . . 0 . . . . . . . . 
e 

: : * .- 
0 $ I , [Mg++] mM , 

1 5 10 20 
% 

50 

0 

r 

Figure 3 : EFFETS DU pH (Fig. 3 a-d) OU DE CERTAINS IONS (Fig. 3 e-g) 

SUR LES ACTIVITES DE QUELQUES ENZYMES CLEFS DU METABOLISME, AU SEIN 

DES CELLULES LATICIFERES D'HEVEA. 
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Les cellules végétales, plus exposées aux fluctuations et variations des 

caractéristiques de leur environnement que leurs homologues d'origine ani- 

male, doivent donc développer un certain nombre de processus biochimiques 

et biophysiques, capable de réguler leur pH interne dans des limites res- 

treintes, compatibles avec la vie. 

Les effets réversibles des variations de pH sont attribuables 

aux variations du degré d'ionisation qu'elles engendrent au niveau des grou- 

pes dissociables des enzymes et (ou) de leur substrat. Ces modifications 

sont directement impliquées dans le "turn-over" des complexes enzymes- 

substrats. 

Au sein du latex, un certain nombre d'enzymes "clefs" du 

métabolisme icoprénique sont extrêmement sensibles aux variations physio- 

logiques de pH du milieu. Il est maintenant bien démontré que, notamment 

par le biais de l'invertase dont l'optimum de pH est très marqué (fig. 3-a), 

de faibles variations de pH du cytosol entraînent une activation du métabo- 

lisme glucidique, et une augmentation de la production de latex (TUPY, 

1969, 1973 a-b). D'autres enzymes voient également leur activité modifiée 

dans des proportions considérables, pour des variations physiologiques 

du pH. C'est le cas, par exemple, de la PEP-carboxylase (JACOB k?t cd. 19771, 

de la pyruvate décarboxylase (JACOB, 1970) et de la GAP-déshydrogénase 

(JACOB et d'AuzAc, 1972) (fig. 3,b,c,d). 

En modifiant l'activité de ces enzymes, les variations de 

pH cytosolique, même de faible amplitude, influent donc efficacement sur 

le métabolisme conditionnant la régénération du latex, et donc la produc- 

tion de caoutchouc. 

La régulation du pH cytosolique intra-laticifère, s'avère 

donc d'une importance capitale dans les processus conduisant à la biogé- 

nèse du caoutchouc. 

On peut schématiquement considérer qu'il existe deux types 

de processus permettant d'éliminer un soluté (acide ou base forte, H+, 

OH-,...) susceptibles de modifier hors des limites vitales le pH d'un 

compartiment cellulaire. Le premier est un processus chimique ou bio- 

chimique, il implique la transformation d'un ou plusieurs solutés, en 

une autre forme moléculaire chimiquement différente à l'intérieur de ce 

même compartiment. Un second processus qualifié de biophysique ou bio- 

osmotique, fait intervenir la translocation de ce soluté au travers d'une 

membrane délimitant un compartiment voisin. 
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Ces deux types de processus ne s'excluent pas mutuellement 

et interviennent simultanément ou successivement dans les différentes 

voies métaboliques. Ils dépendent l'un de l'autre, ou au moins s'influ- 

encent mutuellement, et peuvent dans certains cas, être couplés énergé- 

tiquement l'un à l'autre (théorie chimiosmotique de MITCHELL, 1961, 1966). 

b) Un pli nXa,t biochimique. au nein du ,k?a.tex : .& C~~L~OUA 

phohphocnol-pyhuvique : 

Le rôle central du carrefour phosphoénol-pyruvique dans la 

régulation du pH et du métabolisme des végétaux a été proposé par DAVIES 

(1973 a et b ; 1977, 1979,... >. La théorie de DAVIES fait intervenir l'équi- 

libre entre qystèmes de carboxylation et décarboxylation, dont le carre- 

four phosphoénol-pyruvique en constitue un exemple fondamental. Il peut 

être schématisé ainsi : 

I 
(pH neutre ou alcalin) i (pH acide) 

I 
Précurseurs 

enzyme 
(PEPcase) I malique 

neutres -------+PEP 
(glucides) 

.OAA+malate 

CO2 + OH- 
-T----T pyruvate 

I CO2 + OH 

Ce schéma fait intervenir la sensibilité au pH des diverses 

enzymes de la chaîne. 

JACOB et d. (1977, 1979) ont étudié, iVl Vib’LO, le fonction- 

nement du carrefour phosphoénol-pyruvique du latex. Ces auteurs ont ainsi 

démontré que, dans des conditions aussi proches que possible des condi- 

tions physiologiques existant in ViVO (cytosol du latex ultrafiltré), le 

PEPcase du latex est effectivement extrêmement sensible aux fluctuations 

physiologiques de pH. Pratiquement inactive à pH 6,6, la PEPcase voit son 

activité fortement augmentée, pour une alcalinisation du milieu, de quel- 

ques dixièmes d'unité (fig. 3b). Dans le cas où les acides forts (malate, 

citrate) qui dérivent de son fonctionnement s'accumulent dans le milieu, 

ceux-ci vont tendre à réacidifier le cytosol dont le pouvoir tampon est 

faible (JACOB et C& 1979) et en contre-partie inhiber la PEPcase qui ini- 

tie leur production. L'utilisation, ou la compartimentation ultérieure de 

ces acides forts, ou encore l'apparition de substances alcalinisantes réi- 

nitie le processus. 

La théorie du pH stat intégral de DAVIES (1973) prévoyait 

cependant une activité alternée de la PEPcase et de l'enzyme malique en 
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fonction du pH, la première fonctionnant mieux en milieu alcalin, la 

deuxième étant activée aux pH plus acides. Or tel n'est pas le cas de 

l'enzyme malique du latex, qui, comme la PEPcase, est activée par un ac- 

croissement du pH, dans la zone des variations physiologiques. Cette par- 

ticularité décrite également pour l'enzyme malique des coléoptiles d'avoine 

(SMITH et BROWN, 1981>, évite toute accumulation d'acide malique grâce à 

sa décarboxylation immédiate en acide pyruvique (acide faible) dans le 

mesure où la teneur en NADP, cofacteur de cette enzyme,n'est pas limitante. 

Rappelons cependant que les travaux de JACOB et &. (1977,1979, 

1983) sur le carrefour phosphoénol-pyruvique du latex, ont montré que, dans 

des conditions physiologiques "normales", la formation directe de pyruvate 

par l'intermédiaire de la PK est largement favorisée par rapport à celle 

dépendant de la PEP-carboxylase, et"shunte"dans une certaine mesure les 

possibilités d'intervention de ce pH-stat biochimique potentiel, coûteux 

en énergie (le coût énergétique de la régulation du pH cytosolique par le 

pH-stat biochimique équivaut à 8 kcal par H+>. 

Il n'en demeure pas moins, que malgré son activité réelle 

faible, la voie métabolique catalysée par la PEPcase et l'enzyme malique 

peut constituer un pH-stat efficace, de par le faible pouvoir tampon du 

cytosol laticifère. 

Cl 

mination des 

Le compadimwt vacuoRa-& : un pH haî& biophyhiqw au hein 

du khtex ? 

x EH-stat biophysique plasmalemmique ? _-__------ - -- --_ __-------- -- 

A côté du pH-stat biochimique de DAVIES les processus d'éli- 

prntons, par leur translocation au travers des membranes limi- 

tant le cytosol, constituent un mécanisme majeur intervenant dans la régu- 

lation du pH intracellulaire à plus grande échelle. D'ailleurs, le trans- 

port deH+ ou OH-, entre la cellule et son environnement a été démontré tant 

chez les végétaux que chez les animaux et microorganismes. Les processus 

les plus importants mis en jeu dans ces flux transplasmalemmiques de pro- 

tons (OH- ou autres ions) chez les végétaux, ainsi que leur implication 

dans le métabolisme, ont fait l'objet de revues complètes (SMITH et RAVEN, 

1979 ; SLAYMAN, 1974 ; SPANSWICK 1981 ; POOLE, 1978). Chez les végétaux, 

l'intervention d'ATPases plasmalemmiques dans les processus d'extrusion 

de protons, libérés en excès par le métabolisme cellulaire, a pu être dé- 

montrée d'une manière irréfutable chez Neunohpoha (SLAYMAN et SLAYMAN 
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1974 et 1975) chez ChbmU!a (TANNER et ~~l.1.977) et ~hcuru. (VILL~ON, 
1977). En ce qui concerne les végétaux supérieurs les démonstrations sont 

plus récentes (VARA et SERRANO, 1982 ; MANDALA '2x d., 1982 ; SZE, 1982 ; 

CHURCHILL et SZE, 1983,). 

On imagine ainsi aisément chez l'hévéa, l'existence d'une 

ATPase pompe à protons,localisée sur le plasmalemme des cellules latici- 

fères,impliquée dans la regulation du pH cytosolique ainsi que dans les 

processus contrôlant l'alimentation glucidique et minérale des laticifères. 

x PH-stat biophysique tonoplastique ? --_------- - -- ------- ----- -- 

La mise en évidence de corrélations hautement significatives 

directes reliant le gradient transtonoplastique de protons (cytosol-luto?des) 

dans le latex à la productivité des arbres, et d'une corrélation hautement 

significative inverse reliant le pH intravacuolaire (lutoïdique) et la pro- 

duction de latex par les hévéas (COUPÉ, 1977 ; CRETIN, 1979-a;BRZOZOWSKA- 

HANOWER & ut. 1979) a été déterminante pour la suite de nos travaux. 

En effet, la corrélation directe, bien établie, liant le pH 

cytosolique à la production, peut être facilement expliquée grâce à l'ac- 

tivation de la glycolyse induite par l'alcalinisation du latex (TUPY, 1969, 

1973 a et b). Par contre, l'interprétation des corrélations reliant pH 

intralutoïdique, ou gradient transtonoplastique de pH, à la production de 

latex, est moins évidente. NOUA awti mon&& danh Re m&me krnph 

(CRETIN, 7979u,RRZUZOWXA-HANOWER et cd. 7979) que Re. pff W.CuOkih~ du 

Ra;te~ i?vokue. foujounn dam k2 AUIA inveme de c&h.i du cytonol (t$ig. Z-b), 

auggtiant kZ’cxii!&v~ce, au niwau du tonop&&e Ru..toZdkpc, dc nynttmen 

Ztan.docaXe~ de. p~~o;toti, ~onctionneh in V~O. 

Se basant sur les données bibliographiques, il était alors 

logique de rechercher si 1'ATPase tonoplastique caractérisée par d'AUZAC 

(1975, 1977)pouvait reellement fcnctionner comme une pompe à protons, rôle 

pressenti par d'AUZAC et LIORET (1974) et appuyé depuis par quelques ar- 

guments expérimentaux (LAMBERT, 1975 ; HANOWER et ak?. 1977). 

En outre, par analogie avec la capacité des chaînes de trans- 

port d'électrons membranaires mitochondriales (PADAM et ROTTENBERG, 1973 ; 

SIEGELet CARAFOLI, 1978,... > chloroplastiques (NEUMAN et JAGENDORF, 1964 ; 

TELFER et EVANS, 1972 ; HELDT & d. 1973 ; GRABER et WITH, 1976,...) ou 

bactériennes (REEVES, 1971 ; RAXOS Qt c&. 1976 ; KELL & &. 1978, ELEMA 

Lt a-l?. 1978,...) à convertir un flux d'e- en énergie protonique (gradient 

électrochimique de H+> nous avons recherché si le système transporteur d'e- 
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situé sur le tonoplaste lutoïdique (MOREAU et al. 1975) était impliqu& 

dans les processus de transfert de protons, au sein du latex d' /fhJiia. 

Si la présence de systèmes translocateurs de protons était 

démontrée au niveau du tonoplaste lutoïdique, il en découlerait que le 

compartiment vacuolaire participe activement à la régulation du pH cyto- 

solique et,par voie de conséquence, à l'orientation et l'intensité du mé- 

tabolisme intralaticifère. 

Nos résultats acquis dans ce domaine, et leurs conséquences, 

seront exposés dans la première partie de ce mémoire. 

d 1 Eqtifibtre ionique, hhibLtLora atzymatiyuen et ptoc~nu~ 
de Rewr “dLtoti&ka.tion” : 

Au sein du cytosol laticifère, certains ions (autres que H+> 

ou certaines molécules inhibent très efficacement des étapes clefs du mé- 

tabolisme isoprénique, lorsque leur teneur dépasse un certain seuil. C'est 

le cas, par exemple, du Mg2+ vis-à-vis de l'invertase, du citrate vis-à-vis 

de la fructose-6-P kinase et dans une moindre mesure de la PEPcarboxylase. 

Le Ca2+ ' inhibe également la PEP-carboxylase (fig. 3 : e,f,g) et le cuivre 

est inhibiteur de la pyruvate kinase ainsi que de la PEP-carboxylase 

(JACOB et d'AUZAC, 1967 , 1969, 1972 ; d'AUZAC et JACOB, 1969 ; JACOB, 

1970 ; JACOB crt c&. 1977 et 1979). 

Dans tous les cas, les modifications de la composition du 

milieu ont plus d'influente que la variation de l'activité spécifique des 

enzymes dans le cytosol du latex. L’&.d%bhe ionique. du cytonol n6gu-k 

donc e~@.cncement L’otiention ti R’in.taaLt6 du métio.L.hme, au nein du 

Comme dans le cas de la régulation du pH, si les rapports 

entre cellules voisines des laticifères et le cytoplasme laticigène, par 

l'intermédiaire des flux transplasmalemmiques de solutés, ont dans ce do- 

maine, une influence certaine, celles-ci restent difficiles à apprécier 

expérimentalement. Par contre, la répartition moyenne de ces ions et solu- 

tés dans les deux compartiments majeurs du latex a été déterminée (RIBAIL- 

LIER, 1972). Il apparaît que & pRuptit du Con~ conce&& nont compaati-‘ 

mevu2.n ù L'ititiriewr du RtioZden ~f.ul~.hxu 7 1. 

Ces organites jouent donc au moins un rôle détoxifiant vis-à- 

vis du métabolisme cytosolique, et leur efficacité dans cette fonction doit 

dépendre à la fois de la stabilité de leur membrane et de leur capacité à 

accumuler et à réguler les flux (éventuellement bidirectionnels) de ces 



79 

solutés, au travers de leur tonoplaste. 

Le stockage ‘intravacuolaire implique un phénomène d'accumu- 

lation réversible (organite de réserve). Les processus de détoxification 

devraient correspondre à des accumulations essentiellement irréversibles. 

En ce qui concerne les lutoldes, bien que ceux-ci accumulent 

divers solutés contre un gradient de concentration, il est impossible, 

actuellement, d'affirmer si ces accumulations correspondent à un proces- 

sus de stockage ou de détoxification stricte. 
++ 

- Ainsi, le Mg , qui s'accumule fortement dans les lutoïdes 

peut être considCré comme néfaste à la stabilité colloïdale du latex. Par 

ailleurs, au-delà d'un certain seuil, le Mg 
++ 

peut inhiber certaines en- 

zymes (Invertase...). Par contre, il apparaît nécessaire à l'activité 

d'autres enzymes telles que celles catalysant les réactions de phospho- 

rylation mais aussi d'isomérisation telle que l'énolase (JACOB, 1970). 

Enfin, sa chélation par certains anions cytoplasmiques (citrate, ATP, Pi...> 

peut aboutir à des carences apparentes en cet ion libre dans ce milieu, 

capables de modifier profondément l'activité de certaines enzymes glyco- 

lytiques (JACOB, 1970). 

- Le citrate, inhibiteur de l'invertase dans certaines condi- 

tions peut être piégé sous forme de sel magnésien dans les vésicules lutoî- 

' idiques reconstituées (MARIN, 1981). Selon cet auteur, ce phénomène pour- 

rait expliquer sa rétention au sein des lutoldes intacts, évoqué par les 

expériences du MONTARDY et LAMBERT (1977). A l'encontre de cette simple 

détoxification, rappelons que le 14 C-citrate peut être incorporé, in VitiO, 

dans les molécules de b-polysoprène, ce qui pourrait lui conférer un 

rôle de réserve carbonée (d'AUZAC, 1965). 

- Le piégeage apparemment irréversible des acides aminés basi- 

ques au sein des lutoïdes du latex, montré par les expériences simples 

(mais peut-être incomplètes) rapportées par HANOWER & d. (19771, pose 

un problème du même ordre. 

- Enfin, on ne connaît rien des processus conduisant à l'absor- 

ption et l'éventuelle remobilisation du Ca 
++ 

, accumulé au sein des lutoî- 

des. Celui-ci est à la fois un effecteur classique de nombreuses enzymes 

dont la PK et un puissant agent déstabilisant de la suspension colloïdale 

que constitue le latex. 

Ces quelques exemples soulignent l'importance de luéquilibre 

ionique" au sein de la cellule laticifère et la dualité de la fonction 

vacuolaire des lutoïdes. 
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Quelques aspects des problèmes kvoqués ci-dessus seront 

abordés dans l'exposé de nos résultats. 

e) Notion d’hom6on;tanie. Tmponahc~ den BonctioMn vacuo.&ziten : 

Le fonctionnement optimum du métabolisme, et surtout son 

orientation préférentielle vers la synthèse isoprénique, dans le cas 

particulier des cellules laticifères, nécessite des conditions de pH et 

"d'équilibre ionique" extrêmement strictes. Cette régulation doit aboutir 

à un équilibre subtil entre la forme libre et les formes complexées des 

divers ions au sein du cytosol. Elle suppose l'existence de processus 

actifs contrôlant les flux des divers solutés au niveau des systèmes mem- 

branaires limitant le cytosol, et en particulier au niveau du tonoplaste 

lutoïdique. 

Cette tendance des systèmes biologiques à maintenir constan- 

tes leurs caractéristiques biochimiques et physicochimiques, en un mot, 

leurs caractéristiques physiologiques, est classiquement appelée homéos- 

tasie. 

Chez les végétaux, les mécanismes participant au maintien 

de l'homéostasie cytosolique sont encore mal discernés. Certains auteurs 

accordent une importance primordiale, par exemple au contrôle du pH par 

un pH-stat biochimique (DAVIES, 1973 a et b). Pour la majorité des auteurs, 

le maintien de l'homéostasie est essentiellement attribué aux échanges 

au niveau du plasmalemme (SLAYMAN, 1974 ; SMITH et HAVEN, 1979 ; POOLE, 

1978 ; SPANSWICK, 1981 ; RAVEN, 1983). La participation active du compar- 

timent vacuolaire dans les processus de régulation, du pH et l'équilibre 

ionique du cytosol est le plus souvent négligé. 
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LES FACTEURS LIMITANT LA PRODUCTION Du LATEX 
===============----------- --------------__-__--~-~~---- ---- 

RE S U M E 

Outre des facteurs anatomiques (écorce), les facteurs clima- 

tiques et écophysiologiques (liés à la bonne alimentation hydrique, mi- 

nérale et glucidique des tissus laticigènes) deux facteurs internes aux 

laticifères régulent d'une façon déterminante, la production du latex 

chez Hcv&a b~a,tLLktih : la durée de l'écoulement du latex et sa régé- 

nération in AtU. 

7) L'ECOULEMENT DU LATEX LIMITE PAR SA COAGULATZON : 

a) La pression de turgescence des tissus de l'écorce tendre de 1'Hévéa 

et en particulier le gradient de pression existant entre les extré- 

mités sectionnés des laticifères et les parties les plus éloignées 

de l'encoche de saignée s'avère être le moteur de l'écoulement du 

latex. 

La durée de l'écoulement est limitée par la coagulation plus ou 

moins précoce du latex, qui en formant des microbouchons de caout- 

chouc, obture l'extrémité incisée des vaisseaux laticifères et 

arrête de ce fait son écoulement. 

6) Le latex contient à l'état latent, son propre système interne de 

coagulation. Cette coagulation s'explique par la rupture de l'&qui- 

libre des charges, garantissant normalement la stabilité colloïdale 

du latex. Celle-ci est provoquée par la décompartimentation de deux 

systèmes chimiquement et électriquement antagonistes. La totalité 

des facteurs coagulants répertoriés, jusqu'à ce jour sont stricte- 

ment compartimentés à l'intérieur d'organites tels les lutoïdes et 

les particules de FREY-WYSSLING. 

De la stabilité de la membrane de ces organites dépendra l'initia- 

tion des processus conduisant à la coagulation du latex et à l'ar- 

rêt de son écoulement. 

Les causes électriques, osmotiques, mécaniques et chimiques invo- 

quées par SOUTHORN (1969) pour expliquer la déstabilisation des 
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organites du latex et la libération des agents coagulants qu'elles 

compartimentent, nous apparaissent insuffisantes pour expliquer la 

variabilité des phénomènes observés. 

2) POTENT7ALTTES LATICTGENES ET REGENERATZON DU LATEX 

L'écoulement du latex constitue une exportation massive d'un 

cytoplasme cellulaire dont 19 caoutchouc représente plus de 90 % au 

poids sec. Celui-ci doit être régénéré entre deux saignées successives, et 

les capacités de regéneration du cytoplasme laticifère constituent, de ce 

fait, un facteur limitant primordial de la production de latex par ~‘HCVQCL. 

La biosynthèse du caoutchouc, du saccharose à l'isopentényl- 

pyrophosphate est maintenant connuepour l'essentiel. 

Le fonctionnement de cet enchaînement biochimique dépend sur- 

tout, semble-t-il, de facteurs susceptibles de moduler l'activité de quel- 

ques enzymes clefs du metabolisme cytosolique. Il s'agirait essentielle- 

ment de l'invertase, du carrefour phosphoénol pyruvique et de l'étape ca- 

talysant la transformation du pyruvate en acétate. L'anabolisme isopréni- 

.que, quant B lui, nécessite, outre de l'acétyl-CoA, un apport de NADPH et 

d'énergie sous forme d'ATP, et un bon fonctionnement de la HMG-GOA réductase. 

Des facteurs modifiant la composition et les caractéristiques 

physico-chimiques du cytosol, où se réalise la quasi-totalité de la syn- 

thèse isoprénique, jouent à priori un rôle majeur. 

L'activité protéosynthétique et surtout l'alimentation gluci- 

dique des cellules laticifères ont également un rôle déterminant dans la 

regulation du metabolisme régénératif au sein des laticifères. Cependant, 

deux facteurs essentiels : le pH cytosolique et l'équilibreionique, sem- 

blent jouer un rôle de premier ordre. 

Il a été mis en évidence des corrélations très hautement signi- 

ficativesentre la production et le pH du latex ou de son cytosol. 

Celles-ci s'expliquent par la sensibilité de certaines enzymes clefs 

du métabolisme isoprénique vis-à-vis des variations physiologiques 

du pH (invertase, PEPcase, GAPdh, pyruvate décarboxylase). Les méca- 

nismes de régulation du pH au sein des laticifères revêtent donc une 

importance capitale. Hormis les échanges de protons au niveau du plas- 

malemme, on postule l'existence de deux mécanismes intralaticifères. 
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- un pH-St& biochimique, tel que celui proposé par DAVIES (1973 

a et b) a pu être mis en évidence au sein du latex par JACOB et 

&. (1977, 1979). Il correspond à l'équilibre d'un système de 

carboxylation-décarboxylation au niveau du carrefour phosphoénol 

pyruvique. Ce pH-Stat biochimique est fonctionnel dans le cytosol 

du latex, mais sa portée semble être limitée. 

- un pH-Stat biophysique (bioosmotique) au sens de RAVEN et SMITH 

(1976). En effet il existe une corrélation directe, hautement 

significative, entre la production et le gradient transtonoplas- 

tique de pH au sein du latex. Par ailleurs, nous avons montré que 

le pH du cytosol varie toujours en sens inverse de celui du milieu 

intravacuolaire dans le latex. Ces résultats suggèrent l'existence 

de flux transtonoplastiques de protons. L'ATPase (d'ALJZAC, 1975, 

1977) et (ou) le système transporteur d'électrons NADH cytochrome 

5 oxydoréductase (MOREAU &t c&., 1975) localisés sur le tonoplaste 

lutoïdique nous semblent,a priori, les meilleurs "candidats" en 

tant que pompes à protons tonoplastiques. Le tonoplaste jouerait 

ainsi le rôle de pH Stat biophysique (bioosmotique), et partici- 

perait activement à la régulation du pH cytosolique. 

6) Equi~Lbne ionique du cytono&, ivhiibi.Clon wzymatique et pnoc~nnti 

de &ut dLtoxi&ica;tion : 

Dans le cytosol, certains ions inhibent très efficacement des 

étapes importantes du métabolisme isoprénique, lorsque leur teneur 

dépasse un certain seuil (Mg2+ pour l'invertase, le citrate pour 

la PK et la PFK, le Ca 
2+ 

et le CU 
2+ 

pour la PEPcase). Tous ces ions 

sont normalement accumulés et compartimentés au sein des lutoïdes 

qui auraient donc une fonction détoxifiante vis-à-vis du m&t.abolisme. 

Leur fonction de réserve,supposant des flux réversibles de solutés 

(le citrate est un précurseur possible du caoutchouc),reste à éclair- 

cir. 
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’ THE FACTORS LIMITING THE LATEX PRODUCTION --~~-~~-------------------~~---~~~~~~~~-~ ~~~~~~~-------------------~--~----~~-~~-~ 

ABSTRACT 

Apart from the anatomical (bark), climatic and ecophysiological 

factors (related to the normal water, minera1 and glucidic supply of 

the latex tissues), two factors inherent to the laticifers, namely the 

duration of the latex flow and its regeneration in situ, regulate the 

latex production in ff~vea b~ad?ktih. 

1. THE LATEX FLOW LIMITED BY ITS COAGULATION 

a) The turgor pressure of the tissues in the soft bark of the 

H@vea and particularly the pressure gradient between the cutoff ends 

of the laticifers and the parts most distant from the tapping tut proves 

to be the driving force of the latex flow. 

The duration of the flow is limited by the more or less early 

coagulation of the latex which seals the tapped end of the latex vessels 

and stops its flow by forming rubber microplugs. 

b) The latex contains its own system of coagulation at the latent 

stage. This coagulation is accounted for by the upsetting of the load 

equilibrium which normally secures the colloidal stability of the latex. 

It results from the decompartmentation of two chemically and electri- 

cally different systems. The whole coagulants which have been observed 

up to the present day are strictly compartmented within organites such 

as the lutoids and the FREY-WYSSLING particles. 

The processes leading to the caogulation of the latex and to the 

stoppage of its flow Will depend on the stability of the membrane of 

these organites. 

The electrical, osmotic, mechanical and chemical causes put forward 

by SOUTHORN (1969) in order to account for the destabilization of the 

latex organites and for the release of the compartmented coagulants 

seem to be insufficient to account for the variability of the phenomena 

observed. 
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II. THE LATEX POTENTIALITIES AND REGENERATION 

The latex flow is a massive extrusion of a cellular cytoplasm whose 

rubber represents more than 90% of the dry weight. The latter must be 

regenerated between two successive tapping cuts and therefore, the 

regenerative capacities of the laticiferous cytoplasm are a limiting 

factor of prime importance in the latex production by ffevea. 

Nowadays the biosynthesis of rubber from saccharose to isopentenyl- 

pyrophosphate is well known. 

The biochemical sequence seems to depend mainly on factors likely 

to modify the activity of a few key enzymes of the cytosolic metabolism 

such as the invertase, the PEP pathways and the catalytic activity 

which transforms pyruvate into acetate. The isoprane anabolism requires, 

in addition to acetyl-CoA, a supply of NADPH and of energy in the form 

of ATP as well as a good HMG-CoA reductase activity. 

Some factors which modify the composition and the physico- 

chemical characteristics of the cytosol where almost the,,whole isoprene 

synthesis occurs play a priori a major role. 

The proteosynthetic activity and mainly the glucidic supply of the 

laticiferous cells also play a decisive role in the regulation of the 

regenerative metabolism within the laticifers. However, two main fac- 

tors such as the cytosolic pH and the ionic balance seem to play a 

first-rate role. 

a) The cytosolic pH 

Some highly significant correlations have been revealed between 

the production and the pH of the latex or its cytosol. They cari be 

accounted for by the sensitivity of certain key enzymes of the isoprene 

metabolism to the physiological variations in pH (invertase, PEPcase, 

GAPdh, pyruvate, decarboxylase). Therefore, the regulatory mechanisms 

of Ph within the laticifers are of great importance. Apart from 

the proton exchanges in the plasmalemma, one assumes the existence of 
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two intralaticiferous mechanisms. 

- a biochemical pH-Stat as suggested by DAVIES (1973 a and b) 

could be revealed within the latex by JACOB et al. (1977, 1979). It 

corresponds to the equilibrium of a carboxylation-decarboxylation 

system in PEP-pathways. This biochemical pH-Stat is functional in the 

cytosol of the latex, but its action seems to be limited. 

- a biophysical pH-Stat (bioosmotic) as described by RAVEN and 

SMITH (1976). There is a direct and highly significant correlation 

between the production and pH transtonoplastic gradient in the latex. 

Moreover, we showed that the cytosolic ph always varies against that of 

the intravacuolar medium in the latex, which suggests the existence 

of transtonoplastic proton fluxes. ATPase (d'AUZAC, 1975, 1977) and 

(or) the NADH cytochrome c oxidoreductase electron transport system 

(MOREAU et al., 1975) located on the lutoidic tonoplast seem to us to 

be a priori the most likely to function as tonoplastic proton pumps. 

Thus , the tonoplast would play the role of biophysical pH Stat (bio- 

osmotic) and it would contribute actively to the regulation of the 

cytosolic pH. 

b)The ionic balance of the cytosol, the enzyme inhibition and 

their detoxification process 

In the.cytosol, some ions inhibit very effectively some significant 

phases of the isoprene metabolism when their content exceeds a deter- 

mined threshold (Mg2+ for invertase, citrate for PK and PFK, Ca2+ and 

C!u2+ for PEPcase). Al1 these ions are generally accumulated and com- 

partmented within the lutoids which, therefore, would play a detoxifying 

role towards the metabolism. Their storage function involving rever- 

sible fluxes of solutes (citrate is a possible precursor of rubber) 

remains to be defined. 

One Will be induced to consider the active role played by the 

lutoids, the vacuolar compartment of the latex, in the maintenance of 

homeostasis in the laticiferous cytosol and in the regulation of meta- 

bolism within the laticiferous cell. 
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LA STIMULATION DE LA PRODUCTION EN HEVEACULTURE 
Ir=1=P~=-~11111111=~=~=~~~~~---=~--===*~-~~=-~~ 

Dès le début du siècle, des traitements visant à stimuler la 

production de l'tiev~a ont été recherchés par les planteurs. On se réfère- 

ra, pour un historique complet, aux bibliographies de BAPTISTE et DE JONGE 

1955), d'ABRAHAM et TAYLER (1967) et d'ABRAHAM et al. (1968 a et b), résumées 

par COUPÉ (1977) et JACOB et a,& (1983). 

Ainsi, des injections d'oligoéléments (CuSO4, borate,...), au 

niveau de l'écorce de saignée (COMPAGNON et TIXIER, 1950), ou des enduc- 

tions du panneau de saignée par des auxinominétiques (2,4-D ; 2,4,5-T ; 

ANA,... ) (CHAPMAN, 1951)sont utiliséesdepuis longtemps pour améliorer 

la production de latex par l'hévéa.Des réponses très spectaculaires ont 

été également obtenues par des traitements stimulants gazeux, au moyen 

d'oxyde d'éthylène (TAYSUM, 1961-a), d'éthylène ou d'acétylène (BAN'CHI, 

1968 ; BANCHI et POLLINIERE, 1969 ; ABRAHAM ti &. 1968). Cependant, 

certaines de ces substances conduisaient à des chutes spectaculaires des 

teneurs en matière sèche du latex, et souvent à l'apparition "d'encoches 

sèches". 

Ces produits sont maintenant remplacés par l'acide 2-chlore 

éthylphosphonique (CEP,Ethephon, Ethrel), générateur d'éthylène, appliqué 

généralement par enduction d'une émulsion d'Ethre1 (50 mg matière active/ 

arbre) dans un support visqueux telle que l'huile de palme, sur une bande 

d'écorce grattée en-dessous et le long de l'encoche de saignée (ABRAH-AM 

et ae. 1968 ; d'AUZAC et RIBAILLIER, 1969). 

Il est apparu rapidement que l'action de tous les produits sti- 

mulants, qui semblent avoir en commun la capacité de produire de l'éthy- 

lène & &ti (COUPÉ, 1977),aboutissait à une augmentation de la durée de 

l'écoulement du latex, et favorisait sa régénération au sein des latici- 

fères. Il en résulte une très forte augmentation du volume de latex pro- 

duit. 

A] EFFETS VE LA STZMULATTON SUR L’ECOULEMENT DU LATEX 

La stimulation de l'ffevea se traduit, dans tous les cas, par 

une prolongation considérable de la durée de l'écoulement du latex (CHAP- 

MAN, 1951 ; DE JONGE, 1953 ; SCHWEIZER, 1953 ; HO et PAARDEKOCPER, 1965). 

La durée de l'écoulement est ainsi souvent multipliée par deux, ou plus. 
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La vitesse d'écoulement du latex lors de la phase initiale ne 

semble pas augmentée par la stimulation. Elle peut, par contre, légèrement 

diminuer dans certains cas (PAARDEKOOPER et SANIT-SAMORSON, 1969). 

L'effet sur l'écoulement s'observe dès la première saignée après 

le traitement stimulant, et peut durer plus d'un mois. Par contre, les 

mécanismes intimes de cette action sur l'écoulement restent encore mal 

expliqués. 

7 1 .S;tunu&aR;ion et nhéologic du Ra.&x : 

- La stimulation n'augmente pas la pression de turgescence des 

laticifères (BUTTERY et BOATMAN, 1967), et ne fait que très peu varier 

l'osmolarité du latex (une diminution inférieure a 10 % a parfois été 

observée) (BOATMAN, 1966 ; RIBAILLIER, 1970). 

- Par ailleurs, BOATMAN (1966) écarte successivement une action 

des stimulants sur la contraction du tronc après la saignée, sur une varia- 

tion du "collapse" des vaisseaux laticifères, sur une chute marquée de la 

viscosité, malgré une baisse sensible de la teneur en matière sèche du 

latex, confirmée par ailleurs (BRZ~Z~WSKA-HAN~WER et &., 1979). 

ABRAHAMet TAYLER (1967) considèrent que l'effet stimulant est 

attribuable à une dilution du latex, à une augmentation de la vitesse de 

son écoulement et surtout à un retard dans l'obstruction des vaisseaux 

laticifères. Ce dernier facteur semble raisonnablement, aujourd'hui, être 

considéré comme l'un des points d'impact de l'action hormonale, de par 

son action sur la durée de l'écoulement. 

RIBAILLIER (1972) montre que, pour les dix premières saignées 

après la stimulation, l'indice d'éclatement des lutoîdes d'arbres stimu- 

lés est inférieur de 45 % à celui des témoins non traités, et que, corré- 

lativement, l'indice d'obstruction après la stimulation chute de 31 %. 

Diverses considérations conduisent également à penser que la stimulation 

modifie les caractéristiques, en particulier la perméabilité, de la mem- 

brane lutoïdique (COUPÉ et LAMBERT, 1977 ; HANOWER Et C&. 1977) et améliore 

leur stabilité (RIBAILLIER, 1972, COUPÉ, 1977). 

RIBAILLIER (1972) montre en outre que les lutoïdes d'arbres 

stimulés sont moins denses que ceux provenant d'hévéas témoins, et que 
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leur profil de sédimentation sur gradient de densité en est affecté. En- 

fin, cet auteur observe que les lutoïdes d'arbres stimulés ont une résis- 

tance accrue au choc osmotique. COUPÉ (1977) montre que la stimulation 

n'affecte d'une manière significative, ni la pression osmotique du cyto- 

sol, ni celle du sérum intralutoïdique. Le mécanisme de protection osmo- 

tique des lutoïdes ne peut donc être expliqué par l'action de phénomènes 

de ce type. Enfin, l'analyse biochimique de la membrane lutoïdique (com- 

position lipidique) n'a pas permis de comprendre la raison de l'apparente 

variation des propriétés de la membrane lutoîdique, sous l'effet de la 

stimulation (HANOWER ~2 al. ; résultats non publiés). 

Notons cependant que PAKIANATHAN ~2 &. (1966) ont observé que, 

dans certains cas, les laticifères d'arbres stimulés contiennent an nom- 

bre plus élevé de lutoïdes endommagés, provoquant parfois la formation 

de microcoagulats internes. Ainsi que nous le préciserons plus loin, ces 

observations, en apparente contradiction avec celles décrites par ailleurs, 

pourraient correspondre à un cas limite d'apparition d'encoche sèche dans 

certaines circonstances. 

i3) EFFETS DE LA STTMULATION SUR LES PARAMETRES RZOCfflMi@.IES ET PffYSiO- 

LOGiQUES Vif LATEX 

Il convient de distinguer deux types de phénomènes. Les phéno- 

mènes precoces, induits par l'agent stimulant lui-même, sont détectables 

dès la première saignée, ou même lorsque cela est possible, dans l'inter- 

valle de temps séparant l'application du stimulant et la première saignée. 

Les modifications de la composition du latex lors des saignées suivantes 

sont la résultante des effets directement attribuables au stimulant, ad- 

ditionnés des effets induits par les phénomènes de renouvellements cellu- 

laires particulièrement intenses, engendrés par l'exportation anormale- 

ment forte du cytoplasme cellulaire (augmentation de l'écoulement) dès la 

première saignée après la stimulation. Ces derniers effets ne sont donc 

pas forcément directement attribuables aux produits stimulants. 
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a) E4dt-t~ nun Ru componition onganomintia& du Late-x : 

L'existence dans le latex de deux compartiments quantita- 

tivement importants et de composition différente (cytosol et lutoïdes) 

conduit à considérer avec réserve les analyses ne tenant pas compte de 

cette compartimentation, qui en l'occurrencepeut être largement affectée 

par les traitements stimulants. 

Le potassium, considéré comme constant dans le latex 

(BEAUFILS, 1961) ne semble pas affecté par la stimulation. Par contre, 

les traitements stimulants induisent la variation de la concentration 

de nombreuses molécules et ions au sein du latex. 

On constate une augmentation des teneurs en cuivre (COM- 

PAGNON et TIXIER, 1950 ; de JONGE, 1955 ; LOWE, 1964 ; d'AUZAC, 1965-a ; 

RIBAILLIER, 1972 ; COUPÉ, 1977), en phosphore acidosoluble (d'AUZAC, 1965) 

et en particulier en phcsphore minéral intralutoïdique (RIBAILLIER, 1972 ; 

COUPÉ, 1977). Par contre, la stimulation entraîne le plus souvent une 

diminution des teneurs en Mg 
++ 

total dans le latex, associée cependant 

à un changement dans sa compartimentation se traduisant par une plus forte 

accumulation du Mg ++ à l'intérieur des lutoïdes (RIBAILLIER, 1972 ; COUPÉ, 

1977). 

Une augmentation transitoire du citrate parallèle à une 

augmentation du Mg peut être observée durant les 24 premières heures sui- 

vant l'application de 1'Ethrel (PRIMOT et C&. 1979). D'AUZAC (1965) et 

HANOWER ti &?.. (non publié) signalent une augmentation de la teneur en 

acides aminés, tandis que CRETIN (1979-a) montre une augmentation en 2 

vagues des composés phénoliques du latex sous l'influence de la stimula- 

tion. 

Les différents traitements stimulants augmentent les teneurs 

en glucides (d'AUZAC et PUJARNISCLE, 1961), lesquels sont essentiel- 

lement représentés (VO 2) par le saccharose (TUPY, 1969, 1973 ; RIBAILLIER, 

1972). Cependant, TUPY (1973) constate qu'à long terme la stimulation 

hormonale de la production et la surexploitation diminue la teneur en sac- 

charose du latex, ce qui peut être considéré comme l'indice d'un certain 

"épuisement" de l'arbre. 

Enfin, la stimulation induit une augmentation des teneurs 

en RNA dans le latex (COUPÉ et d'AUZAC,l974) et SUrtOUt une forte augmen- 

tation précoce de l'indice de polymérisation des ribosomes (COUPÉ, 1977). 
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TUPY (1973 a et b) et RIBAILLIER (1972) mettent en évidence 

une augmentation notable du pH du latex sous l'influence de divers trai- 

tements stimulants (fig. 4 ). Par la suite, le pH du cytosol, celui du 

sérum intralutoïdique et le gradient de pH entre ces deux compartiments 

ont éte considérés. C'est ainsi qu'il est montré que la stimulation à 1' 

éthrel induit une acidification vacuolaire concomitante à l'alcalinisa- 

tion du cytosol (COUPÉ, 1977 ; CRETIN, 1979-a). En fait, le pH cytosoli- 

que et le gradient transtonoplastique de pH sont les plus affectés. Dès 

lors, des corrélations directes entre pH cytosolique ou le gradient trans- 

tonoplastique de protons sont établies avec la production (COUPÉ, 1977 ; 

CRETIN, 1979-a ; PRIMOT et a1.1978 ; BRZOZOWSKA -HANOWER &t d-,1979). 

Les variations en sens inverse des pH compartimentaux suggè- 

rent alors une activation de flux transtonoplastiques de protons sous 

l'effet des stimulants hormonaux (COUPÉ, 1977 ; CRETIN, 1979-a). 

c) Action nun den ac;tivLtiin enzymu.Liquen et Xe. mUabo.k%me. 

du Rcdx : 
C'est d'AUZAC (1965-a) qui, le premier, démontre des chan- 

gements importants intervenant dans le métabolisme du latex, après sti- 

mulation. Il constate l'augmentation de la biosynthèse du caoutchouc in 

V&O, de la synthèse de l'ATP, du catabolisme glucidique et de la - 

carboxylation du PEP. 

Par ailleurs, la décarboxylation de l'acide glutamique est 

augmentée sous l'effet de traitements stimulants (LUSTINEC ti al.,1967). 

On a vu précédemment que certaines enzymes du latex sont 

finement régulées par le pH. Il semble démontré aujourd'hui que l'alca- 

linisation du cytosol (quelques dixièmes d'unité pH)induite par les trai- 

tements stimulants, se traduit par une exaltation du catabolisme glucidi- 

que (activation de l'invertase,...) et une certaine dérive de celui-ci 

vers la synthèse d'acides organiques forts. On est en droit de penser que 

globalement la régénération du latex est ainsi favorisée. 

Selon TUPY et PRIMOT (1982) l'exaltation du catabolisme gluci- 

dique n'est pas le seul fait de l'activation de l'invertase induite par l’ai- 

calinisation du cytosol. Ces auteurs ont montré que la stimulation inhibe la 

saccharose synthétase du latex, qui normalement s'oppose à l'action de l'in- 

vertase en resynthétisant le saccharose à partir de fructose + UDP-glucose. 

Cette inhibition des réactions concurrentes vis-a-vis du catabolisme des 
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Figure 4 : CHRONOLOGIE DES EFFETS DE LA STIMULATION A L'ETHREL SUR L'AUGMENTATION DE 

LA PRODUCTION ET L'ALCALINISATION DU LATEX (d'apr&s COUPE, 1977). 
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hexoses amplifie donc de phénomene d'activation directe de l'invertase, 

lors de la stimulation. 

Dans le domaine de l'activation du metabolisme, COUPi (1977) 

a montré que la stimulation engendrait une forte augmentation des teneurs 

en polysomes dans le latex. Cet effet, très precoce,est perceptible dans 

les 12 premières heures après le traitement stimulant et les teneurs en 

polysomes peuvent être multipliées par 5 à 6 entre le premier et le 4ème 

jour suivant la stimulation. Ces observations suggèrent qu'une activation 

de la protéosynthèse est induite in A~&L, lors des traitements stimulants. 

Signalons enfin la diminution des activités ortho-diphenol 

oxydases, que l'on sait en partie impliquées dans les processus de coa- 

gulation, sous l'effet des traitements à 1'Ethrel (HANOWER & d, 1976 ; 

CRETIN, 1979-a). 

Afin de préciser les premiers sites d'action de l'éthylène, et 

de discriminer les causes primaires des effets secondaires, certains au- 

teurs ont tenté de discerner le plus précocement possible les premiers 

effets de la stimulation, sur la composition biochimique du latex, lors 

de la première saignée. La méthode consiste alors à décaler dans le temps 

les traitements stimulants de groupes d'arbres homogènes, ceux-ci étant 

alors tous saignés le même jour. 

Les expériences de ce type ont été initiées par COUPÉ (1977) 

et PRIMOT et &.(1979). N ous en rapportons les faits les plus marquants : 

- Selon les expériences, la production augmente immédiatement 

(12 heures après le traitement) ou un peu plus tard. L'effet est maximum 

entre 48 et 96 heures après le traitement, puis la production diminue 

plus ou moins progressivement. Ceci traduit bien le caractère transitoire 

de la stimulation (figure 4). 

- La teneur en matière sèche du latex subit une baisse progres- 

sive décelable dès la première saignée. Il y a donc sous l'effet direct 

du stimulant, une entrée d'eau dans les laticifères et dilution du latex. 

Cet effet est décelable dans les 24 premières heures suivant le traitement. 

- Les teneurs en citrate et magnésium cytosoliquesmontrent des 

réponses parallèles en deux temps : une augmentation trks nette, maximum 

24 heures après le traitement, suivie d'une chute progressive aboutissant 

au niveau de départ entre 5 et 6 jours après le traitement. Cette brusque 
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augmentation du citrate cytosolique peut s'expliquer soit par une modifi- 

cation du métabolisme, soit (ou simultanément à) par une modification des 

propriétés de perméabilité des membranes lutoïdiques (efflux de citrate?). 

- Les teneurs en saccharose du latex augmentent significativement 

(30 X) dès 24 heures et pendant deux saignées après la stimulation, tradui- 

sant probablement un influx de saccharose au sein des laticifères. On cons- 

tate très souvent par la suite une très forte chute des teneurs pn saccha- 

rose au sein du latex. Cette deuxième phase proviendrait, selon TUPY (1969, 

1973), d'une utilisation accélérée de ce substrat par les laticifères, 

accompagnée d'une baisse des réserves glucidiques immédiatement utilisables. 

- L'indice de pol ynérIsation (polysomes) est forte- 

ment augmenté (de 5 à 6 fois) après un traitement stimulant. L'effet est 

déjà largement perceptible dbs 12 heures après la stimulation (+ 200 à 

300 %), suggérant une activation de la protéosynthèse ~DUS l'effet de la 

stimulation. Celle-ci précède légèrement, puis suit fidèlement l'évolution 

de la production. 

- Le pH du latex (mesuré sur champ) augmente dans les 24 heures 

suivant la stimulation et atteint un maximum entre 2,5 et 5 jours après 

le traitement stimulant, selon les expériences (figure 4). 

Il a été également montré que le pH des deux compartiments ma- 

jeurs du latex s'alcalinisait simultanément dans un premier temps entre 

les 12 et 36 premières suivant le traitement, puis évoluait en sens inverse 

par la suite (COUPÉ, 1977 ; CRETIN, 1979-a ; BRZOZOWSKA-HANOWER '& ti.1979). 

Cl CONCLUSZON e-t PERSPECTIVES 

TOUA &A autewrn n ‘accohdent peuh nuggénu que k?en .tx~L-&menti 

ntimr,d?.ati augmentint la phoduction p6v~ .!.a conjonction de.,s phocehhuh nui- 

vaifl.tA : 

- SixbiRina;tion de la membhane Ltoldique. aboutiinnault à une 

meiRLe.utre companLlmenta;tion dea ed~eetewrn nCgaLi& de.h enzyme4 cyto~o- 

,t%pen, e.t nuhtout à une diminution de lu vite.~~e de coagu&ti.on ef de 

1’ obntiuction ; 
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- Activtion de La pnotCiohgn;thbne in.2xai!uLici~ètce. 

Les effets les plus précoces décelés jusqu'à ce jour correspon- 

dent à l'alcalinisation du cytosol et à l'activation de la protéosynthèse 

détectables dans les 12 premières heures consécutives au traitement stimu- 

lant. Cependant, le mécanisme d'induction de ces processus précoces demeure 

quelque peu mystérieux. 

Dans l'exposé de nos résultats, nous préciserons la chronologie 

de quelques évènements biochimiques induits précocement, au niveau du la- 

tex, par la stimulation des hgvéas à 1'Ethrel. 

DJ 17MZTE.S ET DANGERS VE LA STlMULATZON 

La stimulation constitue donc un moyen de choix pour réduire 

les facteurs limitant l'écoulement etfou certains facteurs limitant la 

régénération du latex. 

Les clones ou les arbres présentant une propension élevée à la 

coagulation précoce sur l'encoche, caractérisés donc par un fort indice 

d'obstruction, des lutoïdes instables, des teneurs en matière sèche et de 

Mg++ trop élevées dans le latex sont particulièrement justiciables de la 

stimulation hormonale. De même, la stimulation sera efficace sur des ar- 

bres dont le latex est acide et riche en saccharose (catabolisme glucidi- 

que limitant). 

Employé à mauvais escient, l'effet bénéfique de la stimulation 

hormonale sur la production s'estompe avec des traitements répétés, surtout 

lorsqu'ils sont effectués trop fréquemment et avec de trop fortes doses 

de matière active. A la longue, ils peuvent entraîner des perturbations 

profondes du système laticifère conduisant au "tarissement" de l'ecorce 

exploitée, phénomène appelé "encoche sèche" (CRETIN, 1979-a ; BRZOZCWSKA- 

HANOWER ti &. 1979). 

Nous développons cet aspect dans le chapitre suivant. 
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LA STIMULATION HORMONALE DE LA PRODUCTION DE LATEX _---__-_______-_____------------------------------ ----_-_-______-_____------------------------------ 

R E S U M E 

Des injections d'oligoéléments (CU 
++ 

, Borate,...) au niveau 

de l'écorce de saignée, ou des enductions par des auxinomimétiques du 

panneau de saignée (2,4-DJNA,...) sont depuis longtemps utilisées pour 

améliorer la production de latex de 1'Hévéa. Ces produits sont mainte- 

nant remplacés par l'acide 2-chloroéthyl-phosphonique (CEP, Ethrel, Ethe- 

phon). Il est apparu rapidement que l'action de tous ces stimulants (qui sem- 

blent avoir en commun la propriété de produire de l'éthylène in Oiti) 

correspond en premier lieu à une augmentation de la durée de l'écoulement 

du latex, mais aussi à une activation du métabolisme et, partant, de 

la régénération du latex au sein des laticifères. 

Les effets bénéfiques des traitements stimulants ne semblent 

pas liés à une action majeure sur la vitesse d'écoulement du latex, ni 

le diamètre moyen et le "collapse"des laticifères. Le seul paramètre af- 

fecté à ce niveau est la teneur en matière sèche du latex (diminution) 

qui devrait correspondre théoriquement à une diminution de la viscosité, 

et donc à un écoulement facilité. Ce dernier paramètre se traduit, entre 

autre, par une augmentation de 1'"aire drainée" (PAKIANATHAN et &. 1966) 

c'est-à-dire de la surface d'écorce expulsant son latex. 

En fait, le prolongement remarquable de la durée de l'écoulement 

semble résulter d'une amelioration de la stabilité de la membrane lutoïdi- 

que, retardant les processus conduisant à la coagulation du latex et à 

l'obturation des laticifères, sans que les mécanismes en cause soient 

encore compris. 
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2) la ntimuIW,Lon honmona& engendne des modifications profon- 

des de la composition organominérale, biochimique, et de la distribution 

de certains solutés entre compartiments cytosolique et vacuolaire du la- 

tex. Il en résulterait une activation du métabolisme, et en particulier 

de la glycolyse au sein des laticifères. 

Les premiers effets enregistrés correspondent à : 

- une activation générale (?> de la protéosynthèse (augmenta- 

tion des teneurs en polysomes du latex,...) 

- une modification des propriétés et de la perméabilité des 

membranes péri et intracellulaires : influx d'eau, d'ions et de 

saccharose au travers du plasmalemme, flux transtonoplasti- 

que de divers solutés (citrate,Mg 
++ 

, H+,...) 

- une alcalinisation du cytosol concomittante à une acidifica- 

tion vacuolaire, aboutissant à une augmentation du gradient 

de protons transtonoplastiques. 

Ces phénomènes semblent se dérouler, selon une chronologie fine 

encore mal connue, dans les premières 12 à 30 heures consécutives aux trai- 

tements stimulants. 

3) la ntiula;tion ho.emona.b eoti;tirtu~ donc un outil de choix 

pour lever certains facteurs limitant l'ecoulement et (ou) ia régénéra- 

tion du latex, déterminant donc la productivité de 1'Hévéa. 

Cependant, l'utilisation abusive, ou à mauvais escient, des 

techniques de stimulation peut entraîner à terme, une disfonction grave 

des laticifères. Il peut en résulter l'apparition d"'encoches sèches". 
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THE HORMONAL STIMULATION IN THE LATEX PRODUCTION 
---------_-_________---------------------------- ---------_-_________-~~~-------~--~~~-------~~~- 

ABSTRACT 

Some injections of trace elements (CU 
++ 

, borate...) into the tapped 

bark or some auxinomimetic coatings (2,4- D, ANA...) have been used 

since a long time in order to imprive the latex production of the hevea. 

Nowadays, these products are replaced by 2 -chloroethyl- phosphonic 

acid (CEP, Ethrel, Ethephon). It soon became obvious that a11 these 

stimulants (which seem to have the common characteristic of producing 

ethylene in situ) lead first to an increase in the duration of the 

latex flow and also to an activation of the metabolism and therefore, 

of the latex regeneration within the laticifers. 

1. THE FAVOUEUBLE EFFECTS OF STIMULATION ON THE LATEX FLOW 

The favourable effects of the stimulating treatments do not seem 

to be related to a great effect on tapping flow rate of latex, nor on 

the mean diameter and the collapsing effect of laticiferous tubes. 

The only parameter likely to be affected is the percentage of dry 

matter in the latex (decrease) which should theoretically correspond to 

a decrease in viscosity and therefore, to an easier flow. The latter 

results, among other things, in an increase of the "drained area" 

(PAKIANATHAN et al., 1966), namely the bark area extruding its latex. 

The considerable extension of the flow duration seems to result 

from an improvement in the stability of the lutoidic membrane, thus 

retarding the latex coagulation and the sealing of the laticifers 

without having reached a good understanding of the mechanisms involved. 

II. The hormonal stimulation brings about some significant modifications 

in the organomineral and biochemical composition and in the distribu- 

tion of certain solutes between the cytosolic and vacuolar compartments 

of the latex, thus giving rise to an activation of the metabolism and 

particularly of the glycolysis within the laticifers. 
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The first effects observed correspond.to : 

. . 
- a general activation of proteosynthesis (increase in the polysome 

contents of the latex...) 

- a modification in the properties and the permeability of the peri and 

intracellular membranes : inflow of water, ions and saccharose 

through the plasmalemma, transtonoplastic flux of various solutes 

(citrate, Mg++, H+...> 

- an alkalinization of the cytosol accompanied by a vacuolar acidifi- 

cation resulting in an increase of the transtonoplastic proton 

gradient. 

These phenomena seem to occur according to a badly known chrono- 

logy in the first 12 or 30 hours following the stimulating treatments. 

III. Therefore, the hormonal stimulation is a choice method for remo- 

ving certain factors limiting the latex flow and (or) the regeneration, 

thus determining the productivity of the hevea. 

However, using iniproperly the stimulation techniques cari lead to 

a severe dysfunction of the laticifers, thus giving rise to "brown 

bast". 
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L’ENCOCHE SÈCHE : 

MALADIE PHYSIOLOGIQUE DE L’ECORCE D’HEVEA ? 

Il arrive, au sein des exploitations hévéicoles, que certains 

arbres cessent de produire : certaines portions ou même la totalité de 

l'encoche, deviennent "sèches" (RANDS, 1921). Le taux d'arbres atteints 

de ce syndrome varie selon les exploitations et peut dépasser 30 %. 

En outre, les anomalies de l'écorce qui en découlent, empêchent 

toute saignée normale : l'arbre atteint est donc mis au repos (non saigné) 

et devient, de ce fait, improductif. 

Ainsi, bien que cette "maladie" ne conduise pas à la mort des 

hévéas, elle réduit notablement la productivité des plantations qui en 

sont atteintes, et peut avoir des répercussions économiques graves. 

Nous nous limiterons, dans ce chapitre, à un survol rapide des 

caractéristiques et des principaux mécanismes proposés pour expliquer 

l'apparition des encoches seches. Pour un approfondissement, on se réfè- 

rera aux bibliographies de RANDS (1921), FREY-WISSLING (19321, SCHWEIZER 

(1949, 19531, BEALING et CHUA (1972) et plus récemment de DE FA? (1981), 

PAKIANATHAN ~2 &. (1982) et YEANG et PARANJOTHY (1982). 

Al SYMPTÙMES ET CARACTERISTZQUES DE L’ENCOCffE SEWE 

11 SymprtômU maeno~copiyueA et anaAomiquQn : 

Le tarissement des tissus laticifères est le premier symptôme 

évident de la maladie des encoches sèches. Ainsi, un arbre est 

présumé malade lorsqu'on a des difficultés à en extraire le latex, par 

saignée, à la profondeur habituelle (SANDERSON et SUTTCLIFFE, 1921). Ce 

syndrome est aussi connu sous ,l'appellation anglo-saxonne de "Brown-Bast". 

Un autre symptôme correspond en effet au brunissement des tissus de l'é- 

corce (RANDS, 1921 ; PARANJOTHY ti a,& 1975). 

On y associe également des craquelures et desquamations (PETCH, 

1921, SANDERSON et SUTTCLIFFE, 1921 ; SHARPLES, 1936) ainsi que certaines 

déformations de l'écorce (BOBILIOFF, 1919, PETCH, 1921 ; RANDS, 1921). Lors 

de ces deux derniers stades qui correspondent à des phases avancées de la 

maladie, il n'est plus possible de saigner les arbres atteints. 
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2 1 SymptômU tnichoncopiqwn et cyto&ogiquen : 

Etudiant cet aspect, de FA? (1981) a démontré un certain nombre 

d'anomalies caractérisant l'écorce des arbres atteints d'encoche sèche. 

Celles-ci peuvent s'observer indépendamment ou être associées selon les 

échantillons. Cet auteur met ainsi en évidence, sans en préjuger, la chro- 

nologie de leur apparition : 

- une accumulation de gommes lignifiées dans tous les tissus 

de l'écorce (dont les tubes criblés, certains laticifères,...) ; 

- une sclérification notable des tissus ; - 

- une formation de tissus hyperplasiques constitués au sein du 

liber par des éléments parenchymateux à croissance anarchique ; 

- une apparition d'assises génératrices anormales, de forme 

circulaire ou ellipsoîdale, au sein des tissus corticaux. Elles englobent 

des portions d'écorce nécrosée contenant des laticifères au contenu coa- 

gulé et une surabondance de cellules à tannin. A terme, ces formations 

peuvent se sclérifier et ainsi donner naissance à des nodules scléreux ; 

- la formation de thyllosoïdes correspondant à l'évagination des 

cellules parenchymateuses se développant et colonisant l'intérieur des 

laticifères ; 

- la coagulation du latex in situ , dans les laticifères de 

tous les manteaux (à l'exception des formations les plus récentes, situées 

à proximité du cambium) ; 

--on observe enfin un épaississement de l'écorce, au niveau des 

zones sèches, surtout aux stades avancés de la maladie. 

Par ailleurs, les observations histochimiques et cytobiochimi- 

ques (de FA?, 1981) n'ont pas permis de mettre en évidence un réel épui- 

sement des ressources amylacées (légère dépression). Enfin les activités 

enzymatiques (respiratoires, phosphohydrolasiques,...) des écorces sèches 

ne diffèrent pas significativement de celles des écorces saines. 

Si toutes ces caractéristiques histo-cytologiques ne peuvent 

être observées simultanément au niveau des écorces malades de diverses 

origines, il existe cependant une certaine unité dans le syndrome d'enco- 

che seche : 51 p&knenec den ;thyL-!onoldu ct de. -&X&X cougu.@ e..A COIG&LYL.~~ 

dw toufe~ &TA é.cohccU ma.Paden, qu~?.J? que /soit Ce nbde de ghaviz% dc La 

maladie. 
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PLANCHE III 

Photo A : ASPECT DES TROIS PHASES MAJEURES DU LATEX D'HEVEAS SAINS OU 

ATTEINTS D'ENCOCHE SECHE, APRES CENTRIFUGATION (55.000 g ; 45 min.) 

Le latex provient d'hévéas du clône PR 107, exploités en plantation 
régulière (S J/3 J/4; trois stimulations annuelles), sains (S) ou at- 
teints d'encoche seche (ES) sur 30 % (30) ou 60 % (60) de la longueur 
de leur encoche d'exploitation. Les latex des 3 tubes de gauche ont Bté 
colo'rés au rouge neutre. 

Photo B : ASPECT DES TROIS PHASES DE CENTRIFUGATION DU LATEX D'HEVEAS 

SAINS, OU ATTEINTS D'ENCOCHE SECHE SUITE A LEUR SUREXPLOITATION. 

Le latex centrifugé (55.QOO g; 45 min.) provient d'hévéas des clônes 
PR 107 ou GTl surexploites (Spiraleentière; J/2 J/2 J/2 J/l) stimulés 
8 fois par an (Sti) ou non, sains (S) ou atteints d'encoche sèche par- 
tielle (induction d'ES par surexploitation). 



PLANCHE IV 
Latex d-arbres sains Latex d’arbres atteints 

saccharose 

a 

Q< d’encoche sèche” 

0 1 

b 
DO/ml 

Phosphatase Tot. 

0 1 2 

DO/ml 

Centrifugation en gradient discontinu de saccharose (0,8-2,O.M) 

(SO.OOO-g) , de latex d-hévéas sains ou atteints *d’encoche sèchem- 
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B) SYMPTOMES BTOCHTMTQIES- AU NIVEAU DU LATEX ., 

a) Modi&LcaLion‘de la componLtion o?iganomin~ha.k du btex : 

Les analyses 'effectuées sur des latex présentant des sta- 

des de gravité diverses de la maladie, .montrent une très forte diminution 

des teneurs en Mg 
++ 

total (CRETIN, 1979-a ;ESCHBACH etd1984) et en phos- 

phore minéral(ESCHBACH &&.1984) dans le latex des arbres atteints, signi- 

ficativement proportionnelle à la gravité de l‘atteinte. Le pH du latex 

(son cytosol) (CRETIN, l-979-a ;ESCHBACH&&.l984) et surtout le gradient 

transtonoplastique de protons (cytosol-lutoïdes) (CRETIN, 1979-a) diminuent 

également significativement, tandis que la baisse des teneurs en saccharose 

est à la limite de la significativité. 

61 Fhag~k%a;tion de Ra membhane kT.u,toXdique : 

La grande analogie entre les lutoïdes du latex et le lyso- 

some du règne animal (PUJARNISCLE, 1968) amenait dès 1966, PUJARNISCLE et 

RIBAILLIER, à formuler l'hypothèse d'un rôle de ces particules dans le dé- 

générescence des laticifères et l'apparition d'encoches sèches. 

Indépendamment de PARANJOTHY et al. (1975) et YEANG et 

PARANJOTHY (1982), notre attention a été attirée sur la détérioration de 

la fraction sédimentable des latex provenant d'arbres partiellement atteints 

d'encoche sèche (HANOWER et CRETIN, 1977 non publié ; CRETIN, 1979-a). De 

fait, le latex d'arbres atteints du syndrome d'encoche sèche "naturelle" 

ou provoquée (surstimulation, sursaignée) se caractérise par une forte 

diminution (voire une disparition virtuelle) de leur fraction sédimentable, 

proportionnelle à la gravité de l'atteinte, et un aspect anormalement gra- 

nuleux et floculeux des particules sédimentées (CRETIN, 1979-a ; planche III). 

Par ailleurs, la densité de leurs lutoïdes diminue considérablement comme 

en témoignent les profils de leur répartition sur gradient de saccharose 

(CRETIN, 1979-a) (planche 4). 

Corrélativement, la fragilité et les anomalies caractéri- 

sant ces organites se traduit par une augmentation alarmante de l'indice 

d'éclatement (IE) des lutoïdes dans les latex d'arbres malades. L'augmen-' 

tation de 1'IE est proportionnelle au stade de gravité (extension) appa- 

rente de la maladie au niveau de l'encoche (CRETIN, 1979-a ;ESCHBACH & &. 

1984). 

Il est dès lors émis l'hypothèse selon laquelle cette fra- 

gilité membranaire,déterninée in Ai-k, se traduit par une autolyse des 
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organites au sein des laticifères (lutoïdes et particules de FREY-WISSLING). 

La libération consécutive dans le cytoplasme, des facteurs coagulants qu' 

elles compartimentent (SOUTHORN, 1969 ; HANOWER gt &. 1976 ; BRZOZOWSKA- 

HANOWER et &. 1978 ; CRETIN, 1979-a) catalyse la coagulation du latex 

au sein même des laticifères (PARANJOTHY Qt &. 1975 ; CRETIN, 1979-a). 

Le fait est confirmé par les données d'histocytologie rapportées par de 

FA? (1981). 

Cl FACTEURS PRlNClPAUX CONNUS, 1NDUiSANT L'APPARlTlON V'ENC0CHES SECfIES 

Le taux d'arbres secs est très variable d'une plantation à 

l'autre, et ceux-ci sont atteints à des degrés divers. 

Le rôle des modalités d'exploitation est largement confirme. 

Cependant, il existerait une certaine prédisposition à la maladie liée 

à des facteurs génétiques (CHUA, 1967 ; MILFORD & ne. 1969 ; PAPANJOTHYet 

YEANG, 1977 ; CRETIN,1979-a),physiologiques (SHARPLES et LAMBOURNE, 1924 ; 

RODHES, 1930 ; CRETIN,1979a)phénologiques (VOLLEMA, 1949 ; COMPAGNON 

ct cd., 1953 ; BEALING et CHUA, 1972 ; EVERS, 1974) et écologiques (RANDS, 

1921 ; SHARPLES et LAMBOURNE, 1924 ; EVERS, 1974 ; TUPY, 1975). 

Nous n'aborderons cependant ici que l'influence des modalités 

d'exploitation, dont le rôle semble le plus évident et le plus important. 

Les hévéaculteurs tendent à augmenter constamment les rendements de leurs 

plantations en modifiant, et souvent, intensifiant les systèmes d'exploi- 

tation. Ceux-ci sont classiquement définis par la fréquence de saignée, 

la longueur et la profondeur de l'encoche, ainsi que l'utilisation plus 

ou moins importante de substances stimulantes (doses et frequence). 

Dès le début de l'hévéaculture, 0Y l'on saignait couramment les 

arbres jusqu'à une fois par jour, on s'aperçut que ce rythme induisait une 

apparition massive de la maladie ; lorsque le rythme des saignées fut dimi- 

nué, on observa d'ailleurs une rémission significative du Brown Bast. 

De fait, RANDS (1921) réussit à induire expérimentalement une 

sècheresse rapide des arbres, en effectuant des saignées sur-intensives 

(jusqu'à 6 par jour!). BEALING et CHUA (1972) montrent une corrélation 

positive entre l'intensité de la saignée, le taux des arbres atteints 
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d'encoche sèche typique, et l'importance des zones non productrices sur 

l'encoche. Ces auteurs confirment que dans une certaine mesure, la lon- 

gueur de l'encoche favorise l'apparition de la maladie (RANDS, 1921). 

VAN DE SYPE (1981) obtient des résultats analogues. Rappelons enfin que 

selon ASPHLANT (1926), la profondeur de l'encoche favorise également 

l'apparition du syndrome. 

Notons par ailleurs que de FA? (1981) a réussi à induire l'ap- 

parition d'encoche sèche par compression mécanique de l'écorce (carcan). 

En un mot, l'intensité de la blessure provoquée par des sur- 

saignées induirait par suite d'un traumatisme mécanique trop intense, 

l'apparition d'encoches sèches. 

Nous avons mis en évidence une corrélation positive entre l'in- 

tensité des traitements stimulants à 1'Ethrel (fréquences et doses) et le 

nombre d'arbres (sains au départ) où le syndrome d'encoche sèche apparaît, 

ainsi que l'importance de zones non productrices sur l'encoche, après 16 

mois de traitement (CRETIN, 1979-a ; BRZOZOWSKA-HANOWER et &. 1979). 

VAN DE SYPE (1981) confirme ce résultst. Tl note cependant que 

l'induction d'encoche sèche par les surstimulations semble moins efficace 

(moins rapide) que par la surintensité de saignée. 

Enfin PAKIANATHAN et &. (1982) montrent qu'à long terme la sti- 

mulation des arbres à l'éthrel (2 fois par mois) se traduit par une baisse 

de rendement, associée, entre autre, à une instabilité des organites du 

latex et l'apparition de bouchons de latex coagulé au sein des laticifères. 

Il apparaît donc évident que tous les traitements inducteurs d'en- 

coche sèche (traumatisme mécanique ou traumatisme hormonal) induisent une 

fragilisation des organites membranaires au sein du latex. Dans tous les 

cas, cette déstabilisation membranaire se traduit par une augmentation de 

l'indice d'éclatement des lutoïdes et l'apparition d'amas de caoutchouc 

coagulé au sein des laticifères de l'écorce exploitée. 
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V) TffEORlES VTVERSES PROPOSEES POUR EXPLTQUER L’APPARlTlON V'ENCOCffES 

SECHES 

Les théories essayant d'expliquer l'origine de la maladie sont 

nombreuses, si tant est qu'il y ait une cause unique de sa manifestation. 

Les théories proposées peuvent être scindées en deux groupes, suivant la 

nature des causes invoquées : causes d'ordre parasitaire, ou d'ordre phy- 

siologique. On se limitera ici à en citer les grandes lignes. 

1 - Théorie parasitaire : -------- _--_--____ 

La localisation souvent en file (sur une ligne) ou en grou- 

pes des arbres atteints d'encoche sèche (de FA?, communication personnelle ; 

VAN DE SYPE, 1981) suggère la possibilité d'une transmission du syndrome 

par un vecteur parasitaire. Toutefois, les efforts ininterrompus déployés 

depuis les années vingt (RANDS, 1921 ; KEUCHENIUS, 1924 . ..> jusqu'à nos 

jours (de FA?, 1981, et communication personnelle) n'ont pas permis de 

mettre en évidence l'existence d'un microorganisme (champignons, bactéries, 

mycoplasme, virus,...) responsable du syndrome. Enfin les symptômes n'ont 

jamais pu être volontairement transmis par greffage de fragments d'écorce 

sèche (à des degrés divers) sur les arbres sains. 

2 - Théories __-______-Eh_Y~iolo~~~~~~" : 

a - Insuffisance des ressources organominérales --------------------__________ ------------ 

- SCHWEIZER (1949, 1953) attribue l'apparition de la 

maladie à un déficit en ressources organiques et l'établissement d'une 

compétition trophique entre croissance et production ; 

- TUPY (1973, 1975) attribue la maladie à une alimenta- 

tion insuffisante en saccharose des laticifères, surtout lors des pério- 

des de faible ensoleillement correspondant à une photosynthèse réduite. 

Cet effet n'est sans doute pas négligeable, et l'hypothèse semble confor- 

tée par le fait que les encoches sèches sont plus fréquentes en bas de 

panneau (effet frein du panneau de l'écorce en voie de régénération sur 

l'alimentation des laticifères). 

L'induction de symptômes d'encoche sèche par compression 

de l'écorce au moyen d'un carcan métallique (de Fil?, 1981) peut également 

s'expliquer par l'hypothèse de TUPY. 
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b- Déséquilibre de la balance minérale _--- -__-----------~___----~------~ 

Elle a été proposée par COMPAGNON Qt &. (1953). Ces 

auteurs ont en effet démontré que des fumures enrichies en potassium 

ainsi que des injections de sulfate de cuivre peuvent réduire le taux 

des accidents physiologiques de l'écoulement. Cependant, PUSHPADAS clt U.1. 

(1975) constatent que si des fumures trop riches en potassium peuvent 

induire des surproductions chez les jeunes arbres, elles.sont sus- 

ceptibles d'aboutir, à terme, à la sècheresse des arbres. 

Enfin, des actions diverses du calcium ou du rapport 

Ca'+/K dans l'écorce ou au sein des laticifères ont également été envisa- 

gées (E=~s,1974 ; PUSHPADAS 'Zt UL 1975). 

c - Modification de la perméabilité des laticifères ------------------_ ---__-----_---------------- 

C'est l'hypothèse de SCHWEIZER (19491, reprise par 

BEALING et CHUA (1972). Ces auteurs attribuent l'apparition des encoches 

seches à la diminution de la perméabilité du plasmalemme des laticifères, 

entraînant une baisse des concentrations en divers composés minéraux et 

organiques dans le latex, alors que, généralement, elles augmentent dans 

les autres tissus de l'écorce. 

d - Déséquilibre hormonal et dégradation des biomembranes _--_ -------------__--_-_-- --------__-_____---es..---- 

au sein des laticifères _---a------------------ 

Nous formulons (CRETIN, 1979-a) l'hypothèse qu'un désé- 

quilibre hormonal surviendrait au sein des laticifères (et autres tissus 

de l'écorce) consécutivement à des stress mécaniques (saignées, compres- 

sion) ou chimiques (stimulations) trop intenses. Ce déséquilibre hormonal 

(éthylkne) engendrerait à terme un déséquilibre rkdox dans le latex, 

lequel serait préjudiciable à la stabilité des systèmes membranaires, et 

en particulier des lutoïdes, au sein des laticifères. 

En effet, que les arbres aient subi ou non un traumatis- 

me volontaire, mécanique (sursaignée,...) ou chimique (surstimulation),le 

latex provenant des hévéas atteints d'encoche sèche se caractérise par une 

instabilité anormale de leurs lutoldes, laquelle est proportionnelle à la 

gravité de l'atteinte. Nous n'excluons pas que les autres systèmes membra- 

naires (plasmalemme, membrane nucléaire, particules de FREY-WISSLING, mi- 

tochondries...) soient également lésés. 
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On peut admettre en ce qui concerne les lutoïdes, que 

l'instabilité de leur membrane aboutit B lyse de ces organites in &i.k, 

et en conséquence, à la coagulation du latex au sein des laticifères 

(CRETIN, 1979-a ; de FA?, 1981 ; PAKIANATHAN et al. 1982,...). Cette 

hypothèse expliquerait, entre autre, le déclenchement brutal et souvent 

irréversible des phénomènes de tarissement de l'écorce. 

Il apparaît dès lors primordial de rechercher quels peu- 

vent être les éventuels mécanismes chimiques et biochimiques responsables 

de la déstabilisation des systèmes membranaires, au sein de la cellule 

laticifère. Nous envisageons, dans le prochain chapitre, ia possibilité 

d'une dégradation peroxydative des membranes et de leur protection, selon 

des mécanismes mis essentiellement en évidence, jusqu'alors, dans le rè- 

gne animal. 
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L’ENCOCHE SÈCHE : MALADIE PHYSIOLOGIQUE DES LATICIFÈRES ________-------_------------~~~~--------------~-~~~~~-~ ________--------------------~~~~-------------~~~~~~~~~~ 

R E S U hi E 

Diverses hypothèses essayant d'expliquer l'apparition naturelle 

ou induite (expérimentalement) du phénomène ont été proposées. Parmi les 

théories physiologiques, nous retenons en particulier l'incidence possi- 

ble d'un déficit de l'alimentation organominérale (saccharose essentiel- 

lement) des laticifères (TUPY, 1973, 1975). Celui-ci pourrait être, semble- 

t-il, induit par une modification de la perméabilité et des caractéristi- 

ques du plasmalemme des laticifères (BEALING et CHUA, 1972). 

Une étude microscopique récente de l'écorce d'flwea (de FA?, 

1981) a montré que l'encoche sèche typique se traduisait dans ses premiers 

stades par une coagulation du latex in &&?.LL et l'envahissement des lati- 

cifères par des thyllosoïdes issus des cellules parenchymateuses voisins. 

Dans les stades plus avancés, apparaissent divers désordres anatomiques. 

11 appak6.t etitin, aujowtd’hti, que. .&A LtioZden (compcurrtimen.t 

vacuo$nohomaR du La;tex! jouent un nô& majeur daa &‘appaJ&& du phe- 

nom&zc. 

En effet, l'examen de latex issu d'arbres dont l'écorce est 

partiellement sèche, montre une disparition plus ou moins complète des 

lutoïdes dans les sédiments d'ultracentrifugation, un indice d'éclatement 

particulièrement élevé et un allègement considérable des lutoïdes rési- 

duels (CRETIN, 1979'a). 

La lyse des lutoïdes instables in &X?L est supposée conduire à 

la coagulation du latex au sein des laticifères, et provoquer ainsi 

l'arrêt définitif de l'écoulement. 



ABSTRACT 

Any type of overexploitation of the heveas (too frequent tapping 

cuts > tree overstimulation) cari lead to a partial or total stoppage in 

the flow of latex resulting from a drying up of laticifers. This pheno- 

menon which cari affect more or less seriously the hevea exploitations 

(up to 30% of the trees) is called "Brown Bast". 

Various hypotheses have been put forward in order to try to account 

for the natural or induced (experimentally) occurrence of this pheno- 

menon. We consider among the physiological theories the possible in- 

fluence of a deficiency in the organominerals (mainly saccharose) of 

the laticifers (TUPY, 1973, 1975). The latter could be induced by a 

modification in the permeability and the characteristics of the plasma- 

lemma of the laticifers (BEALING and CHUA, 1972). 

A recent microscopical study of the hevea bark (de FAY, 1981) 

showed that the typical brown bast resulted first in a coagulation in 

situ of the latex and in the invasion of the laticifers by some thyl- 

losoids derived from the neighbouring parenchymatous cells. Then, 

various anatomical disorders occur. 

Nowadays, it becomes obvious that the lutoids (vacuo-lysosomal 

compartment of the latex) play a major role in the occurrence of the 

phenomenon. 

The study of the latex derived from trees whose bark is, partially 

dry shows a more or less complete disappearance of the lutoids from the 

ultracentrifuged sediments, a particularly high splitting index and a 

considerable reduction of the residual lutoids (CRETIN, 1979-a). 

The lysis of the instable lutoids in situ is supposed to lead to 

the coagulation of the latex within the laticifers, thus causing the 

stoppage of the flow. 
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DES MEMBRANES BIOLOGIQUES 

Al IMPORTANCE DE LA STABTLZTE DE LA MEMBRANE LUTùiVi2UE 

Nos propres résultats ainsi que les données bibliographiques 

rapportées précédemment suggèrent fortement que l'intégrité de la membrane 

lutoîdique est une nécessité primordiale dont dépendent : 

- la coagulation précoce du latex sur l'encoche (bas produc- 

teurs) ou if &ti (encoche sèche) 

- l'homéostasie du compartiment cytoplasmique (i.C : la régula- 

tion de son pH et de sa composition ionique) siège des proces- 

sus métaboliques aboutissant à la synthèsejrégénération du 

latex 

- en bref : la compartimentation stricte, nécessaire à la sta- 

bilité colloïdale et au métabolisme optimum du latex, gouver- 

nant la productivité des arbres. 

Il était donc nécessaire de rechercher s'il existe, au sein du 

latex des mécanismes biochimiques susceptibles de déstabiliser ou de pro- 

téger les membranes biologiques. 

Les particules lutoîdiques sont entourées d'une membrane phospho- 

lipoprotéique de 80 à 100 A d'épaisseur. Les études entreprises sur la 

composition lipidique de la membrane lutoïdique ont montré que les acides 

gras insaturés représentent environ 55 % des acides gras totaux consti- 

tuant les lipides de leur membrane. (MOREAU CT al. 1975 ; HANOWER Qt d.- 

résultats non publiés). 

Les acides gras insaturés sont plus instables que leurs homolo- 

gues saturés : ils sont en effet exposés aux éventuelles dégradations oxy- 

datives ou peroxydatives au niveau de leurs doubles liaisons,aboutissant 

à la rupture de leur chaîne carbonée. 

Même si les teneurs en acides gras insaturés du tonoplaste lu- 

toîdique se trouvent être anormalement basses, par rapport aux teneurs 

rencontrées dans d'autres systèmes membranaires (MORRALJ Et de. 1975), leur 

dégradation in V&IO doit entraîner de profondes modifications des caracté- 

ristiques et en particulier de la stabilité de ces organites. Nous avons 
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donc recherche, d'une part l'existence de mécanismes biochimiques capa- 

bles d'induire la peroxydation des lipides insaturés au sein du latex, 

et la présence éventuelle de "mécanismes protecteurs" d'autre part. 

81 PRODUCTTON VE FORMES TùXiQUES DE L'OXYGENE : E3?3170GRAPffi!E SOMMATRE 

Les phénomènes mis en jeu dans la dégradation peroxydative des 

lipides ont fait, et font encore, l'objet de nombreuses recherches, essen- 

tiellement au niveau des tissus d'origine animale. 

Les mécanismes généralement admis correspondent à l'émission 

de formes toxiques de l'oxygène (anions superoxydes ; eau oxygénée ; 

radicaux hydroxyles,oxygène singulet... > lors du fonctionnement de cer- 

taines enzymes oxydoréductrices. 

Les études les plus avancées dans ce domaine résultent de la 

mise en évidence d'une absorption intense d'oxygène NAD(P)H dépendante - 

lors de la phagocytose et de la lyse des bactéries par les leucocytes de 

mammifères. Les enzymes mises en jeu dans ce phénomène ont été identifiées. 

On distingue : 

1) Un c~tnp&~~ NAD(P)H- oxydtie ~l~vitiyu~, relativement spéci- 

fique pour le NADPH, mis en évidence au niveau des granulocytes et macro- 

phages alvéolaires de cochons d'Inde et de lapins, ainsi qu'au niveau des 

neutrophiles et macrophages induits, d'origine humaine (IYER et QUASTEL, 

1967 ; ROSSI et uk?. 1975 ; GABIG et BABIOR, 1979). Une partie du flux 

électronique résultant du fonctionnement de ce complexe NADPH-oxydase 

aboutit à l'émission d'anions superoxydes (0:) selon un processus faisant 
2 

intervenir le transfert de 1 électron respectant la stochiométrie sui- 

vante : 

NADPH+ H+ + o2 -+ 2 0; 
+ 

+ NADP + +2H 

2) Un catnp&x~ NAZ%I-oqdtic dlavkiyu&, beaucoup plus actif, et 

très spécifique pour le NADH, libérant directement de l'eau oxygénée (H,,02) 

sans accumulation de l'intermédiaire superoxyde (réduction divalente de 

l'oxygène), selon une stoechiométrie globale : 

NADH + O2 + H+ -t H202 + NAD 
+ 
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Ce type d'enzyme, utilisant le NADH, préférenriellement adsorbe 

au niveau des membranes (BAEHNER I& &. 1970 ; STOSSEL ~2 &. 1971) a été 

mis en évidence dans les neutrophiles de cochons d'Inde, ainsi que dans 

les neutrophiles et macrophages d'origine humaine (BAEHNER et KARNOVSKY, 

1968 ; BRIGGS et a.k?. 1975 ; BADWEY et KARNOVSKY, 1979). Ce complexe enzy- 

matique réduit le ferricyanure beau.coup plus intensément (> 60 fois) que 

l'oxygène moléculaire et peut réduire aussi toute une variété de dérivés 

quinoniques (KARNOWSKY eX &. 1980). 

Des cytochromes de type b, présents au niveau des membranes 

leucocytaires, semblent être directement impliques dans le flux électro- 

nique conduisant à la formation des superoxydes dépendant du NADH (SEGAL, JONES, 

WBBSTER, ALLISON, X9781.11 a été démontré par ailleurs que ces cytochromes 

b peuvent être réduits beaucoup plus intensément par le NADH que par le 

NADPH. Ce fait serait à mettre en parallèle avec l'efficacité plus grande 

du complexe NADH-oxydase à produire l'anion superoxyde (HATTORI, 1961 ; 

Mac CORD, 1974). Ces chaînes de transfert d'electrons sont insensibles 

au cyanure de même qu'à l'antimycine. Enfin ces mêmes cytochromes sont 

absents dans les granulocytes des malades atteints de déficience granu- 

locytaire chronique (C.G.D.), trouble grave, se traduisant par l'incapa- 

cité de ces phagocytes à absorber intensément l'oxygène et d'émettre 

l'rnion O?, en réponse à une attaque bactérienne (DAVIS et &. 1968 ; 

SEGAL et a[. 1978). Par voie de conséquence,les malades atteints de C.G.D. 

ne peuvent enrayer l'invasion parasitaire. Enfin, il a été démontré que ce 

type de cytochrome b était impliqué dans l'oxydation de quinones réduites 

(CRANE, 1977). 

Dans le cas particulier des oxydations dépendantes du NADPH, un 

mécanisme a été proposé, faisant intervenir la NAD(P)H oxydase, le cyto- 

chrome b et des substances de type quinonique, fonctionnant comme une 

chaîne de transfert d'électrons capable de produire l'anion superoxyde et 

l'eau oxygénée (MILLARD et c&. 1979). 

31 Ven ~ynt&nen d$mdant du NAViPIH , produisant des formes to- 

xiques de l'oxygène ont été également mises en évidence aux niveaux des 

microsomes de foie de rat (WILLS , 1969). Il a été démontré en effet que 

l'incubation de microsomes en présence d'oxygène, de NADPH et de nucléo- 

tides adényliques aboutissait à une consommation rapide de l'oxygène, à 

la disparition concomitante du NADPH et à la peroxydation des lipides in- 

saturés. Le systeme était fortement activé par la présence de traces d'ions 
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ferreux ou ferriques. WILLS (1969) fait une synthèse des résultats obte- 

nus avec des suspensions de microsomes. Il décrit les conditions optimales 

de la peroxydation lipidique dépendante du NAD(P)H : spécificité assez 

marquée vis-à-vis du NADPH, pH voisin de la neutralité, intégrité de la 

membrane microsomale (participation au transfert d'e-?), nature enzymati- 

que de la réaction, activation par le Fer et le Magnésium. 

POYER et Mac CAY (1971) puis BILDBACK et TAPPEL (1972) précisent 

le rôle du Fer dans la peroxydation lipidique : le Fer complexé par 1'ADP 

(ou 1'EDTA) voit son niveau de potentiel abaissé et catalyse alors l'inter- 

action entre l'anion superoxyde (0.) et l'eau oxygénée 
2 

(H 0 > pour libérer 
22 

des radicaux hydroxyles(OH') et éventuellement l'oxygène singulet (102) : 

les formes les plus toxiques de l'oxygène actif (réaction décrite par 

HABER et WEISS, 1934). L'eau oxygénée présente dans le milieu résulte de 

la dismutation des mêmes anions superoxydes émis par le complexe NAD(P>H/02 

oxydoréductase. 

La succession des enchaînements réactionnels peut se résumer 

ainsi : à partir d'un fluxd'anions superoxide 0; 

(1) : 0; + 0; + 2 H+ 
'H202 

+o 
2 (d 

ismutation) 

parallelement, 
n+ 

en présence d'un catalyseur métallique M (complexé ou non> 

(2) : 0; + Mn+ 
'O2 + M(n-1)+ 

en pr&sence d'H202 libéré par la réaction (1) : 

(3) 
: M(n-l)+ n+ 

+ H202 -M + OH' + OH- (réaction de FENTON) 

Le bilan des réactions (2)+(3) correspond à la réaction d'HABER-WEISS : 

(4) + 0; 
. 

: H202 pb02 + OH + OH- 

FONG ~2 &. (1973) mettent en évidence l'éclatement de lysosomes 

de foie de rat incubés en présence de microsomes, de NADPH et de Fer + ADP. 

Ils démontrent par piégeage ou inhibition sklective des différentes formes 

toxiques de l'oxygène que ce n'est pas l'anion superoxyde directement pro- 

duit par l'oxydation du NADPH, mais bien des radicaux hydroxyles dérivant 

de l'interaction entre 0; et H202, qui induisent la peroxydation des lipi- 

des membranaires, et par conséquent, l'éclatement des structures lysosomales. 
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4) Outre ces complexes enzymatiques dépendants du NAD(P)H, prin- 

cipales MU&~E~ Lpkidh?ti connues des formes toxiques de l'oxygène, de 

nombreuses enzymes oxydoréductrices émettent des ions superoxydes soit en 

tant qu'intermédiaires dans leurs réactions catalytiques, soit en tant que 

sous-produits accidenb.& de réactions rédox. 

a) Dans cette catégorie d'enzymes, les plus connues sont 

la xanthine oxydase ~ ainsi que la galactose oxydase (ROVERIS ct 

aR. 1972 ; RAJAGOPALAN et HANDER, 1968 ; HAMMILTON et LIBBY, 1973). 

6) Les chaînes respiratoires mitochondriales peuvent égale- 

ment dans certaines conditions,essentiellement dans des conditions d'in- 

hibition au niveau de sites particuliers, libérer 05 et H202 : 

- Les inhibitions séquentielles de la voie cytochromique par ------------------ ----------------------- -------- -- 

le cyanure, l'antimycine A, la roténone, etc... ou l'association de ces 

inhibiteurs spécifiques de cette voie, montrent alors que la respiration 

(consommation d'0 
2 

> se trouve fortement réduite, que le flux d'électrons 

résiduel au niveau des systèmes situés en amont des sites d'inhibition, 

est détourné au profit de la génération d'Oi et H 0 2 2, par réduction di- 

recte de l'oxygène moléculaire. C'est le cas, en particulier chez les 

mitochondries d'origine animale ne présentant pas de voie alterne. L'émis- 

sion de formes toxiques de l'oxygène semble alors se situer, tant a!! ni- 

veau de la NADH-déshydrogénase (TURRENS et BOVERIS, 1980) que de la NADH- 

ubiquinone-réductase (CADENAS et &. 1977 ; TAKESHIGE & ne. 1980) ou de 

l'ubiquinol-cytochrome c-réductase (ÇADENAS ct 0% 1977 ; CADENAS et BO- - 

VERIS, 1980). Dans ce cas: l'apport simultané de ces trois inhibiteurs 

principaux de la voie cytochromique, inhibe totalement la consommation 

d'oxygène et la génération d'O? et H202 (en cas d'absence totale de voie 

alterne résistante au cyanure). 

- Chez les végétaux, la voie alterne insensible au cyanure, ___---_-_-- ------~-__---~~~~~~~~~--~~~~~----~~---~~---- 

fonctionnelle lorsque la voie cytochromique est inhibée par ses inhibi- 

teurs spécifiques, tels le cyanure et/ou l'antimycine A (HENRY et NYNS, 

1975 ; LANCE 1981 ; DIZENGFCEMEL et LANCE, 1982...), libère également des 

anions superoxydes et de l'eau oxygénée (RICH Qt Ue. 1976 ; RICH et BON- 

NER, 1978... >. Dans ce cas, tant le transfert d'e-, que la respiration 

cyanorésistante et que la libération d'O2 et H o 
2 2‘ sont fortement inhibés 

par l'addition des inhibiteurs spécifiques de cette voie, tels les déri- 

vés de l'acide hydroxamique (SHAM, CLAM,...) (SCHONBAUM Et ak 1971 ; 
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THEOLOGIS et LATIES, 1980 ; DIZENGREMEL, 1980,...) ou le propyl gai- . 

late (SIEDOW et GIRWIN, 1980 ; GOLDSTEIN et c&. 1980,...). 

En résumé, toute respiration mitochondriale et l'éventuelle 

émission de formes toxiques de l'oxygène qui l'accompagne, sont pratique- 

ment inhibées complètement par l'apport simultané des principaux inhibi- 

teurs de ces deux voies (cyanure + antimycine A + roténone + SHAM + . ..>. 

C) LES PROTECTEURS DES MEMBRANES 

Etant donné que l'anion superoxyde (source de toutes les formes 

toxiques de l'oxygène) est libéré par un grand nombre d'enzymes oxidoré- 

ductrices comme produit de réaction,spécifique ou accidentel, il est lo- 

gique de penser qu'il est présent et susceptible de s'accumuler dans tous 

les organismes aérobies (FRIDOVICH, 1975). D'autre part la dismutation 

spontanée "relativement lente" des superoxydes aboutit à la formation 

d'H202 > qui selon la réaction décrite par HABER et WEISS donne naissance 

aux radicaux hydroxyles : forme très réactive de l'oxygène (Mc CORD, 1974 ; 

FRIDOVICH, 1975 ; GOSCIN et FRIDOVICH, 1972 ; COHEN et HEIKKILA, 1974). 

Cette émission de radicaux libres amplifie donc considérablement le dan- 

ger potentiel lié à la seule présence de l'anion superoxyde. 

Le moyen le plus sûr d'éviter l'apparition des radicaux hydro- 

xyleset de l'oxygène singulet est évidemment le piégeage immédiat des 

deux formes (0; et H 0 > qui, par leur interaction, donnent naissance aux 
22 

formes les plus toxiques de l'oxygène. Tout un arsenal, enzymatique ou 

non, a été mis en évidence dans différents tissus biologiques, pour pié- 

ger et (ou) détoxifier l'oxygène actif. 

a1 Len nupmoxyd~n-dintntia !SUD) : 

Elles ont été mises en évidence par Mc CORD et FRIDOVICH 

(1969, 1970), décrites depuis dans de nombreux tissus tant animaux que 

végétaux. Leur centre actif contient soit une association Zinc-Cuivre 

(sAwADA U c&. 1972 ; ASADA et al. 1972,...), soit un atome de Manganèse 

(KEEZE et de. 1970 ; WEISIGER et FRIDOVICH, 1973) ou l'ion Fe 3+ (SALIN 

et BRIDGES, 1980 ; KIRBY u &. 1980). La présence de ces enzymes,généra- 

lement en forte quantité par rapport à la concentration en superoxydes, 

accélère la réaction de dismutation d'un facteur 105 à log. 
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0; + 0: + + SOD 2E!+H202 + 0 
2 

gbaissant ainsi considérablement la probabilité 

de l'interaction 02 avec H,02 et donc la formation de OH ' (FRIDOVICH, 1975). 

Des indications concernant le rôle protecteur vital de la 

superoxyde dismutase chez les organismes de type aérobie ont été fournies 

par : 

- la présence de cette enzyme dans tous les organismes aérobies 

ou aérotolérants ; 

- l'induction de la SOD chez les micro-organismes anairobies 

facultatifs placés en aérobiose (GREGGORY et FRIDOVICH, 1973 

a, b) ; 
- l'augmentation de la teneur en SOD dans les organismes expo- 

sés à des teneurs anormales en oxygène (GRAPO, 1977); 

- de forte activité SOD au niveau des tissus et organites B 

fortes activités oxydoréductrices ou respiratoires et donc 

susceptibles de dégager l'anion superoxyde (foie, leucocytes, 

mitochondries, chloroplastes) (ASADA et cf.k!.,1972 ; WFXSIGER 

et FRIDOVICH, 1973) ; 

- l'absence de SOD chez les micro-organismes anaérobies stricts 

(Mc CORD Qt al.,1971) pour lesquels la présence d'oxygène 

est létale. 

6) La catdecrne ICd.1: 

Deux fonctions de cette enzyme à fer hémique ont été décri- 

tes : une fonction purement catalasique, protectrice, aboutissant à la 

dégradation de l'eau oxygénée selon la stochiométrie : 

2H202--+2H20 + O2 

(SCHONBAUM et CHANCE, 1976) et une fonction peroxidative aboutissant à 

l'oxydation d'un donneur d'hydrogène par H202 (KEILIN et HARTREE, 1945). 

Finalement la double fonction de la catalase est bien admise et semble 

dépendre des conditions du milieu (CHANCE, 1951). Quel que soit le type 

de réaction envisagé, la catalase se comporte comme une enzyme véritable- 

ment protectrice puisque son fonctionnement entraîne la consommation ra- 

pide d'H202. 
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L'existence de la catalase dans tous les organismes aéro- 

bies et la localisation de tres fortes activités surtout dans les hématies 

(SCHONBAUM et CHANCE, 1976 ; NICHOLIS, 19659 et les organites tels les 

mitochondries (NOHL et HEGNER, 19789, les chloroplastes et certains grou- 

pes de lysosomes (DE DUVE et BAUDHUIN, 19669,sieges de fortes activités 

respiratoires ou oxydatives, indique que, comme la superoxyde dismutsse, 

la catalase est une enzyme protectrice vis-à-vis des effets nocifs de 

l'oxygène inhérents à la vie en aérobiose. 

cl Lu paoxydtien IFwcoxJ : 

Ces enzymes à noyau hémique, très répanduesdans le domaine 

végétal, catalysent l'oxydation peroxydative de substtats donneurs d'hy- 

drogène (R - H) (poly) insaturés, généralement du type noyaux phénoliques 

R - H + H202 Perox R + - OH + H20 

Les formes (poly) phénoliques qui résultent de leur acti- 

vité sont potentiellement toxiques après leur oxydation par les polyphé- 

nols oxydases donnant naissance aux noyaux quinoniques. L'action conjuguée 

de ces deux enzymes (peroxydases et polyphénol oxidases) aboutit à l'accu- 

mulation des mélanines et des tannins produits de condensation des poly- 

phénols oxydés, dénaturants puissants des structures protéiques (BURGES, 

1963 ; SWAIN, 1965 ; FEENY, 1969). 

Paradoxalement les peroxydases,qui libèrent des produits 

(phénols, quinones) potentiellement toxiques,peuvent être considérées 

comme des enzymes détoxifiantes. En effet, elles éliminent l'eau oxygénée 

(l'unde leurs substrats) diminuant ainsi son accumulation et la probabi- 

lité de l'apparition des formes plus toxiques de l'oxygène (OH', 0; et 

0;). 
Remarquons enfin que les tannins et mélanines résultant des 

activités peroxydases et polyphénol-oxydases sont soustraits généralement 

du milieu cytoplasmique, siège du métabolisme primaire. Ils sont en effet 

souvent compartimentés dans les vacuoles végétales (MATILE, 1976 ; CHAR- 

RIERE-LADREIX, 1976 ; ALIBERT & ae. 1981) et en particulier dans les va- 

cuoles de cellules dites àtannins bien connues chez 1'Hévéa (TRANCARD, 

1979 ; de FA?, 1981). Cette compartimentation au niveau cellulaire corres- 

po.nd au rôle détoxifiant des vacuoles végétales, et dans ce cas particulier 

évite la dénaturation et la coprécipitation des protéines cytoplasmiques 

par les tannins produits du métabolisme secondaire (HASHLAM, 1974). 
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dJ La g&,&&hion pehoxydtieiGPX1 : 
Mise en évidence par MILLS (1957) dans les érythrocytes, 

cet enzyme largement répanduecatalyse la réaction des hydroperoxydes avec 

le glutathion réduit (GSH) pour former le glutathion oxydé (GSSG) et le 

produit de réduction de l'hydroperoxyde. 

Cette enzyme généralement cytosolique et mitochondriale est 

très spécifique vis-à-vis de son substrat donneur d'hydrogène (GSH), et 

ne présente pas de spécificité particulière pour son substrat hydroperoxyde. 

C'est ainsi que GPX peut catalyser la réduction de l'eau oxygénée et de 

toute une gamme d'hydroperoxydes organiques (ROOH) dont les hydroperoxydes 

des nucléotides, des stéroides et surtout ceux des acides gras. 

Cette enzyme présente donc un intérêt majeur dans le système 

de détoxificationpuisqu'elk élimine l'eau oxygénée ambiante, et les éven- 

tuels hydroperoxydes organiques formés accidentellement (MILLS, 1960 ; 

CHOW et TAPPEL, 1972 ; LAWRENCE et BURK, 1976). 

A l'équilibre, la régenération du GSH par la réduction du 

GSSG est une nécessité absolue (LANRIN et GUREVICH, 1976). Cette régéné- 

ration est catalysée par la glutathion réductase-NADPH dépendante (Gred), 

dont la distribution intracellulaire accompagne celle de GPX. 

Le turnover enzymatique du glutathion peut se résumer 

ainsi : 

21 Le.2~ pJ~otec;teukh nun enzymtiquen : 

Ce sont d'une manière générale des réducteurs organiques natu- 

rels. Ils sont souvent substrats spécifiques d'enzymes oxydoréductiices 

lorsque celles-ciexistent dans les tissus considérés. 

a1 L ‘acide a~conbbqu~ Iv-iitamLn~ Cl : 

Il s'agit d'une substance hydrosoluble fortement réductrice, 

largement répandue dans le domaine végétal. Elle peut être le substrat 

spécifique de l'acide ascorbique oxydase lorsque celle-ci est présente. 

L'acide ascorbique oxydé peut être réduit par un certain nombre de composés 
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thiols (R - SH) tel le glutathion. Le glutathion oxydé étant lui-même 

réduit enzymatiquement par la NADPH-glutathion-réductase. Il peut donc 

exister une séquence d'oxydoréduction régénérant l'acide ascorbique : 

NADPH glutathion oxydé 

NADP glutathion réduit 

L'acide ascorbique est capable de réduire directement 

et non enzymatiquement les quinones libérées par les polyphénols-oxydases 

(JAVILLIER et &. 1962) et les peroxydases (SAUNDERS et ae. 1964) et il 

retarde ainsi la formation des mélanines ettannins potentiellement toxi- 

ques. Le système détoxifiant les quinones peut donc se schématiser ainsi : 

X acide ascorbique quinone 
PPOX + o2 

ac. déhydroascor- 
ou 

XH2 bique 
PEROX 

phénol 
+ H202 

Le système X/XH2 peut éventuellement correspondre au 

système chimique régénérateur de l'ascorbate décrit précédemment, OU 

également par une ascorbate réductase spécifique. 

6 1 L~A componk~ RltBo.& : 

Ces protecteurs naturels sont presents dans le monde 

animal et dans une moindre mesure dans le domaine végétal. Les plus con- 

nus sont les acides aminés soufrés comme la cystéine, ou des dérivés tel 

l'ergothionéine ou encore des structures plus complexes comme le gluta- 

thion. 

En présence de traces de fer ou de cuivre, les composés 

thiols peuvent être oxydés directement par l'eau oxygénée ou des radicaux 

libres (CALVIN, 1954 ; TARBËLL, 1961,...) et se comportent donc comme des 

protecteurs vis-à-vis des formes toxiques de l'oxygène. Par ailleurs, la 

détoxification des peroxydes en présence de composés thiols, tel GSH, peut 

être assurée par des activités enzymatiques spécifiques (GSH peroxydases). 
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c) le.4 comp0né.A phéno.LiquU : 

Ces composés réducteurs abondamment représentés chez les 

végétaux sont les substrats des deux enzymes : polyphénols oxydases et 

peroxydases ; ils participent indirectement donc à l'élimination de l'eau 

oxygénée et de l'oxygène dissout. Leur oxydation aboutit, nous l'avons vu, 

à la libération de quinones outannins espèces moins réactives que les 

formes radicalaires de l'oxygène. 

dl LQA rtocophétro.!h CL.~ tocoa3Gino.h : 

Les tocophérols, substances liposolubles, constituent 

aussi bien in VhkO qu'in VbO d'excellents antioxydants. Fixant facile- 

ment les formes toxiques de l'oxygène (NISHIKIMI et akl. 19801, ils pro- 

tègent de l'oxydation les acides gras insaturés moins sensibles qu'eux 

à l'oxydation, en inhibant les étapes initiales des réactions en chaîne 

d'autoxydation. Pratiquement les tocophérols présents en petites quanti- 

tés dans les graisses sont capables de prévenir ou de retarder l'oxyda- 

tion des acides gras et, éventuellement, de détruire les peroxydes formés 

(Mc CAY et &. 1971). 

Signalons de plus qu'un certain nombre de substances et 

en particulier l'acide ascorbique possèdent une action antioxydante syner- 

gique. Ces synergiques constituent une réserve d'hydrogène capable de ré- 

générer l'antioxydant (tocophérols . ..> après son oxydation partielle par 

les peroxydes des acides gras (COLUMBIC et MATTIL, 1941). 

Les tocophérols sont des protecteurs membranaires des 

hématies. Leur adjonction empêche l'h&molyse induite par l'alloxane ou 

l'acide dialuronique chez les animaux carencés en tocophérols (GEORGY et 

ROSE, 1948). 

31 Dam Le htex : 

La présence d'un certain nombre de ces systémes protecteurs 

a déjà été décrite dans le latex. 

Signalons en particulier la mise en évidence et la comparti- 

mentation des catalases et peroxydases (TATA et EDWIN, 1970; COUPE 

ct a~. 1972) et l'étude des polyphénols oxydases (BRZOZOWSKA-HANOWER et 

a& 1978) présents dans le latex. 
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En ce qui concerne les protecteurs non enzymatiques, la 

présence dans le latex d'acide ascorbique (ARCHERet a.[. 1969) des toco- 

triénols et tocophérols (DUNPHY e2 aL.,1965 ; WHITTLE et a1.,1966) et de 

composés soufrés tel l'ergothionéine (TAN CHEE HONG et AUDLEY, 1968) et 

le glutathion (Mc MLJLLEN, 1960) a été rapportée. Enfin, de nombreux compo- 

sés phénoliques ont été répertoriés et vingt trois aglycones identifiés au 

sein du latex (CRETIN, 1979-a ; HANOWER et &. 1979). Les variations quan- 

titatives du pool phénolique total du latex, au cours d'un cycle végétatif 

et lors de la stimulation des hévéas par l'Ethre1, ont également été étu- 

diées (CRETIN, 1979-a). 
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DEGRADATION PEROXYDATIVE ET PROTECTION ---_--_-----------------~-~-~--~~~-~~- -----------------------~--~-~-~-~-~~~- 

DES MEMBRANES BIOLOGIQUES _-__--__---_---_--------- _-__--__---_------------- 

RESUME 

La stabilité de la membrane lutofdique est une nécessité pri- 

mordiale dont dépendent la stabilité colloïdale du latex (précocité de 

la coagulation) et le maintien de l'homéostasie intralaticifère (pH, équi- 

libre ionique):deux caractéristiques gouvernant la productivité des arbres. 

La dégradation des propriétés de cette membrane pourrait être à l'origine 

du syndrome des encoches sèches. 

1 - L'une des voies possibles aboutissant à la dégradation des 

structures membranaires, correspond à l'attaque peroxydative des lipides 

insaturés qui les constituent, par des formes dites "toxiques" ou "agres- 

sives " de l'oxygène. 

- Des systèmes enzymatiques,spécialisés dans la production 

de formes toxiques de l'oxygène (0; , H202, OH', 
1 
02...),ont été étudiés 

et caractérisés dans le règne animal, et particulièrement au niveau des 

granulocytes, des neutrophiles et des macrophages des mammifères. L'émis- 

sion des formes toxiques de l'oxygène ferait intervenir, dans ces cas, 

des systèmes complexes transporteurs d'électrons essentiellement mem- 

branaires, comportant une activité NAD(P)H oxydase, des cytochromes du 

type b et probablement des structures quinoniques. - 

- Des activités NADPH oxydases produisant des formes agres- 

sives de l'oxygène ont également été localiséesau niveau des microsornes 

animaux et végétaux. Ils font dans ce cas intervenir également une struc- 

ture cytochromique spécialisée : le cytochrome P 450’ 

- De nombreuses autres enzymes oxydo-réductrices peuvent 

également libérer accidentellement des formes toxiques de l'oxygène (0; 

et H202)* C'est le cas des xanthine oxydase et des galactose oxydase par 

exemple. 
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- De même, les chaînes respiratoires mitochondriales cyto- 

chromique ou alterne, peuvent également,dans certaines conditions,libérer 

des 0; et H202. Dans ce cas, l'utilisation d'inhibiteurs spécifiques 

(antimycine A, rotenone, HOQNO, CN-, SHAM,...) réduit l'intensité res- 

piratoire et permet de localiser les sites générateurs des formes 

toxiques de l'oxygène. 

Dans tous les cas, les anions superoxyde (0;) et 1'H202 libérés 

peuvent par leur interaction, en présence de catalyseurs métalliques 

(traces de Fe 
++ 

ou de CU 
++ 

, chélatés ou non), donner naissance aux formes 

les plus agressives de l'oxygène (radicaux hydroxylesOH' et oxygène singu- 

let '02) catalysant la dégradation peroxydative des lipides insaturés, 

et la lyse membranaire. 

2 - Le moyen le plus sûrd'éviter ce type de dégradation peroxy- 

dative des lipides membranaires(entreautres) est d'éliminer immédiatement 

les formes toxiques de l'oxygène directement émises (0; et H202). Les 

enzymes directement concernées dans ce système de détoxification corres- 

pondent essentiellement aux activités superoxyde dismutases, catalases, 

peroxydases et glutathion peroxydases. Certains protecteurs chimiques 

antioxydants (thiols réduits, tocophérols, ascorbate,...) font également 

partie des systèmes de détoxification en piégeant directement certaines 

formes agressives de 1'02. 

3 - Nous serons amenés à rechercher l'existence de tels systèmes 

oxydatifs et protecteurs des structures membranaires dans le latex, et leur 

implication dans la dégradation des propriétés du tonoplaste lutoïdique, 

en relation avec l'apparition du syndrome des encoches sèches. 
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THE PEROXIDATIVE DEGRADATION AND THE PROTECTION 
=============================================== 

OF THE BIOLOGICAL MEMBRANES _------_--------------~~~-~ _-_----_--------------~-~-~ 

.A 6 S T R A C T 

lhe stability of the lutoidic membrane is of prime necessity in 

the colloidal stability of the latex (early coagulation) and in the 

maintenance of the intralaticiferous homeostasis (pH, ionic balance) 

which regulate the tree productivity. The degradation of the properties 

of this membrane could be at the origin of the brown bast syndrome.' 

1. One of the possible ways leading to the degradation of mem- 

branous structures corresponds to the peroxydative modification of 

unsaturated lipids by toxic form of oxygen (aggressive oxygen). 

- Enzyme systems specialized in the production of toxic forms of 

oxygen (05, H202, OH*, 
1 

02 . . . > have been studied and characterized in 

the animal kingdom and particularly in the granulocytes, the neutrophils 

and the macrophages of the mammals. The release of the toxic forms of 

oxygen would involve here some complex electron transport systems, 

mainly membrane ones with an NAD(P)H oxidase activity b cytochromes - 

and probably some quinonoid structures. 

- NADPH oxidase activities which yield some aggressive forms of 

oxygen have also been identified in the animal and plant microsornes. 

In this case, they also involve a specialized cytochromic structure : 

the cytochrome P 450’ 

- Numerous other oxido-reducing enzymes cari also release casually 

some toxic forms of oxygen (03 and H202). Such is the case of the 

xanthine oxidase and galactose oxidase. 

- Likewise, the cytochromic or alternate mitochondrial respiratory 

chains cari also, under certain conditions, release 0 ' and H202. In 
2 

this case, specific inhibitors (antimycin A, rotenone, HOQNO, CN-, 

SHAM...) reduce the respiratory intensity and allow to identify the 

sites generating the toxic forms of oxygen. 
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In any case, the released superoxide anions (0;) and H202 cari,, 

through their interaction and in presence of metal catalysts (traces 

of Fe 
++ ++ 

or CU , whether chelated or not) give rise to the most aggres- 

sive forms of oxygen (hydroxyl radicals OH" and singlet oxygen '02), 

thus catalyzing the peroxydative degradation of the unsaturated lipids 

and the membrane lysis. 

II. The most reliable method for preventing this type of peroxi- 

dative degradation of the membrane lipids (among others) consists in 

removing at once the directly released toxic forms of oxygen (0, and 

H202). The enzymes directly involved in this detoxification system 

correspond mainly to the superoxide dismutase, catalase, peroxidase 

and glutathione peroxidase activities. Certain protective antioxidants 

(reduced thiols, tocopherols, ascorbate...) are also part of the 

detoxification systems by trapping directly some aggressive forms of 02. 

III. We Will be led to try and find such oxidative and protective 

systems of the membrane structures in the latex and their implication 

in the degradation of the properties of the lutoidic tonoplast related 

to the occurrence of the brown bast syndrome. 
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‘: MATERIEL 

ET 

METHODES 

1 - SÉLECTION DES HEVEAS, RECOLTE DU LATEX ET TECHNIQUE 

DE STIMULATION : 

1 - Sélection du matériel végétal : 

La variabilite de 1'Hévéa impose une sélection stricte du maté- 

riel végétal. On travaille sur des arbres du même clone (GTl, sauf mention 

contraire), à une époque déterminée de l'année et donc en évitant les ex- 

périences portant sur des temps trop longs. On choisit les arbres d'une 

surface pédologiquement homogène ce qui, compte tenu de sa taille (envi- 

ron 80 ares) est toujours supposé vrai. On veille à ce que les caractéris- 

tiques de la saignée soient les mêmes pour tous les individus : rythme de 

saignée, hauteur et longueur d'encoche, profondeur de saignée (en pratique 

on saigne toujours à la profondeur maximum : 1 mm du cambium),heure de la 

saignée (généralement 6h30 le matin) et fraction du latex écoulé. Il est 

très important que les arbres aient des caractéristiques les plus proches 

possible : même croissance, bon état sanitaire (absence de fotis, de chan- 

cres,...), et sauf expérimentation spéciale, absence d'encoche sèche. 

Tous les critères énoncés ci-dessus sont faciles à contrôler. 

La première phase de sélection porte en fait sur la circonférence des ar- 

bres. Celle-ci est mesurée à 1,50 m de hauteur. Cette étape permet d'éli- 

miner les arbres ayant des croissances excessivement faibles ou fortes et 

de garder ceux dont la morphologie est semblable. Sur les individus ainsi 

sélectionnés on effectue un nouveau contrôle en mesurant leur production 

sur 10 saignées consecutives, et l'absence (ou la présence) d'encoche sèche. 
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A ce stade de la sélection, la variabilité de la production demeure 

très importante. Les valeurs extrêmes sont 10 et 280 g de caoutchouc/arbre/ 

saignée. Ce protocole nous permet de choisir selon les besoins de l'expé- 

rience des arbres hauts, moyens ou bas-producteurs. 

Malgré ces precautions il demeure une variabilité irréductible. 

Le même arbre peut présenter d'une saignée à l'autre des écarts de produc- 

tion assez importants. 

Nous soulignons que l'expérimentation sur 1'Hévéa présente des 

difficultés dues au manque d'homogénéité du matériel végétal. Celles-ci sont 

en partie levées en travaillant sur des lots d'arbres de taille importante 

ou sur des mélanges de latex de plusieurs arbres (20). Ceci ne nous a pas 

toujours été possible et dans les expériences où les dosages portaient sur 

des mesures individuelles, nous avons rarement utilisé plus de 4 arbres 

par lot. 

Dans le cas où les expérimentations portent sur des arbres atteints 

d'encoche sèche partielle, les arbres sont sélectionnés en mesurant la por- 

tion d'encoche d'où ne s'écoule pas de latex immédiatement après la saignée. 

Les arbres sont alors classés selon la gravité de l'atteinte en % de lon- 

gueur d'encoche non productive par rapport à la longueur totale de l'encoche 

d'exploitation. En général les quelques cm (2 à 3) d'encoche souvent "impro- 

ductifs", situés aux extrémités de l'encoche d'exploitation,ne sont pas pris 

en compte. 

2 - Récolte du latex : 

a> La saignée : 

Nous avons travaillé généralement sur des arbres saignés en 

812 513 .J/4,llmois/12. Cette faible intensité de saignée a été choisie 

délibérément afin de n'être jamais limité par des facteurs trophiques. 

Dans certains cas nous avons utilisé des arbres saignés en spirale entière 

(expériences sur les encoches sèches en particulier). La profondeur de 

saignée (jusqu'à 1 mm du cambium) est fréquemment vérifiée. 

b) Le prélèvement : 

Le latex est recueilli dans un tube refroidi par de la glace, 

de cette façon il est porté rapidement à une température voisine de O'C. 

Les quatre ou cinq premiers ml de latex sont éliminés pour plusieurs rai- 

sons : 

- Ils sont riches en lutoïdes éclatés (RIBAILLIER, 1972-a) 
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- Ils contiennent des débris et diverses contaminations de 

l'écorce. On prélève ensuite 30 à 40 ml de latex. 

3 - Techniques de stimulation : 

Dans toutes nos expériences, nous utilisons pour stimuler les 

arbres l'acide 2-chloroéthylphosphonique ou Ethrel. Le produit est le plus 

souvent employé à la concentration de 5 % (m/v> de matière active dans de 

l'huile de palme. L'application est réalisée au pinceau sur une bande située 

sous l'encoche de saignée (sauf mention contraire signalée dans le texte). 

La longueur moyenne de la bande est de 35 cm, sa largeur de 2 cm. L'écorce 

est grattée au préalable afin d'éliminer la couche de cellules subérifiées, 

le tissu chlorophyllien sous-jacent,et faire apparaître le phelloderme. 

Les témoins de nos expériences sont grattés de la même façon et enduits 

d'huile de palme. Les quantités de produit appliquées sont d'environ 200 mg 

par arbre,soit environ 3 mglcm2 d'écorce grattée. 

II - ISOLEMENT ET PURIFICATION DES LUTOIDES ET DU CYTOSOL 

DU LATEX : 

1 - Préparation des lutoïdes : 

Les lutoïdes ont été isolés soit à l'état brut par simple cen- 

trifugation du latex (70.000 à 150.000 g ; 40 min. à 4"C), soit à l'état 

"purifié" par lavages successifs. Le culot lutoïdique obtenu par centri- 

fugation du latex à 35.000 g (20 min. à 4°C) est alors remis en suspension 

(par pipettages doux) dans un tampon isotonique (Mannitol 0,3 M ; Hepes- 

Tris B 50 mM à pH 7,0 sauf mention contraire)et recentrifugé à 30.000 g 

(10 min.). Ce lavage est effectué à 3 reprises à la température de 4°C. 

Les dosages ont porté soit sur des lutaïdes intacts en suspen- 

sion dans le tampon isotonique (Mannitol 0,3 M) soit sur des lutoïdes dé- 

truits par un traitement aux ultrasons (1 minute puissance maximale) ou au 

Triton X-100 (0,l % final). Les dosages et expérimentations diverses sur les 

les lutoïdes ainsi purifiés peuvent débuter 70 minutes après la récolte du latex. 

2 - Séparation sur gradient de densité de saccharose : 

Cinqml delatex ou 3 ml de lutoïdes (50 % p/v) remis en suspension 

dans leur cytosol ou dans un tampon isotonique sont déposés au-dessus d'un 

gradient linéaire de saccharose 0,6 à 1,8 M (tampon Hepes-Tris 20 mM pH 7, 

EDTA 0,5 mM, Mannitol, 0,3 M) sur un'coussir? de saccharose 2,3 M. Les tubes 

sont centrifugés 70 à 120 minutes à 85.000 g (SW-25.2) à la température 
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de 8°C. Les fractions sont récupérées par le fond du tube (2 à 4 ml selon 

les cas). 

3 - Lyse spécifique des particules de FREY-WYSSLING : 

Certaines expériences ont nécessité une lyse particulaire spéci- 

fique (COUPE et al. 1972). P our libérer spécifiquement les enzymes des par- 

ticules de FREY-WYSSLING nous avons traité les culots de centrifugation de 

la façon suivante : 

- le culot est pesé, puis additionné de digitonine 0,5 mM dans 

un tampon Hepes-Tris 50 mM pH 7,4, Mannitol 0,3 M (50 %, ~IV), 

- la suspension particulaire est maintenue 30 minutes sous agi- 

tation magnétique douce à 4"C, puis centrifugée à 15.000 g, 

- le traitement est répété, puis le culot de centrifugation ré- 

siduel est lavé en absence de digitonine (tampon isotonique), 

- les essais sont ensuite effectués séparément sur le culot 

lutoïdique purifié (digitonine) traité aux ultrasons, et sur 

le surnageant de premier traitement à la digitonine (particules 

de FREY-WYSSLING lysées). 

5.- Isolement du cytosol du latex : 

Le latex centrifugé à 70.000 (ou 120.000)x g est séparé en ses 

trois fractions principales : le caoutchouc surnageant, la phase aqueuse 

correspondant au cytosol, et le culot particulaire (Planche II, Introduc- 

tion). La phase cytosolique limpide est recueillie par aspiration douce 

(seringue) en évitant toute contamination par les particules de caoutchouc 

et par des organites remises en suspens$on. Le cas échéant, le cytosol est re- 

centrifugé (45 minutes à 150.000 x g) pour éliminer toute contamination 

particulaire. 

6 - Ultrafiltration du cytosol ou du sérum intra-lutoïdique : 

Certaines expériences ont été réalisées en présence de cytosol 

ou de sérum intra-lutoïdique débarrassés de leurs protéines enzymatiques 

susceptibles d'interférer dans certains dosages. La déprotéinisation est 

effectuée par ultra-filtration sous pression d'azote (3 à 4 bar ) sur mem- 

brane AMICON PM 10, retenant les macro-molécules de poids moléculaires 

supérieurs à 10.000. L'appareil d'ultra-filtration est immergé dans un 

bain de glace, et le filtrat recueilli dans un récipient également plongé 
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dans un bain de glace fondante. Les filtrats obtenus, sont soit Utilise_s 

directement, soit congelés à -18°C. Ce procédé de "déprotéinisation" par- 

tielle a l'avantage de conserver la composition et la concentration en 

solutés de bas poids moléculaire, identiques à celles du fluide biologique 

initial. 

Pour obtenir un sérum lutoïdique ultra-filtré, les lutoi'des pu- 

rifiés sont traités aux ultrasons, puis débarrassés des structures membra- 

naires résiduelles par centrifugation (150.000 x g, 30 min, 4°C) avant 

d'introduire le sérum intra-lutoïdique dans la cellule d'ultra-filtration. 

Avant utilisation, les sérums ultra-filtres sont éventuellement 

ajustés au pH désiré par l'addition d'Hepes, Mes ou Tris, et le cas échéant 

additionné de Mannitol 0,25 M final (sérumslégèrement hypertoniques). 

III - MESURE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES : 

1 - Mesure des activités ATPase : 

La mesure des activités ATPase a été effectuée en dosant enzy- 

matiquement 1'ADP libéré, selon la méthode de d'AUZAC (1975) adaptée a nos 

conditions opératoires. Les dosages de série sont effectuées à 26°C dans 

un tampon isotonique contenant : Mannitol 0,3.M, MgS043 ou 5 mM, molybdate 

d'ammonium 0,l mM, tamponné a pH 7,0 (sauf mention contraire) par Hepes- 

Mes-Tris 50 mM. L'incubation est réalisée pendant 10 minutes (sauf mention 

contraire indiquée dans le texte) sur 3 ml de suspension lutoïdique à 10 % 

(p/v>. La réaction est amorcée par l'addition d'ATP 2,5 mM (concentration 

finale). Elle est arrêtée par précipitation d'une partie aliquote (1 ml> 

dans un tube EPPENDORF contenant 0,l ml de PCA 5 mM, immédiatement plongé 

dans un bain de glace pendant 30 minutes. 

La suspension est ensuite centrifugée pendant 2 minutes à 9000 

x g à l'aide d'une centrifugeuse de table BECKMAN (type B). Après neutra- 

lisation contrôlée du surnageant par KOH 5 M, 1'ADP formé est dosé en sui- 

vant la décroissance de la D.O. à 366 nm, consécutive à l'oxydation du 

NADH selon la réaction suivante en présence des substrats et enzymes exo- 

gènes. 

PEP + ADP ‘ ., pyruvate 

+ 
pyruvate + NADH - NAD + lactate 

Lorsque la concentration en protéine a été mesurée, l'activité 

ATPase est exprimde en pmoles d'ATP hydrolysées. 
-1 -1 

min - mg de protéines. 
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Le dosage d'ADP libéré dans d'autres conditions d'incubation est 

effectué selon le même principe. 

2 - Mesure des activités phosphatase acides et de l'indice d'écla- 

tement des lutoïdes : 

Les incubations sont réalisées à 26°C dans un tampon acétate 

de sodium 100 mM à pH 5,0 en utilisant le p-nitrophénylphosphate (10 mM) 

comme substrat (PuJARNISCLE, 1968). La prise d'essai du latex est de 50 pl 

le volume réactionnel est de 2 ml. Dans le cas de suspensions lutoïdiques 

(10 % p/v) la prise d'essai est de 75 ul. La réaction est arrêtée au bout 

de 10 minutes par 1 ml de TCA 2N. Une fraction de la phase aqueuse limpide 

(0,5 ml généralement) est ajoutée à 2,5 ml de NaOH 1N et le p-nitrophénol 

libéré est dosé par spectrophotométrie 3 400 nm (LINHARDT et WALKEK, 1965). 

On distingue deux types d'activités (PUJARNISCLE, 1969-a) : 

- l'activité phosphatase acide totale (PaT) : -_--------- --- ------------------------- 
Elle représente le potentiel global de l'enzyme dans le latex 

ou dans la suspension (WATTIAU et DE DUVE, 1956). Cette activité est mesu- 

rée en présence de Triton X-100 0,l % , qui provoque la lyse complète 

des lutoïdes et la libération des enzymes qu'ils contiennent, sous forme 

soluble (PUJARNISCLE, 1965-a); 

- l'activité phosphatase acide libre (PaL) : __---_----- --- ---~_-_-------~~~~~~~~-- 

Elle rend compte des enzymes accessibles au substrat lorsque 

les lutoïdes sont en parfait état d'intégrité (DE DUVE et &. 1955). Cette 

mesure est effectuée en milieu isotonique (Mannitol 0,3 M), pendant des 

temps généralement courts(l0 à 20 minutes), afin qu'il n'y ait pas désta- 

bilisation des organites pendant la mesure. Cette mesure représente essen- 

tiellement l'activité des phosphatases libérges par les lutoïdes instables. 

On estime que le rapport des deux activités phosphatasiques 

libre et totale est une mesure de l'intégrité des lutoïdes. L'indice d'é- 

clatement des lutofdes (IE) a été défini par RIBAILLIER (1968-b) comme 

suit : 

PaL 
IE= - x 100 (exprimé en %> 

PaT 
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3 - Mesure des activités NAD(P)H cytochrome c oxydoréductase 

Elles sont mesurées à 26" environ selon la méthode décrite par 

MOREAU et &.(1975),en suivant la réduction du cytochrome 2 à 550 nm, 

dans un tampon isotonique (mannitol 0,3 M, Hepes-Mes-Tris 25 ou 50 mM) 

généralement à pH 7,0 en présence de cytochrome 2 (oxydé) 50 uM, NADH 

1 mM ou NADPH 200 uM (en présence ou non de KCN 1 mM). Li volume total 

du milieu réactionnel est de 3 ml et la concentration en lutoïdes de 0,5 

ou 1 % (p/v>. La réaction est initiée par l'addition du NAD(P)H. 

4 - Mesure des activités NAD(P)H ferrycyanure ou dichlorophénol- 

indophénol oxydoréductase : 

Les mesures sont réalisées dans les mêmes conditions que celles 

décrites pour les mesures des activités NAD(P)H cytochrome c ocydoréduc- 

tases. 

Le cytochrome c est remplacé par le ferrycyanure (500 PM) dont - 
on suit la réduction à 420 nm (MOREAU & d. ; 1975 >, ou par le dichlo- 

rophénol-indophénol (500 1.11 d'une solution saturée à pH 7,0 pour un volume 

total de milieu réactionnel égal à 3 ml) dont on suit la réduction à 54Onm. 

5 - Mesure des activités cytochrome c oxydase : 

a) Réduction chimique du cytochrome c : ___--~~-------_ ----_-- ---------- 

Le substrat de la réaction (ferrocytochrome c) est préparé - 

selon la technique suivante : une solution de ferricytochrome (environ 

3 mM) tamponnée par Hepes 50 mM, ajustée à pH 7,0 par Tris,est réduite 

chimiquement par quelques cristaux de dithionite. La solution est ensuite 

èluée sur une petite colonne de Sephadex G-25 par un tampon Hepes-Tris 

20 mM, K2S04 50 mM à pH 7,0. Les différentes fractions de ferrocytochrome c - 

sont collectées. Les fractions sont rassemblées et concentrées par ultra- 

filtration sur PM-10, sous 3 bar d'azote. La concentration finale de la 

solution de cytochrome c réduit est estimée spectrophotométriquement à - 

550 nm; où le coefficient d'extinction (réduit-oxydé) est de 21 mM .cm . 
-1 -1 

b) Recherche d'une activité cytochrome c oxydase : -------------------------- ~~-~~~-~--------__ 

- On suit l'oxydation du ferro cytochrome 2 à 550 nm, dans 

un tampon isotonique saturé en air (mannitol 0,3 M, Hepes-Mes 25 mM, ajusté 

à pH 7,0 par Tris, K2S0450 mM) en présence de ferrocytochrome 100 pM , et 

en présence ou non de KCN 1 mM. Le volume total du milieu réactionnel est 
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de 3 ml,et la coqcentration en lutoldes est de 0,5 ou 1 % (p/v>. La réac- 

tion est initiée par l'addition des lutoïdes intacts ou préalablement so- 

niqués. 

- On a également recherché une consommation d'oxyggne par des 

suspensions de lutoïdes intacts ou soniqués (10 % p/v>,au moyen d'une élec- 

trode de CLARK, dans les mêmes conditions de milieu d'incubation que celles 

indiquées ci-dessus (pH 7,0 et 26'C), en présence ou non d'ATP (100 pm> 

et d'ADP (500 FM). 

6 - Recherche d'activités succinate déshydrogénases : 

Les activites succinates deshydrogénases de type mitochondrial 

ont été recherchées en mesurant la consommation d'oxygène par une suspen- 

sion de lutoïdes lavés, intacts ou soniqués (10 % p/v),dans un tampon 

isotonique (Hepes-Mes 50 mM, ajusté à pH 7,0 par Tris- K2S0450 mM, saturé 

en air) contenant ou non de l'ATP-Mg 100 PM, de 1'ADP 500 PM, en présence 

de NAD 500 pM. La réaction est initiée par l'addition de succinate 10 mM 

(concentration finale). L'effet de KCN (1 mM) a été testé. 

7 - Mesure des activités NAD(P)H oxydases : 

Ces activités sont mesurées de deux façons (température 25-26°C): 

a> On suit l'oxydation du NAD(P)H au spectrophotomètre à 340 nm. --__----_-__ __-_------------------ ---_- --------- 

Le milieu réactionnel contient du mannitol 0,3 M, du tampon Tris-Hepes ou 

Tris-HC1 (50 mM) à pH 7,4 (BERGMEYER, 1965). Le volume du milieu réaction- 

ne1 est de 3 ml, la concentration en NADH généralement 500 PM, ou en NADPH 

250 PM. La concentration finale en lutoïdes est de 0,5 ou 1 % (~IV). Lors- 

que les teneurs en protéines ont été déterminées, les activités sont expri- 

mées en pM de NAD(P)H oxydé.min 
-1 -1 

-mg de protéine. Dans le cas contraire 

les activités sont ramenées à 100 ul de l'extrait. 

b) On suit la consommation d'oxygène ---------____-__------------ -_- (électrode de CLARK) par 

une suspension de lutoïdes intacts ou soniqués (5 % p/v> en présence de NADH 

1 mM ou de NADPH 250 uM dans le tampon isotonique décrit précédemment, satu- 

ré en air. Le volume total du milieu réactionnel est de 5 ml. Les résultats 

sont le plus souvent exprimés en 1~1 d'oxygène consommé en 10 minutes pour 

250 pl de lutoïdes, la réaction n'étant pas toujours linéaire. 

Dans les deux cas de mesure les réactions sont initiées par 

l'addition du NAD(P)H. 
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8 - Mesure des activités malate deshydrogénases (MDH) : 

La MDH est dosée selon la méthode d'OCHOA (19551, à pH 7,5, dans 

un tampon phosphate 0,l M à pH 7,5 en présence de NADH (0,l mM) et d'oxalo- 

acétate (0,5 mM). Le volume total du milieu réactionnel est de 3 ml. L'oxy- 

dation du NADH est suivie au spectrophotomètre à 340 nM. La mesure est faite 

par rapport à un témoin sans oxaloacétate. La réaction est initiée par l'ad- 

dition de l'oxaloacétate. 

9 - Les catalases : 

Les activités catalases ont été estimées en mesurant l'oxygène 

dégagé à partir de l'eau oxygénée à l'aide d'un oxygraphe équipé d'une élec- 

trode de CLARK. Le milieu réactionnel (phosphate 20 mM à pH 7,0 ; H202 B 

0,7 %> est maintenu sous barbotage d'azote désoxygéné (pyrogallol-NaOH 

2N) afin de chasser l'oxygène dissout. La teneur en O2 ne représente alors 

plus que 20 à 30 % de la teneur en oxygène présent dans le même tampon 

maintenu sous barbotage d'air à 25°C (considéré comme 100 %>. L'échantil- 

lon est injecté directement dans la cuve de dosage. 

10 - Les polyphénols oxidases : 

L'activité 0-diphénol oxydase (O-DPO) est mesurée en utilisant 

la 3,4-dihydroxyphénylalanine (DOPA) à 0,l % en présence de CaCl2 (5 mM) 

dans un tampon cacodylate 0,l M à pH 6,0 maintenu sous barbotage d'air. 

Les activités ont été suivies selon deux méthodes : 

- apparition de la coloration orange à 450 nm due à l'oxydation 

de la DOPA (LANCE, 1963 ; BZROZOWSKA et al. 1978). 

- consommation de l'oxygène mesurée à l'aide d'un oxygraphe. 

Le tampon maintenu sous barbo.tage d'air (saturation 100 %> 

contient environ 5 pl d'02 par ml à 25°C. 

Dans tous les cas, la suspension est maintenue sous agitation 

magnétique pendant les mesures. 

11 - Les peroxydases :(CHANCE et MAEHLy, 1955) 

Les activités peroxydases sont déterminées en utilisant le gaïa- 

col comme substrat. Le milieu d'incubation contient le tampon caco- 

dylate (100 mM ; pH : 6,0), CaC12 5 mM, gaïacol 16 mM et 0,75 % d'H202. 

La cinétique (vitesse initiale) est enregistrée directement au spectropho- 

tomètre à 470 nm. La suspension est maintenue sous agitation magnétique 

pendant les mesures. 
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12 - Production de radicaux superoxydes (0;) : 

Trois méthodes ont été testées : 

a) en suivant la cooxidation de l'épinéphrine en adrénochrome 

induite par la présence des radicaux 0; (MISE& et FRIDOVICH, 1972). 

La réaction est suivie au spectrophotomètre à 480 nm et quan- 

tifiée en utilisant un coefficient d'extinction molaire 
-1 

E = 2,96 mM 
-1 

cm . Le milieu réactionnel est composé d'une solution tampon Tris-HC1 

50 mM à pH 7,4, contenant de l'épinéphrine (Noradrénaline) 1 mM. La 

réaction est initiée par l'addition de NAD(P)H 1 mM. 

b) La réduction non enzymatique du cytochrome C par l'anion 

superoxyde (FRIDOVICH, 1970). 

Le milieu d'incubation contient du cytochrome C (250 pM) en 

solution dans un tampon Tris-HC1 50 mM(pH 7,4)saturé en air. La réacti.on 

est initiée par l'addition successive de 50 1~1 d'extrait lutoïdique, et 

après stabilisation, de NADH (0,5 mM final). La réduction du cytochrome C 

est suivie au spectrophotomètre à 550 nm. 

c) En utilisant l'essai mis au point par BEAUCHAMP et FRIDOVICH 

(1971) consistant à suivre la réduction du bleu nitré detetrazolium (NBT à 

1 mg/ml) par les radicaux superoxydes. L'apparition du formazan est dosée 

à 560 nm, dans un tampon Tris HC1 50 mM à pH 7,4. 

13 - Superoxyde dismutase (SOD) : 

Cette catalyse enzyme la réaction 0; + 02 + 2H++ H 0 + 
22 

0 
2 

Nous avons utilisé la méthode de BEAUCHAMP et FRIDOVICH (1971) 

dans laquelle les radicaux superoxydes sont générés par la xanthine 

(10w4M> en présence de xanthine oxydase,et détectés en suivant à 560 nm 

la réduction du NBT (1 mg/ml) en formozan à pH 7,4. La superoxyde dismu- 

tase est estimée par l'aptitude de l'échantillon à inhiber l'apparition 

du formazan grâce au piégeage spécifique des superoxydes par la SOD. 

La quantification des activités SOD a été effectuée selon la 

méthode de ASADA ti &. (1974) et GIANNOPOLIS et'BIES (1977) utilisant la 

relation lindaire entre la concentration en SOD et le rapport V/v, selon 

l'équation : 

V/v=l + K' (SOD) 
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où V et v représentent les vitesses de réaction d'apparition du formazan 

en absence et présence de SOD, respectivement. 

Dans ces conditions K' (SOD) = ($) - 1 ; B 50 % d'inhibition 

de la réduction du formazan, K' (SOD) est égal à l'unité. 

Si "l'unité SOD" est définie comme la quantité d'enzyme pour 

laquelle K' (SOD) = 1 (c'est-à-dire provoquant une inhibition de 50 % 

de l'apparition du formazan), la quantité de SOD de l'extrait peut être 

déterminée directement à partir du rapport V/v selon l'équation : 

SOD unités/ml = (V/v - 1) x (dilution). 

14 - Mise en évidence des activités glutathion réductases : 

Deux méthodes ont été testées : 

a) Suivi cinétique de la consommation du NAD(P)H à 340 nm, selon 

la méthode de SHAEDLE et BASSHAM (1977) modifiée. Le milieu d'incubation 

est constitué de tampon phosphate 50 mM à pH 7,0, EDTA 1 mM, glutathion 

oxydé 1 mM et NAD(P)H 250 yM. La mesure est effectuée contre un témoin sans 

glutathion. Le volume réactionnel est de 3 ml au total. La quantité de maté- 

riel végétal ajoutée est de 50 ou 100 1~1. La réaction est initiée par l'ad- 

dition du GSSG. 

b) Mesure de la réduction du GSSG en GSH, 

La réduction du GSSG en GSH a été déterminée par dosage des 

thiols acide solubles, selon la méthode de ELLMAN (1959). L'incubation est 

dans ce cas conduite en tampon phosphate à pH 6,8 en présence de GSSG 4 mM 

et de NAD(P)H 2,5 mM. Le volume total du. milieu réactionnel est de 3,5 ml. 

La réaction est initiée par l'addition du NAD(P)H. On prélève manuellement, 

en fonction du temps, une partie du milieu d'incubation (250 ~1) dont on 

arrête la réaction par acidification à l'acide trichloracétique (0,l N final) 

à 4°C. Après élimination des protéines par centrifugation (9000 x g; 3 min.), 

les thiols réduits acide-solubles sont dosés par l'acide dithio-bis-nitroben- 

zoïque (voir dosage des composés thiols du latex dans ce chapitre). 

15 - Mise en évidence des activités glutathion peroxydases : 

L'activité glutathion peroxydase a été estimée en mesurant indi- 

rectement la peroxydation du GSH, par dosage du GSH résiduel (ZAKOVSKI et 

TAPPEL, 1978) après incubation en présence de tertio-butyl hydroperoxyde 

(t-bu) ou d'H 0 2 2. L'incubation est effectuée dans un tampon phosphate (50 mM) 

à pH 6,8 en présence de GSH 2 mM et de t-bu 0,5 mM ou d'H202. La réaction est 
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initiée par l'addition du GSH. On prélève manuellement, en fonction du 

temps, une partie du milieu d'incubation (250 pl), sur laquelle on dose 

le GSH résiduel, après acidification par TCA (0,l N final), comme décrit 

précédemment. 

16 - Mise en évidence des activités glyoxalases 1 : 

L'activité glyoxalase 1 est suivie directement en mesurant au 

spectrophotomêtre (240 nm) l'apparition de S-lactoyl-glutathion, produit 

de la réaction de la glyoxalase 1 en présence de méthylglyoxal et de GSH 

(RACKER, 1952). Le milieu réactionnel est composé de tampon phosphate 

(50 mM) à pH 6,8 en présence de GSH 2 mM et de méthylglyoxal 45 PM. La 

réaction est initiée par l'addition du methylglyoxal. 

IV - MISE EN ÉVIDENCE ELECTROPH~RETIQUE DES ENZYMES : 

1 - Electrophorèses sur gel de polyacrylamide : 

Nous avons utilisé la méthode d'ORNSTEIN et DAVIS (1964). Les 

migrations sont réalisées avec un appareil SHANDON, dans les conditions 

expérimentales suivantes : gel contenant 7,5 % d'acrylamide, tampon Tris 

50 mM glycine 380 mM, pH 8,3, un courant de 2,5 mA par tube à température 

ambiante, durée environ 80 minutes (migration complète du bleu de bromo- 

phénol). 10 pl de sérum lutoïdique ou 25 1.11 de sérum cytosolique chargés 

en saccharose (10 %> sont déposés au sommet des tubes. 

Les isoenzymes sont révélés de la manière suivante : 

a) Catalases : 

Les gels sont incubés quelques minutes dans un tampon phosphate 

20 mM à pH 7 en présence d'eau oxygénée à 0,l volume, puis rincés abondam- 

ment à l'eau distillée. Les enzymes sont révélées par incubation des gels 

dans une solution preparée extemporanéement , de ferricyanure de potassium 

à 1 % et de chlorure ferrique 1 %. Les enzymes apparaissent sous forme 

de zone jaune sur fond bleu (HARRIS et HOPKINSON, 1976). 

b) Superoxyde dismutases (SOD) : 

Les gels sont préincubés 30 minutes dans un tampon Tris HC1 

50 mM pH 7,4 en présence de NBT 3.10w3M. Après rinçage rapide, ils sont 

immergés dans une solution tampon Tris-HC1 50 mM a pH 7,4, contenant de 

la tetraméthylènediamine 30 mM et de la riboflavine 30 mM pendant 15 mi- 

nutes environ, puis exposés à la lumière (lampe UV) jusqu'à coloration 

du gel d'un bleu uniforme, à l'exception de zones incolores correspondant 

aux isosymes de la SOD (BEAUCHAMP et FRIDOVICH, 1971). 
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c) NADH-NBT réductases : 

Les gels sont incubés dans un tampon Tris-HC1 50 mM à pH 7,5 

ContenantduNBT 3 mM et du NAD(P)H 250 pM. Les activités sont localisées 

sous forme de taches bleu-violette sur fond clair. 

d) Glutathion réductases : 

Les gels sont incubes (15 à 30 minutes) dans un tampon phos- 

phate 50 mM à pH 7,0, contenant du NBT (1 mg.ml 
-1 

) en présence de NAD(P)H 

250 uM et en présence ou en absence de GSSG afin de discriminer les acti- 

vités GSSG réductases des activités diaphorases ou NAD(P)H oxydases (HAR- 

RIS et HOPKINSON, 1976). 

2 - Electrophorese sur plaque de gel d'amidon : 

Les électrophorèses ont été effectuées selon la technique hori- 

zontale décrite par SMITHIES (1955) sur gel d'amidon à 14 %. Des rondelles 

de papier WHATMAN No 3 de 6 mm de diamètre imbibées de sérum lutoïdique 

ou cytoplasmique (de différentes dilutions) ont été disposées entre anode 

et cathode du gel (côté (-) >. 

Deux systèmes ont été testés : 

- le système de BRKWER (1970) : tampon"ge1": histidine 5 mM, NaCl 

2,5 mM(pH 6), et tampon d'électrophorèse citrate 0,41 M à pH 6 ; 

voltage 250 V et 15 mA par plaque, 

- le système de SMITHIES (1955) : tampon"gel": acide borique 30 mM ajusté 

R pH X,5 par NaOH. Tampon de migration:acide borique 300 mM ajusté B 

pH 8,O par NaOH. Voltage 250 V et 15 MA par plaque. 

Les révélations suivantes ont été effectuées : 

a) Catalase : 

Selon la même technique décrite pour les gels de polyacryla- 

mide (2-a) 

b) SOD : 

Selon la même technique décrite en (2-b) 

c) Peroxydases : 

Les gels ont été incubés dans un tampon acétate 50 mM à pH 5 

comprenant pour 100 ml : 50 mg de 3-amino-N-ethyl carbazole ; 5 ml de 

diméthyl formamide ; 1 g. de CaC12 et 0,3 % d'eau oxygénée (SHAW et PRASAD, 

1970). 
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v - DÉTERMINATION DES TENEURS EN DIVERS SOLUTÉS DANS LE LATEX : 

1 - Dosage des composés thiols réduits acide précipitables : 

Les thiols réduits du latex sont dosés après dilution du latex 

au 113, sur champ par du mannitol 0,3 M et précipitation immédiate au mo- 

yen de TCA (0,l N final). Des mesures ont été également effectuées sur du 

cytosol et les lutoïdes isolés par centrifugation. Les protéines sont éga- 

lement précipitées par le TCA (0,l N final). 

Après centrifugation (9000 x g, 3 min.), une fraction des extraits 

TCA (25 à 100 1.11 selon les essais) est incubée 30 minutes en présence d'aci- 

de dithio-bis-nitrobenzoïque (DTNB) (0,15 mg.ml -l) d ans 2,5 ml de tampon 

Tris 0,2 M, EDTA 10 mM, à pH 8,0. 

La couleur jaune caractéristique de la présence de thiols réduits 

est mesurée à 412 nm (ELIMAN, 1959), et la quantification effectuée en uti- 

lisant le coefficient d'extinction du paranitrophénol déterminé dans ces 

conditions -1 -1 : E = 13.600.M . cm . 

2 - Dosage de l'acide ascorbique : 

L'acide ascorbique est titré par la réduction du dichlorophé- 

nolindophénol (0,25 W) en milieu acide (acide métaphosphorique 0,5 W) afin 

d'éliminer les interférences dues aux groupements thiols et phénols (ROE, 

1964). La quantification est effectuée à partir d'une courbe étalon établie 

avec de l'acide ascorbique (réduit) pur. Les mesures sont réalisées à par- 

tir des "extraits TCA" définis précédemment. La prise d'essai est de 250 

ou 500 1.11 selon les essais. 

3 - Dosage du citrate : 

Les teneurs en citrate sont déterminées, après dilution adéquate 

des échantillons, selon la technique deMOF,LLERING et GRUBER (1966). L'oxy- 

dation du NADH quantifiée spectrophotométriquement (366 nm) après l'addi- 

tion de malate deshydrogénase et de lactate déshydrogénase permet d'esti- 

mer les teneurs en acide pyruvique + oxalocetique des échantillons. La 

Consommation du NADH après addition ultérieure de citrate lyase permet 

de déterminer les teneurs en citrate. 

Les teneurs en citrate des différents compartiments du latex 

( t cy os01 et lutoîdes) sont déterminées sur des extraits préalablement 

précipités au PCA (0,l N final), déprotéinisés par centrifugation (9000 

x g, 3 minutes) puis neutralisés par KOH (les dilutions successives sont 

rigoureusement notées). 
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Les teneurs en citrate dans les effluents de dialyse sont déter- 

minées directement sur2ml de chaque fraction collectée, selon la même 

technique MOELLERING et GRUBER, 1966). 

4 - Dosage des nucléotides adényliques du latex : 

a) Préparation des échantillons : 

- Lorsque le prélevement est effectué au niveau de l'encoche 

de saignée, les dix premiers ml de latex s'écoulant après le ravivage 

de l'encoche sont écartés, et les 25 gouttes de latex suivantes sont re- 

cueillies dans 5 ml d'un tampon isotonique (mannitol 0,3 M) alcalin (Tris 

25 mM, pH 9,5) contenant du molybdate d'ammonium (0,l mM) afin d'inhiber 

les activités phosphatases (JACOB et SONTAG, 1974). Lors de la récolte 

du latex, le tube est constamment agité manuellement et refroidi par de 

la glace. Ainsi le métabolisme est bloqué immédiatement par le froid et 

le pH alcalin. Dès la quantité nécessaire de latex recueillie, le mélange 

est vigoureusement agité et immédiatement "'fixé" par 2 ml de TCA 2N, les 

tubes sont alors conservés dans de la glace jusqu'au retour au laboratoire. 

- Lorsque le prélèvement est effectué par micropiqure, au 

niveau d'un quelconque endroit de l'écorce (jusqu'au cambium), les 3 pre- 

mières gouttes, s'écoulant par une micro-gouttière, sont écartées, et 

les 15 suivantes récoltées dans 2,5 ml du même tampon alcalin isotonique. 

Le mélange est fixé par 1 ml de TCA 2N et traité dans les mêmes conditions 

que celles décrites ci-dessus. 

Dès le retour au laboratoire, le caoutchouc coagulé par le TCA 

est trituré avec une baguette de verre afin d'en extraire tout soluté 

adsorbé. Il est ensuite rincé à 2 reprises par le TCA 0,5 N. Les coagulums 

sont enfin desséchés (24 heures à 105°C) puis pesés. Ils serviront de 

référence. Les teneurs en matière sèche du latex total,déterminées par 

ailleurs permettent de calculer le volume exact de latex récolté. 

' Les "extraits TCA" sont centrifugés (17.000 x g, 10 min. à 4°C) 

puis le TCA éliminé par 3 extractions successives à l'éther (4°C). Les 

fractions d'éther contenant le TCA sont éliminéespar aspiration. L'éther 

résiduel est évaporé par bullage d'air. Les échantillons sont alors neu- 

tralisés par KOH, sous contrôle pH-métrique, puis ajustés à 10 ml (ou 5 

pour les micropiqures) par un tampon Hepes-Tris 30 mM, pH 7,4, et conser- 

vés au froid jusqu'au dosage (dans la journée). 
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b) Dosage des nucléotides adényliques : 

L'ATP est dosé par la méthode de Bioluminescence, en utili- 

sant le réactif luciferine-luciferase (STREHLER et TOTTER, 1952 ; PRADET, 

1967), au moyen d'un luminomètre WALLACK-LKB (modèle 1250) équipé d'un 

module d'injection et d'un intégrateur digital. 

L' ADP et 1'AMP sont dosés selon la même technique,après 

leur phosphorylation en ATP par la pyruvate kinase (PK) en présence de 

PEP, et l'adenylate kinase (AK) selon la méthode décrite par SAGLIO et 

~1. (1979). Tous les témoins permettant d'évaluer les rendements des réac- 

tions et le pouvoir inhibiteur des extraits sont systématiquement effec- 

tués. Les concentrations des nucléotides adényliques sont déterminées à 

partir de courbes étalon effectuées pour chaque série de dosage, avec 

des nucléotides adényliques du commerce de la plus grande pureté. 

Notons que toute trace de l'ion Cl- doit être soigneusement 

évitéetant dans les extraits que dans les milieux réactionnels, Cl étant 

un puissant inhibiteur de la luciférase. 

Chaque dosage est effectué en 3 ou 4 exemplaires. Chaque 

tube contient 200 pl de tampon (Tris H2S04 30 mM pH 7,4 contenant K2S04 

15 mM et Mg SO4 2 mM, EDTA 2 mM), 100 y1 d'une solution contenant le PEP 

en présence ou non des enzymes AK ou PK, et 50 pl de l'extrait du latex. 

Après 40 minutes d'incubation à 26"C, les dosages sont effec- 

tués au luminomètre, sous agitation rotative des tubes, par l'injection 

de 50 pl de l'extrait luciférin-lucifèrase (FLE 50 de SIGMA, 5 mg.ml -3 

La constance de la réponse de l'appareil est vérifiée pério- 

diquement au cours des dosages en utilisant un standard contenant 200 pi- 

comoles d'ATP. 

5 - Dosage des peroxydes lipidiques : 

a) Dosage des carbonyls par la 2,4- dinitrophenylhydrazine : 

La peroxydation des lipides aboutit à la formation de grou- 

pements carbonyls (aldehydes, cétones.. .) que l'on peut doser par la 

réaction à la 2,4- dinitrophénylhydrazine (DNPH). A 1 ml d'échantillon 

à analyser sont ajoutés successivement 0,5 ml de TCA 4N et 1 ml de DNPH 

0,l ;O dans HC1 2N. Ce milieu réactionnel est incubé 5 minutes à 5O"C, 

puis on ajoute 2 ml d'éthanol absolu et 5 ml de NaOH (N). Le tout est 

centrifugé 3 minutes à 15.000 g afin d'éliminer le précipité protéique. 

La couleur brun-orange du surnageant est mesurée au spectrophotomètre à 

450 nM; 
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b) Dosage du malondiald&hyde par l'acide 2-thiobarbiturique : 

La peroxidation de l'acide linoléique et linolénique aboutit 

à la formation de malondialdéhyde (MDA). Le MDA libéré est dosé selon la 

méthode de STANCLIFF & c&. (1969). L a suspension lutoïdique (1 ml) est 

précipitée par 0,5 ml de TCA à 40 % et 0,25 ml de HC1 5N puis traitee 

par 0,5 ml d'acide 2-thiobarbiturique (TBA) à 2 %. Les échantillons sont 

alors placés 10 minutes dans l'eau bouillante sous reflux,puis refroidis 

dans la glace. Le précipité protéique est éliminé par centrifugation, et 

la couleur rose des surnageants mesurée à 532 nm (E = 155.000 M-1. cm-'). 

6 - Dosage des protéines : 

Après précipitation au TCA (ou au PCA)et centrifugation, les 

protéines sont rapidement lavées à l'éther, puis reprisespar 2 ml (ou plus) 

de NaOH N contenant 0,l % de Triton X-100. Elles sont incubées à tempéra- 

ture ambiante pendant 12 heures environ, puis dosées selon la methode 

LOWRY &;t &. (1951) en utilisant le sérum-albumine bovine pour effectuer 

la gamme étalon. 

7 - Mesure des pH : 

Les pH sont mesurés au moyen d'une électrode combinée semi- 

micro INGOLD ou BECKMAN, qualité "recherche", reliée à un pH mètre ORION 

(Modèle 701 A) à affichage digital, équipé d'un module de compensation 

de température. 

Les mesures directes du pH des compartiments cytosolique et 

vacuolaire du latex, sont effectuées immédiatement après la centrifuga- 

tion du latex à 4°C (70.000 x g, ou 150.000 x g, 40 minutes) selon les 

expérimentations. Le cytosol est prélevé par aspiration (seringue) et 

son pH immédiatement mesuré. Après élimination du surnageant (pâteux) 

constitué des particules de caoutchouc, le reste de cytosol est éliminé, 

le tube de centrifugeuse égoutté par renversement et la paroi du tube 

soigneusement essuyée (Kleenex). Dans le cas de mesures précises, la sur- 

face du culot est rapidement rincée par quelques ml de mannitol 0,3 M. 

Les culots sont alors soniqués pendant 30 secondes, dans un bain de glace, 

et le pH des lysats immédiatement mesurés. Dans certains cas la mesure 

du pH intralutoïdique a été effectuée après 3 lavages successifs du sé- 

diment par un tampon Hepes-Tris à pH 7,0, contenant du mannitol 0,3 M. 
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8- Mesures des teneurs en matière sèche du latex (TSC) : 

Les teneurs en matière sèche du latex sont déterminées par 

pesée de 0,5 ou 1 ml de latex, finement étalé dans des boites à tare, 

avant et après étuvage à 105°C pendant 24 heures (en présence de sili- 

cagel). 

VI - TECHNIQUES D’INCORPORATION DES MOLÉCULE§ RADIOACTIVES 

PAR LES LUTOÏDES INTACT§ : 

l- Conditions standards d'incubation : 

La plupart des expériences sont effectuées à pH 7,0 et à tem- 

pérature ambiante (25 à 27'C). 

Sauf indication contraire mentionnée dans le texte, le milieu 

d'incubation est généralement constitué d'un tampon isotonique (mannitol 

0,3 M) Hepes-Mes 50 mM ajusté à pH 7,0 par Tris, contenant MgS04 3mM, du 

molybdate d'ammonium 0,l mY et dans le cas de la détermination des A pH 

ou AY, respectivement de la méthylamine (0,l mM) ou du méthyltriphényl- 

phosphonium (Br-) 0,2 mM. 

La présence d'autres effecteurs et leurs concentrations sont 

indiquées dans le texte ou dans la légende des figures. 

2 - Mesure de la distribution transmembranaire des molécules lipo- 

philes : 

a) Cas de la technique de cinétique de dialyse en flot continu : 

La conception des appareils de cinétique de dialyse en flot 

continu et le principe de la méthode sont décrits dans un chapitre spé- 

cial (voir VII). Mentionnons simplement ici que cette technique permet 

de suivre en continu, la cinétique des variations des concentrations de 

marqueurs radioactifs dans le "milieu extérieur" d'une suspension d'or- 

ganites. Elle permet en particulier d'estimer les ApH et A'4 transtonoplas- 

tiques, dans la mesure où l'on détermine par ailleurs le volume interne 

des organites étudiées. Elle donne ainsi directement une estimation des 

A pH et AY , et permet de calculer les pH intravacuolaires par simple 

différence, si l'on connait le pH du milieu d'incubation extérieur. C'est 

généralement le cas, le milieu d'incubation étant fortement tamponné 

(50 mM minimum) d'une part, et l'on en contrôle périodiquement la valeur 

(pH mètre) au cours des expérimentations, d‘autre part. 
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Les lutoïdes sont mis en suspension dans le tampon standard, 

par quelques pipettages doux. Leur concentration dans la suspension est 

en général de l'ordre de 12 à 15 % (p/v). Sauf cas particulier, le milieu 

de préincubation est dépourvu de tout effecteur énergétique. 

La suspension est préincubée 20 minutes (sur agitateur orbi- 

tal, à faible vitesse), à température ambiante, en présence d'environ 

3,3 pci.ml 
-1 

des sondes radioactives 
14 

C-méthylamine, 
14 

C-méthyltriphényl 

phosphonium, 
14 

C-thiocyanate ou 
86 

Rubidium, ou encore de 10 pci.ml -' de 
3 

H-tetraphényl phosphonium. C'est le temps que nous avons jugé nécessaire 

pour que soit atteint, avec sureté, l'équilibre de distribution de la plu- 

part des sondes utilisées. Lorsque plusieurs expériences sont réalisées 

simultanément, la quantité de suspension nécessaire à l'ensemble des ex- 

périences est préparée et marquée d'une façon homogène. Après la période 

de préincubation, des fractions de 3 ml sont réparties dans chaque appa- 

reil de dialyse. 

b) Cas de la technique dite "de centrifugation" : 

Les lutoïdes mis en suspension dans le tampon standard (10 

à 15 % P/V> sont préincubés 20 minutes, a température ambiante en présence 

de 0,l pci.ml 
-1 

de sondes radioactives marquées au 
14 C où de g6Rb+ , ou en- 

tore de 0,3 pci.ml 
-1 

de sondes tritiées. 

La suspension est répartie à raison de 2,5 ml dans des tubes 

de centrifugation à usage unique préalablement tarés. Les différentes mo- 

lécules effectrices sont ensuite ajoutées. Les volumes sont ajustés d'une 

façon homogène par du tampon. Après 20 minutes,les incubations sont arrêtées 

en plongeant les tubes dans de la glace fondante, et centrifugation immé- 

diate (30.000 x g, 10 minutes). Dans le cas de la mesure des activités pompe 

à protons, dépendante de l'ATP-Mg, les incubations sont arrêtées grâce à 

l'addition de NEM (500 pM final) qui bloque instantanément l'activité ATPase 

et la pompe à H+ qui lui est associée, sans pour autant modifier les gra- 

dients de protons ou de potentiel transtonoplastiques initiaux ou nouvelle- 

ment engendrés (GIDROL, 1984). Les essais sont réalisés en 2 exemplaires, 

au minimum. 

- Après centrifugation, une partie de surnageant de chaque tube 

est prélevée (1 ml), le reste est éliminé. Les tubes sont alors soigneuse- 

ment égouttés, leur paroi essuyée, et le poids du culot déterminé. Les cu- 

lots lutoîdiques sont alors repris par 500 nl de Triton X-100 (0,l %) acé- 

tate 25 mM pH 4,5, puis vigoureusement agités, et incubés environ une heure 
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à température ambiante afin d'obtenir un lysat parfaitement fluide. Enfin 

la totalité du lysat est transférée dans les fioles à scintillation, et 

les tubes "1avés"à 2 reprises par 2,5 ml de solution scintillante, eux- 

mêmes transvasés dans les fioles de scintillation correspondante. 

La radioactivité des surnageants est comptée sur des prélè- 

vements de 250 ou 500 ~1, complétés dans les fioles respectivement par 

750 ou 500 ~1 de Triton X-100,acétate. 

3 - Estimation des volumes intravacuolaires : 

Les estimations des volumes intravacuolaires sont effectuées pa- 

rallèlement mais indépendamment des mesures de distribution transmembranaire 

des autres solutés. Pour chaque expérience (en cinétique de dialyse ou par 

centrifugation) une partie de la suspension lutoïdique est incubée en pré- 

sente d' 
3 

Hz0 CO,3 uCi.ml-') et de 14G-inuline (0,l pCi.ml-') en présence 

d'inuline non marquée (0,3 mM), pendant 20 minutes au minimum. Des frac- 

tions de 2,5 ml sont ensuite réparties dans des tubes de centrifugation 

et centrifugées à 30.000 x g pendant 10 minutes. Les fractions surnageante 

etsedimentéesontensuite traitées comme explicité dans le paragraphe précé- 

dent traitant de la technique de centrifugation. 

Le principe du calcul des volumes intra-organites repose sur 

deux postulats (RRIJNGOUD et TAGER, 1973) : 

- l'eau tritiée se distribue uniformément entre les divers com- 

partiments, et sa pénétration au travers de la membrane lutoïdique ne dé- 

pend d'aucun processus actif. Elle est supposée procéder d'une simple dif- 

fusion transmembranaire jusqu'à l'équilibre. Nous avons vérifié la validi- 

té de ce postulat : l'équilibre est atteint apr&s environ 10 à 12 minutes 

d'incubation. Ainsi, à l'équilibre, la quantité d'eau tritige permet d'é- 

valuer le "volume liquide total" du culot de centrifugation. 11 correspond 

à la somme des volumes intersticiel et intraparticulaire, à l'exclusion 

du volume membranaire. 

- les macromolécules inertes (Dextran ou inuline) sont supposées 

ne pas pénétrer à l'intérieur des organites, et ne pas s'adsorber sur les 

structures membranaires étudiées. Nous avons vérifié que c'est le cas de 

l'inuline pour les lutoïdes. L'inuline constitue donc un marqueur imper- 

méant permettant de quantifier le volume intersticiel, c'est-à-dire la 

contamination du culot par le milieu d'incubation extérieur aux organites. 

Le volume intralutoïdique pourra donc être estimé à partir de la 

détermination : 



151 

- du volume liquide total du culot, appelé "espace eau" (E(H20)) 

marqué par l'eau tritiée ; 

- du volume intersticiel marqué par la C 
14 

-inuline, appelé "espace 

inuline" (E(In)) 

Le volume intralutoïdique (Vi) correspond donc à : 

Vi = E(H20) - E(k) 

en notant : 

vs : le volume connu (en ~1) de la prise de comptage du surnageant; 

Hs : les dpm3H enregistrés dans la prise de comptage du surnageant; 

cs : les dpm 14, II If VI 11 1, II 
; 

et : 

HC : les dpm 3H enregistrés dans la totalité du culot; 

cc : les dpm 14c II 11 II 1, 
; 

Si la solution que constitue le surnageant est parfaitement homogène : 

Vs = Hs = Cs 

On détermine alors les "espaces eau" et "espace inuline" du culot : 

E (H20) = + l vs cs 
et E (In>= - l Vs 

cs 

Le volume intralutoïdique (Vi) est calculé en appliquant la formule : 

HC cc 
Vi = E (H20) - E (In) = --- . vs exprimé en ~1 

Hs CS 

Le calcul des volumes intralutoïdiques corrigés pour chaque tube 

par le poids du culot, et la détermination par ailleurs des quantités 

de solutés accumulées et de leur répartition entre les compartiments in- 

ternes et extemes,permettent la détermination des concentrations des 

sondes ou des solutés dans les deux compartiments. 
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5 - Préparation des échantillons pour les mesures de radioactivité : 

Les volumes des échantillons radioactifs à compter sont systéma- 

tiquement complétés à 1 ml par une solution de Triton X-100 (0,l %> conte- 

nant de l'acétate 25 mM à pH 4,5 (acidification afin d'éviter tout phéno- 

mène de chimie-luminescence à pH légèrement alcalin). 

Le milieu scintillant est composé, pour un litre au total, de : 

- 666 ml de toluène 

- 334 ml de Triton X-100 

- 5 gr de PPO (2,5-diphényl-oxazole) 

- 0,5 gr. de POPOP (1,4-diC5-phényl-oxazol-) benzène). 

On ajoute 1 volume de l'échantillon aqueux à 9 volumes de liqui- 

de scintillant. Les comptages sont effectués dans un compteur à scintilla- 

tion en phase liquide INTERTECHNIQUE SL-40, avec correction de quenching 

par étalon externe. 
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((DYALYSE A ECOULEMENT CONTINU,, 

I 

Réserve 
I 
---- 

tampon 

mm 

0 
+perturbation 

temps 

Schéma 1 : MISE EN EOUVRR D'UNE EXPERIMENTATION SELON LA TECHNIQUE DE 

"DIALYSE A ECOULEMENT CONTINU". 

Le Schkma ,Xk~;tre une CGC!%.L& de d.iapYb~ à Cicoul~ment co&inu vue en 
coupe. Le compan;timent d’incubabion nupé.h,ieuh, con;tenant une ntipetiion 
d’ohgti&?4 had.ioac;tive., est n@u& du eompa&t.i.mwt infJé.hni&uh, dam Re- 
yw.t ci.hcuRe à dii.bit con&ant Re Tampon de dialgeync, pti une membhane de. 
diaRyne. 
La radioactivité détectée dans l'effluent de dialyse, à la sortie du 
compartiment d'éc,oulement, est proportionnelle à la concentration du 
soluté radioactif libre du milieu extérieur de la suspension contenue 
dans le compartiment d'incubation supérieur. A l'équilibre on enregistre 
une cinétique décroissante de la radioactivité dans l'effluent, par 
suite de l'évacuation régulière d'une proportion constante des solutés 
traversant librement la membrane de dialyse. Toute perturbation entrai- 
nant, dans le milieu d'incubation, une diminution ou une augmentation 
de la concentration du soluté radioactif libre dans le milieu extérieur 
de la suspension, se traduit par des variations proportionnelles, et 
dans le même sens, de la radioactivité détectée dans l'effluent de dia- 
lyse. 
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VII -CONCEPTION ET REALISATION DES APPAREILS DE DIALYSE 

A FLOT CONTINU 

7) PRINCIPE 

La technique de cinétique de dialyse à écoulement continu a 

été mise au point par COLLOWICK et WOHACK (1969). Elle a été reprise par 

un certain nombre d'auteurs, dans le but d'étudier les flux transmem- 

branaires de divers solutés, à partir de vésicules membranaires d'E.Co.fi 

(RAMOS Et Ut. > 1976) de Pceacoccti dm.it@icam (KELL et a,& 1978), 

ou de particules submitochondriales (SORGATO & &. 1978). Cette méthode 

consiste à suivre, sur une même suspension, la cinétique d'évolution des 

concentrations d'un soluté particulier, dans le milieu extérieur au sein 

duquel baignent les particules membranaires. 

La cellule de dialyse est constituée de deux compartiments 

séparés par une membrane de dialyse de porosité définie, ne laissant pas 

passer les macro-structures biologiques (macro-molécules, vésicules mem- 

branaires, organites,...), mais par contre librement perméable aux solu- 

tés Etudiés. On définit ainsi deux compartiments : 

- 1 compartiment supérieur, appelé "compartiment d'incubation" 

contenant la suspension de matériel biologique, et dans lequel se réali- 

sent les expérimentations. La suspension y est maintenue sous agitation 

constante (mécanique ou magnétique). 

- 1 compartiment inférieur, séparé du premier par la membrane 

de dialyse, dans lequel circule, à débit constant, et sous agitation 

magnétique rapide, le tampon de dialyse. Le tampon circulant dans ce 

"compartiment d'écoulement", est de même composition que le tampon uti- 

lisé dans le compartiment d'incubation supérieur, afin de limiter les 

éventuelles perturbations de la dialyse, par des phénomènes autres que 

celui se rapportant aux solutés étudiés (seuls le matériel biologique 

et le marqueur radioactif sont absents). 

L'évolution des concentrations du soluté, analysé dans le tam- 

pon de dialyse effluant traduit indirectement les variations de contra- 

tion de ce même soluté dans le milieu extérieur de la suspension présent 

dans le compartiment d'incubation supérieur. 
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Photo 1 : DEUX TYPES DE CELLULE DE DIALYSE A ECOULEMENT CONTINU 

a> Cellule parallélipédique (dialyses multiples) 
b) Cellule cylindrique CI réponse rapide (dialyse 

automatique) 

Photo 2 : MONTAGE. DE QUATRE CELLULES DE DIALYSE EN PARALLELE 

POUR LES ANALYSES SIMULTANEES DE ROUTINE 

(Les prél&ements et les comptages sont effectués 
manuellement) 
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Ainsi, toute absorption (ou adsorption)du soluté par les struc- 

tures biologiques aboutit à une diminution de la concentration en ce so- 

luté libre dans le milieu extérieur de la suspension (tampon d'incubation) 

et se traduit par une diminution, normalement proportionnelle, de la con- 

centration de ce soluté, de l'autre côté de la membrane de dialyse, c'est- 

à-dire dans l'effluent de dialyse. Inversement, toute exorption (ou dé- 

sorption) du soluté, préalablement accumulé (ou fixé) par les structures 

biologiques, se traduit par une augmentation de sa concentration dans le 

milieu d'incubation, et donc dans le flot de dialyse. 

Généralement, des marqueurs radioactifs sont utilisés. Ils per- 

mettent une détection rapide et précise des phénomènes à observer. 

2) MONTAGE VE CELLULES DE VZALYSE, EN PARALLELE, POUR LES EXPERTENCES 

VE SERTES 

Les cellules de dialyse sont fabriquées au laboratoire. Elles 

sont constituées de deux blocs de résine polyester, rectangulaires,(sché- 

ma 1 et photos l-a et 2) , percés en leur centre d'un orifice cylindri- 

que, formant le compartiment d'incubation supérieur (volume = 6 ml), ou- 

vert aux deux extrémités, et un compartiment inférieur (volume = 2 ml) 

fermé à une extrémité. Ce dernier compartiment est percé, à mi-hauteur, 

de deux petits orifices opposés, munis de buses en téflon, constituant 

l'entrée et la sortie de l'écoulement continu. Lors de la mise en service 

de la cellule, les deux compartiments sont alors accolés, comprimés et 

verrouillés par un système de boulons et de pinces, en ayant pris soin, 

auparavant, de déposer un barreau aimanté dans le compartiment inférieur, 

et d'intercaler la membrane de dialyse prétraitée (30 min. à lOO"C, pH g,C), 

entre les deux faces dépolies, parfaitement planes. La surface d'échange 

entre les deux compartiments (membrane de dialyse) est d'envir I<I &,5 cm2. 

Une entrée de flot continu de chaque cuve inférieur . : st con- 

nectée à la réserve de tampon, et la sortie est reliée ZI ilnc pompe péris- 

taltique multicanaux, qui envoie les dialysats vers les collecteurs de 

fractions. 

Les cellules de dialyse prêtes à l'emploi sont alors fixées sur 

des agitateurs magnétiques de mêmes caractéristiques. ,iprès avoir pris 

soin d'éliminer toute bulle d'air dans le compartiment d'écoulement, le 

débit de chaque cellule est contrôlé, et éventuellement homogénéisé. 

L'échantillon à étudier est alors déposé dans le compartiment supérieur, 

et maintenu sous agitation mécanique douce (1 tour/seconde) durant toute 



Photo 3 : DETAIL DU MONTAGE DE L'APPAREIL DE CINETIQUE DE DIALYSE 

AUTOMATIQUE. 

La cellule de dialyse cylindrique à réponse rapide est fixée sur un 
micro-agitateur magnétique. Les‘aiguilles des 4 injecteurs programmés 
(programmeur au-dessus, hors de la photo) convergent dans le comparti- 
ment supkieur, au niveau de l'axe de l'agitateur mécanique situé au- 
dessus. L'effluent de,,dialyse est dirigé vers la pompe péristaltique 
qui envoie le liquide radioactif vers le mélangeur de scintillant, si- 
tué B l'arrière plan. La réserve de tampon de dialyse est également vi- 
sible à l'arrière-plan. 
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la manipulation (dans les montages en parallBle, les agitateurs sont cou- 

plés par un système de courroies). 

En routine, jusqu'à quatre (parfois six) cellules de dialyse 

sont mises en service simultanément (photoZ.).Ces montages en parallèle 

permettent ainsi, de réaliser, à partir d'une même suspension homogène 

au départ, en même temps, des expériences de contrôle, d'inhibition et 

d'observation des phénomènes recherchés, dans des conditions expérimen- 

tales aussi homogènes que possible. 

L'addition des effecteurs et l'analyse des effluents sont dans 

ce cas effectuées manuellement, pour chaque motif expérimental. 

3) REALiSATiON D'UNE CELLULE DE DIALYSE, ENTIEREMENT AUTOMA7-7SEE 

Les expériences de dialyses multiples, en parallèle, offrent un 

avantage méthodologique énorme lorsque l'on désire réaliser simultané- 

ment des cinétiques détaillées sur plusieurs motifs expérimentaux, dans 

des conditions aussi homogènes que possible. Elles permettent en l'occu- 

rente des manipulations comparatives, avec motifs de contrôle, permet- 

tant les quantifications ultérieures. Cependant cette méthode manuelle 

nécessite la présence quasi-constante de l'expérimentateur à proximité 

du montage. Par ailleurs, les analyses chimiques et comptages radioac- 

tifs, sont effectués à partir de fractions des dialysats prélevéesmanuel- 

lement, traitées, puis comptéesultérieurement. Les résultats ne sont donc 

pas accessibles immédiatement. Enfin, en l'absence d'expériences préli- 

minaires permettant d'évaluer la cinétique même approximative caractéri- 

sant l'installation d'un nouvel état d'équilibre consécutif à l'addition 

d'un substrat ou effecteur, les additions séquentielles de nouveaux ef- 

fecteurs, peut donner lieu B des perturbations cumulatives des équili- 

bres et donc à des interprétations erronées. 

Nous avons donc mis au point un montage de dialyse à écoulement 

continu, entierement automatisé, permettant d'une part de visualiser ra- 

pidement (3 à 4 minutes) les phénomènes engendrés par l'addition des 

substrats ou effecteurs testés, et d'autre part d'injecter automatique- 

ment ces substrats ou effecteurs dans le compartiment supérieur d'incu- 

bation, en absence de tout manipulateur (injection automatique program- 

mée). Le montage se compose donc (photos3,4 et 5): 

- d'une série d'injecteurs (jusqu'à 8) dont la mise en service 

est déclenchée par l'action d'un mécanisme électromagnétique, libérant 
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Photo 4 : DETAIL DU MONTAGE DE LA CELLULE DE DIALYSE AUTOMATIQUE 

La cellule de dialyse B,réponse rapide est fixée sur un micro- 
agitateur-magnétique. On aperçoit la membrane de dialyse séparant 
les 2 compartiments, ainsi que l'entrée et la sortie par lesquel- 
les circule le tampon de dialyse, dans le compartiment inférieur. 

Photo 5 : VUE D'ENSEMBLE DU MONTAGE DE L'APPAREIL DE CINETIQUE 

DE DIALYSE AUTOMATIQUE 

On notera B l'arrière-plan : la cellule de comptage en continu 
(sortie du spectrophotomètre à scintillation), le détecteur d'é- 
coulement continu, et le coupe circuit de sécurité qui lui est ' 
couplé, placé au premier plan. 
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le piston de chaque seringue, selon une séquence temporelle program- 

mée électroniquement (déclenchement simultané ou non de plusieurs serin- 

gues ; intervalles de temps réglables, fixes ou variables selon le pro- 

tocole expérimental). Les injecteurs préalablement chargés de leurs ef- 

fecteurs, sont fixés au-dessus de la cellule, de façon à ce que leurs 

aiguilles convergent à la surface de la suspension, à proximité de l'axe 

de l'agitateur relatif (photos 3 et 4). 

- d'une cellule en plexiglnss "à réponse rapide" (volume du 

compartiment d'écoulement du dialysat réduit à 0,8 ml), fixée sur un 

micro-agitateur magnétique. Le compartiment d'incubation supérieur est 

maintenu sous agitation douce par un agitateur rotatif à palette inclinée 

(1 tour/seconde) (photos lb et 4). 

- l'écoulement du tampon de dialyse est assuré par le fonction- 

nement d'une pompe péristaltique à débit finement régulé (2,5 ou 3 ml/ 

minute), et fonctionnant en aspiration au-travers de la cellule (photo 3). 

- en sortie de pompe, le dialysat contenant le soluté radioactif 

est alors éventuellement séparé en deux parties ; l'une est soit évacuée 

directement dans un collecteur de déchets radioactifs, soit récupérée par 

un collecteur de fractions (pour analyses ultérieures, ou vérifications). 

L'autre partie (0,5 ou 1 ml/min) est dirigée vers un mélangeur automa- 

tique en continu, de liquide scintillant (rapport volumes : scintillant/ 

dialysat radioactif aqueux = 7,5)(photo 5j; 

- le mélange scintillant radioactif est alors amené, par un 

tube souple résistant aux solvants organiques, vers une cellule de comp- 

tage en continu (serpentin en quartz),installée dans un compteur de 

scintillation en phase liquide (Intertechnique) ; 

- le mélange analysé, est enfin évacué vers le colIls,*teur de 

déchets radioactifs (photo 5). 

- le système est protégé: d'éventuelles fuites, surpressions, ou 

collematage, par un détecteur d'écoulement continu, relié à un rupteur, 

coupe circuit des pompes, et à une électrovanne,coupant l'alimentation 

de la cellule de comptage (noté "sécurité" sur la photo 5); 

- les résultats des comptages de radioactilrité sont simultané- 

ment enregistrés sur en enregistreur (muni d'un convertisseur exponen- 

tiel) à partir de la sortie "ictomêtre" du compteur, et leur intégration 
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Figure 5 : VARIATIONS PROPORTIONNELLES DE LA RADIOACTIVITE RETROUVEE 

DANS LE DIALYSAT (COMPARTIMENT INFERIEUR) EN REPONSE AUX DILUTIONS 

RELLES DE LA RADIOACTIVITE SPECIFIQUE EFFECTUEES DANS LE COMPARTIMENT 

SUPERIEUR DE LA CELLULE DE DIALYSE. 

Les dilutions de la radioactivité spécifique, dans le compartiment supé- 
rieur d'incubation, ont été effectuées par des additions successives de 
quantités connues de tampon (contenant de la méthylamine non radioactive 
100 PM). Les résultats sont exprimés en % de la radioactivité retrouvée 
à l'équilibre dans le dialysat (ordonnées), et en % de la dilution réelle 
de la lk-méthylamine dans le compartiment d'incubation (abscisses), par 
rapport aux valeurs initiales respectives (avant toute dilution) de la 
radioactivité dans chaque compartiment. 
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(cpm> imprimée toutes les minutes, en même temps que la correction de 

quenching éventuel. 

4) CARACTERTSTlQUES DES CTNEJQUES VE VlALYSE 

a1 TCtnpA de hcponne. : 

L'analyse des courbes de cinétique de dialyse, pour les ex- 

périmentations décrites dans notre mémoire, montre que le temps de répon- 

se moyen de notre appareillage est inférieur à 2 minutes. Il correspond, 

pour majeure partie, au temps nécessaire au dialysat pour aller de la 

cellule de dialyse (entrée) jusqu'au collecteur de fraction ou à la cel- 

lule de comptage en continu, via les systèmes de pompage. 

Dans nos conditions expérimentales, les cinétiques de dialyse, 

sur des temps longs, sont légèrement curvilinéaires descendantes. Elles 

peuvent être cependant considérées comme linéaires sur des tranches de 

70 à 80 minutes. 

c 1 PhopohtionvdLt6 : 

Des expériences de dilution de radioactivité, effectuées par 

des additions de volumes connus de tampon, dans le compartiment supérieur 

de la cellule de dialyse, montrent que toute variation de concentration 

dans le "milieu d'incubation" se traduit par une variation quasi-propor- 

tionnelle de la radioactivité apparaissant dans le dialysat. Ainsi 

(fig. 5) pour des dilutions inférieures à 75 % de la concentration ini- 

tiale, nous pouvons considérer que la "réponse radioactivité dans le 

dialysat" est proportionnelle à la dilution réelle (l'écart à la propor- 

tionnalité est inférieure à 8 %, pour une dilution de 75 %>. 

En pha;tiyu~, tout phénom&~ d’ab~ohption (ou d'adnohptionl , 

cohheAnponda& à une i.mmobiLkAion den tno&.cukkn hadioactiv~A, dia~yna- 
b.&n U. R’Q~LZ Llbhe dam & CUVQ nup&&uhe, ne tiadutia pu.4 une clzute. 

yuuni-phopoh~onn~~~cL dg la hudioactivkL6 duMn le d~ak$na~. lwQnzrentW~, 

titout ph&zomCne. aboutincuzrt uu hekhgage du hadioC&ecz& daw Lc mi.k%u 

d’incubuLion, ne tiadutiu pa.h une augmenfaLLon phopohtiovlvl~-@~ de la 

hadioacLivi.Qi dmh 1’ czfj fi&m~t de dia.&h~. 
Dans le cas de très fortes absorptions ( > 75 %>, l'estima- 

tion quantitative sera faite par excès. Par contre, dans le cas de très 
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faibles mouvements de radioéléments ( i 5 à 10 %), et surtout en présence 

de macro-structures biologiques (lutoïdes,...) qui peuvent parfois passa- 

blement perturber la régularité des cinétiques de dialyse, l'estimation 

sera très aléatoire, souvent par défaut. Aussi, nous ne tiendrons pas 

pour significatives,les variations de comptage inférieures à 5 ou 7,5 % 

autour de la pente moyenne initiale des cinétiques. 

Enfin, cette proportionnalité satisfaisante des réponses de 

dilutions, permet le calcul simple des corrections, à apporter lors de 

la quantification des phénomènes observés, tenant compte des dilutions 

engendrées par les additions successives des substrats et effecteurs. 

5) HZSE EN OEUVRE, DESCRTPT70N ET 7NTERPRETATZON DES CiNET72UES DE 

UTALYSE 

De manière générale, la suspension isotonique de lutoïdes frais 

(10 à 15 % en poids) est préincubée en présence des sondes radioactives 

(3 à lOiCi mlwi). P our qu'une sonde soit utilisable en tant que telle, 

il, est nécessaire que celle-ci traverse et atteigne rapidement un équi- 

libre stable de part et d'autre de la membrane biologique. C'est le cas 

pour les lutoïdes puisque toutes les sondes testées (14C-méthylamine, 

3H TPP+ ou MTPP+, 14C-SCN et 86Rb++ valinomycine),dans des expériences 

préliminaires décrites plus loin atteignent un équi1ib.re de répartition 

de part et d'autre du tonoplastelutoïdique frais, après environ 5 à 7 

minutes d'incubation. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par 

MARIN (1981), à partir de vésicules lutoïdiques. Cependant, par souci 

de sécurité, nous avons systématiquement effectué des préincubations de 

20 minutes, au minimum, avant de répartir les suspensions marquées (3 ml) 

dans chaque compartiment d'incubation des cellules de dialyse. 

Après introduction de la suspension radioactive, et après moins 

de 2 minutes de latente, correspondant au temps de réponse de l'appareil, 

la radioactivité apparaît dans l'effluent. Celle-ci atteint un équilibre 

de distribution, de part et d'autre de la membrane de dialyse, en moins 

de 3 à 4 minutes. Dans les fractions suivantes, la quantité de radioac- 

tivité diminue lentement et régulièrement, selon une cinétique considé- 

rée comme linéaire sur des temps suffisamment courts.L'évacuation conti- 

nue de la radioactivité par le flot de dialyse correspond, en moyenne, 

à une disparition d'environ 10 % de la radioactivité initiale par heure 

(voir par exemple la figure 6 ). 
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Les différentes additions de substrats ou effecteurs sont effec- 

tuées le plus souvent à des intervalles de 20 à 30 minutes, de façon à ce 

que soit atteint avec certitude un nouvel équilibre stable de dialyse. 

En fin d'expérimentation, les lutoïdes sont systématiquement 

lysés par l'addition de Triton X-1.00 (0,l % final) (RIBAILLIER, 19721, 

afin de libérer dans le milieu extérieur, toute la radioactivité que ces 

organites ont accumulée, sous forme libre, tout au long de l'expérimen- 

tation. 

La quantité. de radioactivité absorbée (ou exsorbée) lors de 

l'addition &sc divers effecteurs et substrats, est déterminée en effec- 

tuant la ('i,'térence de la radioactivité présente dans une fraction don- 

née de l'eifluent de dialyse, au cours d'une phase ou la cinétique a at- 

teint un état d'cquilibre stabilisé (avant l'addition de Triton), et la 

quantité de radioactivité qu'il y aurait eu dans cette même fraction si 

le Triton avait été présent tout au long de l'expérimentation. Vu la 

quasi-linéarité des cinétiques, cette dernière est estimée par extrapo- 

lation, vers les temps zéro, de la radioactivité libérée (à l'équilibre) 

après l'addition de la dose lytique de Triton. Les volumes intralutoïdi- 

ques déterminés par ailleurs, et le volume connu du milieu extérieur per- 

mettent de calculer les concentrations du soluté considéré, de part et 

d'autre du tonoplaste. 
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REGULATION DU PH CYTOSOLIBUE PAR LE TONOPLASTE LUTOIDIQUE 

A- NATURE ET COMPOSANTES DU GRADIENT DE PROTONS TRANSTONO- 

PLASTIQUE LUTOÏDIQUE 

l- LA MÉTHYLAMINE : SONDE LIPOPHILE ADÉQUATE POUR LA 

MESURE DU GRADIENT DE PROTONS TRANSTONOPLASTIQUE 

LUTOÏDIQUE : 

71 GENERALITES : 

La taille réduite des lutoïdes (5 à 10 prn en moyenne) interdit 

l'utilisation de micro-électrodes pour en mesurer les cinétiques d'évo- 

lution de leur pH interne. Dans ce cas, la technique de distribution 

d'une sonde ionique lipophile radioactive ou fluorescente, s'avere une 

des seules méthodes techniquement aisée à mettre en oeuvre (ROTTENBERG, 

1979 ; GILLIES et DEAMER, 1979...). 

Le choix de la molécule indicatrice est fonction de La valeur 

du pH interne du compartiment étudié. En tant que sonde radioactive on 

utilise couramment la 14C-méthyl-amine (MeA), base faible s'accumulant 

dans les compartiments cellulaires les plus acides (ROTTENBERG et al., 

1972 ; REINJGOUD et TAGER, 1973 ; KURKDJIAN et GUERN, 1981 . ..). ou un 

acide faible comme la diméthvl-oxazolidine-2,4-dione (DMO) qui s'accu- 

mule dans les compartiments les plus basiques (WADDEL et BUTTLER, 1959). 

Etant donné le caractère acide du compartiment lutoïdique, nous 

avons choisi la MeA pour mesurer les gradients transmembranaires de H+ 

développés au niveau du tonoplaste lutoïdique intact. 

Il convient toutefois, de vérifier la vali'dité de la méthode 

utilisée, pour chaque type de cellule ou organite à étudier. D'une part 

la sonde utilisée doit atteindre rapidement un équilibre de part et 

d'autre de la membrane biologique, etelle ne doit pas faire, d'autre 

part, l'objet d'un transport actif, susceptible d'être catalysé par des 

récepteurs membranaires plus ou moins spécifiques. Notons, par exemple, 

que selon l'équipe de SMITH, il existerait un transporteur uniport des 

formes ionisées de la DM0 et de la MeA, au niveau du plasmalemme et du 

tonoplaste des Characées (WALKER et SMITH, 1975 ; SMITH et WALKER, 1976 ; 

RAVEN et SMITH, 1978 ; DE MICHELIS et al.,l$?o) 
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21 PRZNCZPE DE LA METffODE : 

L'estimation des A pH transmembranaires par la méthode de dis- 

tribution de la MeA, est basée sur la particularité qu'ont les amines 

lipophiles, de pI< adéquat, de s'accumuler dans les compartiments cellu- 

laires les plus acides. 

Elle consiste donc à mesurer la distribution de l'amine marquée 

entre deux compartiments et à calculer le A PH, en admettant que la 

concentration de l'amine non chargée (R-NH2) est identique dans les deux 

compartiments, ceci grâce à la libre diffusion transmembranaire de cette 

forme. Seule l'amine protonée (R-NH;) est retenue dans le compartiment 

le plus acide (ROTTENBERG et al., 1972 ; REIJNGOUD et TAGER, 1973). 

Dans la mesure où la constante de dissociation de l'amine cKRNH2> 

est identique dans les deux compartiments, on peut écrire : 

CH+) . (RNH~);~ 
in 

CH+> . (RNH2) 
ex ex 

RRNH = 
= 

2 
(RNH~+) 

in 
(RNH~+) 

ex 

équation dans laquelle les indices "ex" et "in" correspondent 

respectivement au milieu extérieur et au milieu interne (intralutoïdique). 

A l'équilibre, la forme perméante (RNH~) est supposée être à 

equi-concentration de part et d'autre de la membrane. Il s'en suit que 

(~NH21~x = (RNH~)~~ . 

il en découle que 

et donc : 

on obtient alors 

CH+> in 

CH+> in ( RIW3+ > in 

CH+> ex (RNH~+)~~ 

CH+> in log (RNH3+)in 

log ~ = 

(H+I (RNH~+)~~ 
= pH ex -pH in = ApH 

ex 
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3) VALIDITE DE LA METHOUE VANS LE CAS DES LUTOTDES : 

a) NC&LW du phénomGne d’aecumuk7ution dc fa tn&?F.hy&ninc : 

Lorsque à concentration constante en méthylamine dans le milieu 

on fait varier la concentration en lutoïdes, c'est-à-dire le volume intra- 

vacuolaire (tableau 2-a), on ne constate pas de variation significative 

dans le rapport d'accumulation de la sonde (exprimée en concentration). 

Il en est de même (tableau 2-b) lorsqu'à concentration constante en 

lutoïdes (volume intra-vacuolaire constant), on fait varier la concentra- 

tion en méthylamine dans le milieu d'incubation. 

Tableau 2-a : EFFETS DES VARIATIONS DE LA CONCENTRATION EN LUTOIDES 

SUR LE RAPPORT D'ACCUMULATION DE LA METHYLAMINE (MeA). 

Volume intra-lutoïdique (~1) (MeA) in(MeA)ex APH 

98 10,81 1,03 

165 9,51 0,93 

252 9,55 0,98 
351 11,75 1,07 

Tableau 2-b : EFFETS DES VARIATIONS DE LA CONCENTRATION EN METHYLAMINE, 

SUR LE RAPPORT D'ACCUMULATION TRANSTONOPLASTIQUE DE LA SONDE. 

Concentration MeA (PM) (MeA) ;,(MeA) ex APH 

10 lo,96 1,04 

25 8,91 0,95 

50 13,18 1,12 

100 10,80 1,03 

CU obne.wartionn Gzdiiyuent que. R’accumulation de .5x aonde. à 

fi+ pti &CA Cu.tofC$en CL& enneticflement aMnibuab.& à Ru rn.he en place 

d’un w~nL&zbk?~ équitibne de concentia;tion de pu.~& et d’autic de Lu mcm- 

bnane .5cto~dhp~, p&.&ôt qu’ù den ph&zomènc?n d’adnoqtion nwr den niten 

metnbnana&s extewzen. C!L&? dennitine dve.ntiU~ cuzait en e-db& don& 

Lieu à du ptocennu~ de ~alw&-ion. 

La figure 6 rend compte de l'allure typique des cinétiques 

de dialyse, telles que nous les avons couramment obtenues au moyen de 

notre appareillage. 
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Figure 6 : ACCUMULATION DE LA 
14 C-MRTHYLAMINE PAR DES LUTOIDES INTACTS 

EN SUSPENSION DANS UN TAMPON ISOTONIQUE. MOUVEMENTS DE LA SONDE A H+ 

INDUITS PAR DES VARIATION§ CONTROLEES DU pH DU MILIEU D'INCUBATION. 

ilexpérience a été initiée par l'addition, au temps zéro, de 15 uCi de 
C-méthylamine dans le compartiment supérieur de la cellule de dialyse 

contenant 2,5 ml du tampon d'incubation isotonique à pH 7,45. Les flè- 
ches indiquent successivement l'addition de 0,5 ml d'une suspension de 
lutoïdes concentrée (volume interne : 347 ul) (Lut.), ajustée à pH 7,45 
(-.-.-. 3, puis des alcalinisations(OH-) du milieu d'incubation pro- 
voquées successivement par l'addition de NaOH (0,5 N), puis de Tris 
CO,5 M), suivies d'acidifications induites par HC1 (0,5 N), puis Hepes 
(0,5 M).Le pH du milieu est contrôlé directement au moyen d'une électro- 
de de pH (-• l -•*-•*-). L'expérience est terminée par l'addition d'une 
dose lytique de Triton X-100 (0,l % final). Le tracé en pointillés et 
symboles vides (a**O**-•O---) représente une cinétique de dialyse réa- 
lisee dans les mêmes conditions mais en absence de lutoïdes. Toutes les 
valeurs de radioactivité ont été corrigées en fonction des dilutions 
successives d'après la figure 5). 
La différence des niveaux de radioactivité entre les deux cinétiques 
après l'addition du Triton, s'explique par le "piégeage" de la sonde, 
au sein des lutoïdes, au cours de la cinétique de dialyse. Ainsi, la 
méthylamine moins concentrée dans le milieu extérieur de la suspension 
se trouve moins intensément évacuée dans l'effluent de dialyse (l'éva- 
cuation de la radioactivité est de l'ordre de 10 % .h-1). 
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Les deux expériences illustrées dans cette figure, sont initiées 

(temps zéro) par l'addition de 
14 C-méthylamine dans la cuve d'incubation 

contenant le tampon seul (en absence de lutoïdes). Lorsqu'après 20 minu- 

tes, un équilibre suffisamment stable est atteint de part et d'autre de 

la membrane de dialyse, une suspensjon de lutoldes concentrée ajustée à 

pH 7,0, est ajoutée dans l'une des cellules de dialyse. La présence de 

lutoîdes intacts induit une chute rapide, et de forte amplitude, de la 

radioactivité mesurée dans l'effluent. Se référant aux résultats rappor- 

tés ci-dessus, cette disparition de la méthylamine libre du milieu d'in- 

cubation, correspond à une accumulation vraie (absorption et non a.!sorp- 

tien) de la sonde à H+, à l'intérieur du compartiment lutoïdique, en rai- 

son de l'acidité caractérisant l'intérieur de ces organites. L'équilibre 

de la répartition transtonoplastique de la sonde est atteint en 6 minutes 

environ. 

La méthylamine s'accumule donc bien dans le compartiment le 

plus acidebde la suspension, et l'équilibre de sa distribution est atteint 

suffisamment rapidement de part et d'autre de la membrane lutoïdique. L'al- 

canisation contrôlée du milieu d'incubation, par l'addition de petites 

quantités de bases minérale (NaOH) ou organique (Tris concentré), con- 

duit à une accumulation plus forte de la MeA dans le compartiment vacuo- 

laire (fig. 6). 

Par contre, des acidifications provoquées par l'addition d'HC1 

ou d'Hepes (concentré), aboutit à une augmentation de la radioactivité 

dans l'effluent de dialyse. Ce fait traduit donc une libération de la 

sonde de pH préalablement accumulée au sein des lutoïdes, attribuable à 

la diminution du gradient de pH transtonoplastique. 

En enfumé, touts vatriaXion du ghadient thamtav~op&st&.~~ dc 

phoxoVL5 ne Sradtit pan uncz vmia;tion, dam k?a rn&ne dihmtion, de l’accu- 

mu&tian de la m~;thylamine CLU ne.in du compcur;timent 5aEoidique. 

La lyse des lutoïdes, provoquée par l'addition de Triton X-100 

aboutit au relargage complet, dans le milieu d'incubation, de la méthyla- 

mine restant encore accumulée au sein des lutoïdes. 

L'estimation des concentrations de méthylamine dans chaque com- 

partiment permet d'évaluer les variations de pH intralutoïdique et de 

gradient de protons transtonoplastique, induites par les modifications 

contrôlées du pH du milieu d'incubation. Les résultats sont rapportés 

dans le tableau 3. 
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c---  ̂ -..--- .---- 

pli 
extérieur 

PH 
interne 

effecteurs 
_-__ ,..__ --. . .._ --..-_ - ._--~- - 

6,O 5,55 0,45 + H+(Hepes) 

695 5,68 0,82 + H+(HCl) 

7 ,o(x) 5,805 1,19 

7,5 5,835 1,66 + OH-(NaOH) 

8,O 5,95 2,05 + OH-(Tris) 
_--- ._---- - - . . _ - 

tableau 3 : Variations du pH intralutoïdique et du gradient 
de pH transtonoplastique, lors de modifications contrôlées du 
pH du milieu d'incubation .Les données sont tirées de la fig.6. 
(x):pH initial de la suspension) 

Notons que, lorsque le pH du milieu d'incubation extérieur est 

neutre (pH 7,0), les valeurs de pH intralutoïdique et de A pH transto- 

noplastique déterminées, irl VifXO, par la distribution de la 
14 C-Méthy- 

lamine, sont du même ordre de grandeur que celles mesurées à l'aide 

d'une électrode de pH, sur du cytosol et des lutoïdes (traités aux ultra- 

sons) isolés à partir du latex frais, par ultracentrifugation. En effet, 

à des pH du cytosol laticifère de 7,0 correspondent généralement des pH 

intralutoïdiques, établis &l ViVO, compris entre 5,55 et 5,85 (CRETIN, 

1979-a ; EROZOZOWSKA-HANOWER et al. 1979). 

41 CONCLUSION : 

Les différents résultats décrits ci-dessus nous incitent à con- 

clure que la méthylamine se comporte comme un excellent indicateur de 

A pH transtonoplastique pour les lutoïdes intacts,fraîchement isolés 

du latex. En ce sens, nos résultats sont pleinement en accord avec ceux 

rapportés par MARIN (1981) concernant les vésicules tonoplastiques re- 

const;tuées 3 partir de lutoïdes lyophilisés. 

En outre, la technique de dialyse mise en oeuvre nous semble 

parfaitement adaptée à l'étude cinétique des flux transtonoplastiques 

de la sonde. L'estimation parallèle des volumes intravacuolaires nous 

permet d'obtenir des estimations quantitatives des phénomènes observés, 

concordant avec les résultats obtenus par ailleurs, au moyen de techni- 

ques expérimentales différentes. 
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En effet, contrairement aux mesures de pH vacuolaires effectuées 

sur des cellules entières d',A,cu (KURKDJIAN et GLJERN, 1981>, la détermi- 

nation du pH intralutoïdique par la distribution de la méthylamine entre 

le compartiment vacuolaire et son milieu environnant, donne des résultats 

similaires à ceux directement mesurés au moyen d'une électrode sur des 

lutoïdes fraîchement isolés du latex et traités aux ultrasons. 

II- ESTIMATICN DES GRADIENTS DE PCTENTIEL ELECTRIQUE 

TRANSTONOPLASTIQUE LUTOÏDIQUE : 

JI GENERALITES : 

La distribution asymétrique d'ions imperméants de part et 

d'autre d'une membrane engendre un gradient de potentiel transmembranai- 

r-e (AY>. L'existence d'ions perméants au sein de la suspension d'organi- 

tes membranaires donne lieu à l'établissement d'un équilibre de DONNAN. 

En effet, les charges imperméantes négatives fréquemment portées par des 

macro-structures biologiques internes aux organites, telles les protéines 

et surtoutles phospholipides à caractère acide, tendent à être neutrali- 

sées par l'accumulation d'un nombre équivalent decontre-ions positifs. 

Si ces ions sont suffisamment pennéants, ils engendrent un potentiel élec- 

trique transmembranaire, ceci grâce à leur tendance à diffuser dans le 

sens de leur gradient de concentration, c'est-à-dire vers l'extérieur du 

compartiment délimité par cette membrane. Il s'établit donc un équilibre, 

appelé "équilibre de DONNAN", pour lequel le gradient de potentiel trans- 

membranaire se trouve exactement compensé par le gradient de concentra- 

tion des contre-ions mobiles. De ce fait, la condition nécessaire pour 

qu'un ion pennéant donné se distribue de part et d'autre d'une membrane 

grâce à la seule intervention d'un équilibre de DONNAN, est que le poten- 

tiel électrochimique de cet ion (pi) soit identique de part et d'autre 

de la membrane. L'expression thermodynamique de cette condition se tra- 

duit par l'équation dans laquelle A jïi correspond à un gradient électro- 

chimique transmembranaire de l'ion considéré (Equation de NERNST) : 

APi= Z F AY + RT In ~ = o (ilin 

soit RT In (i)in AY=- 5. 
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où : Z correspond. à la valence de l'ion : 

R,T et F ont leur signification thermodynamique habituelle 
(respectivement : constante des gaz parfaits, température 

absolue et équivalent de Faraday). 

A Y correspond à la différence de potentiel transmembra- 
naire: 

(ilin et (il,, sont les activités internes et externes de 

l'ion i. 

Dans le cas particulier où la membrane offre une certaine per- 

méabilité aux protons, l'équation peut s'appliquer à cet ion : 

Afi H+ =FAY+RT ln CH+> in -o 

CH+> ex 

Si AY est exprimé en millivolts et que les valeurs appropriées 

sont substituées aux paramètres R,T et F, la condition d'équilibre défi- 

nie ci-desslls peut être exprimée sous la forme simplifiée de l'équation 

de NERNST : 

AY= 2 F. 
ApH = - 60 A pH = EH 

ou E H, défini comme -60 A pH, correspond à l'équilibre de potentiel pour 

les protons, a une température ambiante de 3O'C. 

Cette simple équation permet donc de préciser si un ion, et en 

particulier des H+, sont répartis à l'équilibre, de part et d'autre d'une 

membrane. Tout écart par rapport à cette loid'équilibre implique des pro- 

cessus d'accumulation nécessitant un apport d'énergie; 

Par ailleurs, depuis le modele chimi-osmotique développé par 

MITCHELL (1961-1968) le concept de force motrice protonique (pmf) est à 

la base de toutes les réactions se déroulant au niveau des membranes bio- 

logiques. Elle implique la formation et l'utilisation d'une différence 

de potentiel électrochimique de protons. Elïe correspond en fait à la 

création d'un déséquilibre thermodynamique de la répartition transmem- 

branaire des protons. Son équation peut s'exprimer ainsi : 

pmf = Ap = Ajï H+= A+ - 2,3 $$. A PH (f 0) 
F 

Pour ce qui concerne le transport membranaire de soluté,la 

théorie de MITCHELL implique l'existence d'Lln ensemble de transporteurs 

qui facilitent les échanges électriquement compensés des anions avec OH-, 



179 

et des cations avec H+. Ce système prévoit des transporteurs spécifiques 

fonctionnant soit selon un processus uniport, soit selon un processus 

symport ou antiport. Le mécanisme uniport utilise la seule composante 

électrique AY, de la pmf. Les mécanismes symports ou antiports consom- 

ment le gradient transmembranaire de pH. Ces processus constituent donc, 

en fait, des mécanismes de transport secondaires, impliquant la mise en 

place préalable d'un gradient électrochimique de protons, nécessitant un 

apport d'énergie. 

Que ce soit dans le but de déterminer le type de couplage éner- 

gétique entrainant le transport et l'accumulation d'un soluté, ou que ce 

soit dans le but de déterminer la nature d'un gradient de protons (équi- 

libre de DONNAN, transport actif,. ..> il apparaît donc essentiel de pou- 

voir mesurer les deux composantes du gradient électrochimique de protons, 

c'est-à-dire le gradient de pH et le gradient de potentiel électrique au 

travers d'une membrane. 

2) PRINCIPE: 

La taille réduite des lutoïdes rend impossible l'utilisation de 

micro-électrodes spécifiques pour en mesurer la différence de potentiel 

électrique transtonoplastique. Il est donc nécessaire de recourir à des 

méthodes indirectes, telles celles introduites par GRINIUS et al. (1970), 

qui utilisent la distribution, à l'équilibre, d'un anion ou cation lipo- 

phile. Ces méthodes semblent avoir été utilisées avec succès pour l'étu- 

de des bactéries (HAROLD et PAPINEAU, 1972 ; RAMOS et al. 1976 . ..) et 

récemment sur les vésicules tonoplastiques reconstituées à partir de lu- 

toïdes lyophilisés (MARIN, 1981). 

Ces sondes ioniques sont supposées traverser librement les mem- 

branes biologiques. Les plus utilisées sont le SCN-, le dibenzyl-diméthyl 

ammonium (DDA+) (ALTENDORF et al. 1975), le tetraphényl phosphonium(TPP') 

(GRINIUS et al., 1970 ; BAKEEV et al., 1970 ; LIBERMAN et SKULACHEV, 1970 

SKULACHEV, 1971 . ..> ou encore le methyl-triphényl phosphonium (MTPP+) 

D'autres auteurs ont utilisé la méthode consistant à suivre la 

distribution du Rubidium ( 
86 

Rb) ou du potassium ( 42 K) radioactifs, en 

présence de valinomycine. Cetionophore perméabilise spécifiquement les 

membranes biologiques aux cations monovalents (K+ et Rb+) et permet leur 

libre répartition de part et d'autre des membranes en réponse à une dif- 

férence de potentiel membranaire (MITCHELL et MOYLE, 1969 ; PADDAN et 

ROTTENBERG, 1973 ; . ..) 
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Comme dans le cas de la.détermination des gradients de pH, le 

calcul des volumes de chaque compartiment et l'estimation de la réparti- 

tion des sondes de potentiel, permet une évaluation du gradient de poten- 

tiel transmembranaire. Le calcul s'effectue en appliquant l'équation pré- 

cédemment explicitée : 

AY = - g * In ci);, 

(i)ex 

La validité de la relation, ainsi définie à l'équilibre, suppo- 

se que plusieurs conditions soient réunies : 

- seule la forme ionique de la sonde doit être passivement 

perméante ; 

- l'équilibre transmembranaire doit être rapidement atteint ; 

- la sonde ne doit pas être adsorbée sur les constituants 

'de la membrane ; 

- le mouvement propre de la sonde ne doit pas altérer le po- 

tentiel transmembranairepréexistant. Cette condition impli- 

que que la sonde soit utilisée a des concentrations faibles. 

3) :VALUAJ?rW DL! F0JEIJJ7EL TRANSTONO?LASTZ~l!E LUTO7P73E IN VTTRG : 

Des expériences préliminaires (incubation 30 min dans un tampon 

‘artificiel, puis centrifugation et lavage), réalisées en présence de 

concentrations physiologiques de K+ (30 mFI), ont montré que seules les 

sondes cationiques testées (FITPI'+, TPP+, Rb+) sont accumulées par les 

lutoïdes. L'anion SCN- ne pénêtre pas dans ces organites. Ces résultats 

indiquent donc que la membrane lutoïdique est polarisée négativement du 

c5tP interne, par rapport au milieu d'incubation extérieur. Dans ce sens, 

nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par MARIN (19Sl). 

A1'instar des expériences réalisées avec la méthylamine, lors- 

que,à concentration constante en sonde cationique (MTPP+ ou 86Rb+=200 PM), 

ont fait varier la concentration en lutoïdes dans le milieu (volume intra- 

vacuolaire), nous constatons deux comportements distincts selon la nature 

de la sonde du potentiel utilisée (Tableau 4-a). 
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Tableau 4-a : EFFETS DES VARIATIONS DE LA CONCENTRATION EN LUTOIDES SUR 

LES VALEURS DE AY DETERMINEES PAR LE RAPPORT D'ACCUMULATION DU 
86 

RUBIDIUM 

(+vALINoMYCINE) ou Du MTPP+: 

Volume intralutoïdique (~1) AY lB6Rb+) AY (MTPP+) 

95 - 68 - 132 

150 - 72 - 111 

265 - 78 - 92 

320 - 70 - 80 

Les incubations ont été réalisées dans un tampon isotonique 

(mannitol 0,3 M, Hepes-Tris 50 mM) à pH 7,0 en présence de KCL 30 mM 

et de valinomycine (10 ng.ml-l). L a concentration en MTPP+ est de 0,2 mM. 

La répartition des sondes a été estimée, après détermination des volumes 

intralutoïdiques, par la méthode de centrifugation. Le temps d'incubation 

est de 30 minutes. Les potentiels transtonoplastiques sont exprimés en mV. 

Tableau 4-b : EFFETS DES VARIATIONS DES CONCENTRATIONS EN SONDES DE 

POTENTIEL, 
86 

RUBIDIUM (+vALINoMYCINE) ou MTPP+, A CONCENTRATION CONS- 

TANTE EN LUTOIDES, SUR L'ESTIMATION DU'AY TRANSTONOPLASTIQUE LUTOIDIQUE : 

Concentration en sonde (PM) A'4 cB6Rb+) A\y (MTPP+) 

10 - 75 - 46 

25 - 72 - 58 

50 - 70 - 72 

100 - 78 -102 

200 - 80 -106 

Les incubations ont été réalisées dans les mêmes conditions que 

celles decrites dans le tableau 4-a. Le volume intralutoïdique moyen est 

de 190 ul. 
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- le potentiel transtonoplastique estimé par la distribution 

duB6Rb+ , en présence de valinomycine, reste quasiment constant, quelle 

que soit la quantité de lutoïdes présents dans le milieu. Les valeurs 

de AY estimées sont de l'ordre de -73 'I 5 mV ; 

- on note par contre une diminution significative du AY déter- 

miné par le rapport d'accumulation du MTPP+, lorsque la concentration 

en lutoïdes augmente (les valeurs de AY varient de -132 à -80 mV>. 

Parallèlement, lorsqu'à volume intralutoïdique constant 

(Vi = 190 ~11, on fait varier la concentration des sondes de potentiel 

dans le milieu (Tableau 4-b) : 

- le gradient de potentiel transtonoplastique estimé par la 

distribution du 
86 + 

Rb + valinomycine, reste encore quasi constant, les 

valeurs estimées restant voisines de -74 mV ; 

- on constate par contre une augmentation progressive du A'4 

calculé par le rapport d'accumulation du MTPPc lorsqu'on augmente la 

concentration de la sonde dans le milieu. A partir d'un rapport de con- 

centration MTPP+/(lutoïdes) adéquate (100 uM MTPP+/Vi- 190 ~1) les va- 

leurs du "potentiel transtonoplastique" restent constantes, et se sta- 

bilisent entre -102 et -108 mV. 

Ces observations indiquent que l'accumulation du 
86 + 

Rb par les 

lutoïdes est essentiellement attribuable à la mise en place d'un vérita- 

ble équilibre de concentration de part et d'autre de la membrane lutoï- 

dique. L'utilisation de cette sonde ne semble pas donner lieu à des phé- 

nomènes d'adsorption particulièrement intenses sur les structures mem- 

branaires de lutoïdes intacts et frais. 

Par contre, les valeurs de A'4 estimées par la répartition de 

la sonde lipophile MTPP+, dépendant à la fois des concentrations en son- 

de et en lutoïdes dans le milieu, indiquent qu'il y a superposition de 

deux phénomènes : 

x des phénomènes d'adsorption non négligeable, probablement 

au niveau de la membrane (interactions hydrophobes des cycles 

benzéniques de la sonde phényl-phosphonium, avec les lipides 

membranaires ; interactions électrostatiques avec les acides 

phospatidiques électronégatifs,...) 

x une accumulation intralutoïdique vraie, correspondant à la 

mise en place d'un véritable équilibre de concentration de 

part et d'autre de la membrane, s'établissant probablement 

lorsque les sites d'adsorption membranaires sont saturés. 
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Figure 7 : CINETIQUES D'ACCUMULATION PAR DES LUTOIDES INTACTS, DES 

SONDES DE POTENTIEL 14 C-MTPP+ (200 uM) ET DU 86Rb+ (100 PM) EN PRESENCE 

OU NON DE VALINOMYCINE. 

Les incubations ont été effectuées dans le tampon isotonique à pH 7,O 
contenant du KOH 30 mM neutralisé par Mes, à température ambiante, pen- 
dant des temps variables (5 à 90 minutes). 
L'estimation des potentiels transtonoplastiques a été effectuée après 
mesure du volume intra-lutoïdique, par la technique de centrifugation 
(voire Matériel et Techniques). 
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A concentrations saturantes en MTPP+ (100 pM/Vi = 200 nl), les 

gradients de potentiel transtonoplastiques lutoïdiquescalculés par les 

sondes phényl-phosphonium seront donc largement surestimés, puisque les 

valeurs trouvées correspondent à la superposition de deux phénomènes au 

moins partiellement additifs. 

Il semble donc, à priori, que la méthode utilisant la distri- 

bution du Rb+, soit mieux adaptée pour effectuer des mesures de gradients 

de potentiel transtonoplastique sur des lutoïdes intacts et frais. Ce 

cation ne semble en effet pas interagir fortement avec les structures 

membranaires, au moins dans nos conditions. On reprochera cependant à 

cette méthode la nécessité absolue d'effectuer les incubations en pré- 

sence de valinomycine, qui seule permet .l'installation rapide de l'équi- 

libre de répartition du Rubidhm de part et d'autre de la membrane des 

lutoldes intacts. 

La figure 7 montre en effet que l'équilibre de distribution 

transtonoplastique des sondes phényl-phosphonium est atteint rapidement, 

après 5 à 10 minutes d'incubation. Le Rubidhm n'atteint rapidement cet 

équilibre (en moins de 5 minutes) qu'en présence de valinomycine (5 à 

10 ug/ml). En absence de cetionophore, le RufCdium (au même titre que 

le potassium ?) ne pénètre que très lentement dans les lutoïdes, et 

l'équilibre transtonoplastique ne s'établit qu'après 45 à 60 minutes 

d'incubation. 

L'utilisation de la valinomycine,ionophore catalysant l'équi- 

répartition des ions K+ et Rb 
+ 

selon un processus électrogène, néces- 

site une connaissance suffisamment précise des concentrations physiolo- 

giques en potassium préexistant .iVl VLVO, afin que celle-ci soient recon- 

tituées lors des expérimentations & VdJlO. 

En présence de valinomycine, les mesures du gradient de poten- 

tiel transtonoplastique, réalisées en présence de concentrations en K+ 

externes inférieures aux concentrations physiologiques cytosoliques, 

aboutiront à des valeurs surestimées du potentiel ; inversement les me- 

sures réalisées en présence de concentrations élevées de K+ aboutiront 

à des valeurs sous-estimées du gradient de potentiel transtonoplastique 

lutoïdique. 
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4) CuNCLLfSzuEJ : 

L'utilisation des cations lipophiles, tels que les cations à 

noyaux aromatiques du type phknyl-phosphonium, aboutit à une surestima- 

tion du gradient de potentiel transtonoplastique. Cette estimation par 

excès est ducà la superposition de deux phénomènes inhérents à la nature 

même de la sonde : des adsorptions intenses sur les structures membra- 

naires, venant s'ajouter à l'accumulation intravacuolaire rendant compte 

du gradient de potentiel. 

La méthode utilisant la distribution du 86 
Rb en présence de 

valinomycine donne des résultats plus fiables. En effet, dans nos condi- 

tions expérimentales le Rubidhn ne s'adsorbe pas d'une manière signifi- 

cative sur les structures membranaires des lutoïdes intacts frais. Cepen- 

dant la présence de valinomycine s'avère être nécessaire pour que s'éta- 

blisse rapidement l'équilibre de distribution transmembranaire de la 

sonde. 

Il sera donc important, pour obtenir des valeurs de gradient 

de potentiel transtonoplastique lutoïdique, kl Vki?lO, d'effectuer les 

mesures en présence de concentrations de potassium aussi proches que pos- 

sible des concentrations existant in ViVO. Selon les différents auteurs 

ayant étudié la question, cette concentration en K + dans le cytosol du 

latex semble constante, et de l'ordre de 30 m?4 (RIBAILLIER, 1972 ; COUPÉ, 

1977,...). C'est la concentration que nous utiliserons donc classiquement 

dans les expériences de quantification des gradients de potentiel trans- 

tonoplastique lutoïdique, en présence de valinomycine. 

Bien que d'amplitude plus faible (AY moyen -65 mV), les valeurs 

de gradient de potentiel transtonoplastique négatives à l'intérieur des 

lutoïdes intacts et fraîchement isolés du latex, sont en accord avec les 

résultats décrits par MARIN (1981) pour des vésicules tonoplastiques re- 

constituées (environ -100 mV). Nos valeurs négatives de AY transtonoplas- 

tique sont également en accord avec les mesures effectuées chez BE.& 

vUk$gcUr& (DOLL et HAUER, 1981) au moyen de sondes de potentiel lipophiles. 

Nos résultats sont par contre en totale contradiction avec les valeurs 
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de A'4 mesurées au moyen de micro électrodes chez de nombreux végétaux, et 

en particulier chez &&z uu~gcU& (BARBIER et GUERN, 1982). Il semble en 

fait que selon les méthodes utilisées et l'origine du matériel végétal, 

les valeurs de AY transtonoplastique mesurées soient souvent contradic- 

toires (LÜTTGE et HIGINBOTHAM, 1979 ; BARBIER et GUERN, 1982). 

Ces expérimentations sur le gradient de potentiel transtono- 

plastique lutoïdique nous ont permis également de mettre en évidence une 

perméabilité relativement faible du tonoplaste lutoïdique vis-a-vis du 

Rubidiutn, et on peut le supposer, vis-à-vis de son homologue le potas- 

sium. Nos expériences montrent qu'il existe un gradient de potentiel 

électrique transtonoplastique négatif à l'intérieur des lutoïdes. Il est 

estimé à -40 mV par le 
86 

Rb seul, à -60 à -70 mV par le 
86 

Rb + valinomy- 

cine, et entre -80 et -130 mV par le MTPP+. Par ailleurs les données 

bibliographiques (RIBAILLIER, 1972 ; COUPÉ, 1977) précisent que le potas- 

sium est réparti à équi-concentration de part et d'autre de la membrane 

lutoïdique in viva. Si le gradient de potentiel transmembranaire s'avé- 

rait effectivement négatif à l'intérieur des lutoïdes & v~vO, il fau- 

drait en conclure que le potassium n'est pas à son équilibre thermodyna- 

mique de part et d'autre de la membrane lutoïdique in ViVO, et qu'il doit 

donc être exclu de ce compartiment par un processus consommateur d'éner- 

gie ! 

III -PROPRIÉTiS DU TONOPLASTE ET NATURE DU GRADIENT DE 

PROTONS TRANSTONOPLASTIQUES DES LUTOÏDES FRAIS INTACT, 

NON ÉNERGIS~S : 

71 PERMEAl3lliTE PASSIVE DE LA EIEIBRANE LUT07Dl~C:E VIS-A-VIS DES 

PROTONS T 

La représentation graphique (figure 8) des résultats obtenus 

précédemment (figure 6 et tableau 31, permet de visualiser les variations 

du pH intra-lutoïdique et du gradient de pH transtonoplastique, en fonc- 

tion des modifications contrôlées du pH du milieu d'incubation extérieur. 

Il apparaît alors que le gradient de pH transtonoplastique est beaucoup 

plus affecté par les variations de pH du milieu extérieur, que ne l'est 

le pH intra-vacuolaire. On observe en effet que lorsque le pH extérieur 

varie de 2 unités, le gradient de pH transtonoplastique, à l'équilibre, 

varie de 1,6 unité, alors que le pH interne n'évolue que de 0,4 unité. 
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Figure 8 : VARIATIONS DU pH INTERNE (pHi) (a *** *-* > ET DU A pH 

TRANSTONOPLASTIQUE ( ) DES LUTOIDES INTACTS, EN FONCTION DU 

pH DU MILIEU D'INCUBATION (pHext.). 

Les pH internes ont été calculés à partir des rapports d'accumulation 
de la lk-méthylamine tirés de la figure 6, et des volumes intralutoï- 
diques estimés parallèlement. 
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Il semble donc que les protons ne diffusent pas librement, au - 

travers de la membrane des lutoïdes intacts. Ces observations nous condui- 

sent par ailleurs à postuler l'existence de quelques processus garantis- 

sant une acidité intravacuolaire relativement constante, même en milieu 

artificiel. 

Ces résultats obtenus avec des lutoîdes intacts, semblent donc 

partiellement en contradiction avec les observations de MARIN (1981), cet 

auteur rapporte des modifications relativement plus importantes du pH in- 

terne des vésicules reconstituées à partir de lutoïdes lyophilisés lors 

des modifications du pH du milieu d'incubation extérieur. Rappelons que 

dans ce dernier cas, les processus de vésiculisation entraîne la perte 

du contenu intralutoïdique existant &'l ViVO. 

2) CVNTRZBUT70N D’LIN EQUTLIBRE DE K’NNAN : 

Nous avons incubé dans un tampon artificiel, des lutoïdes fraî- 

chemcnt isolés, en présence simultanément de 
14 

C-méthylamine et de 86Rb+ 

(+ valinomycine), avec des concentrations croissantes de potassium, 

jusqu'à ce que soient atteints les équilibres de distribution transtono- 

plastique des sondes (30 minutes). 

_~.__ _.-.----_---- 

RC1 (mM) dans 
le milieu ex. A PH 

-ZA pH 
(mv> 

AP H+ 
(mV) 

10 -1,19 to,11 71 +7 -84 +8 -13 t15 

30 -0,98 ?0,12 58 +7 -70 +6 -12 213 

120 -0,53 +0,10 31 ?6 -40 25 -9 211 

220 -0,20 ?O,OS 12 -+5 -10 25 +2 +10 

tableau 5 : Effets des concentrations croissantes en potas- 
sium externe, sur le ApH, le AY et leur résultan- 
te ABH+ transtonoplastiques des lutoïdes 

Les incubations ont été réalisées en milieu artificiel à pH 7,0 
et la distribution des sondes estimée par la méthode de cinétique 
de dialyse (moyenne de 3 mesures) 

Les résultats rassemblés dans le tableau 5, ci-dessus, confir- 

ment qu'à une concentration en potassium considérée comme physiologique 

(30 mMj, le gradient transtonoplastique de pH est de l'ordre de l'unité 

et le AI d'environ -70 mV (négatif à l'intérieur). Il en résulte un gra- 

dient électrochimique de protons proche de zéro, ou très légèrement 
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négatif. Dans un milieu artificiel, dépcurvu de tout apport d'énergie, 

les lutoïdes frais conservent donc une grande partie de leur gradient de 

protons initialement établi iV2 UhUO. 

La majeure partie de ce ApH conservé in W%O semble corres- 

pondre essentiellement à une distribution transmembranaire de protons 

maintenue grâce à l'existence d'un "équilibre de DONNAN" et donc suscep- 

tible d'être dissipé par un large excès de cations perméants (K+ + vali- 

nomycine,...). 

Nous avons pu également reproduire ces résultats en absence de 

valinomycine. Dans ce cas, conformément aux résultats décrits dans la 

figure 7, la dissipation simultanée des A pH et AY, provoquée par tout 

excédent de potassium, n'atteint l'équilibre qu'après un temps d'incuba- 

tion supérieur à 45 minutes. Ces résultats confirment d'une part, la per- 

méabilité restreinte du tonoplaste lutoïdique vis-à-vis du potassium 

(diffusion lente), et d'autre part la participation d'un équilibre de 

DCNNAN, dans la constitution et le maintien du gradient de pH transtono- 

plastique lutoïdique. 

3) ~UANTTFlCATZON DES PHENOMENES DANS DES CUNDiTTONS QUASZ 1N VlVO : 

La nature même du latex permet de séparer à partir d'un 

cytoplasme végétal, tant le compartiment cytosolique, que le compartiment 

vacuolaire, à l'état purifié. Cet avantage a été exploité pour quantifier 

les paramètres du gradient electrochimique de protons transtonoplastique, 

pour des lutoïdes frais et intacts, remis en suspension dans du cytosol 

laticifère ultrafiltré. 



Milieu 
d'incubation 

Effecteurs A PH 
-ZApH 
'(mV> 

A uH+ 
(mV> 

TAMPON (K+> = 30 mM -1,18 + 0,l 70 f. 7 -781:8 -8215 

ARTIFICIEL (K+> = 30 mM + FCCP -0,80 fc 0,l 47 -r 6 -106 L!I 6 -59 -r 12 

PH 7,O (K+> =200 mM + FCCP -0,16 f 0,05 9,3: 3 - 7+6 +21 9 

CYTOSOL (K+> physiol. -1,42 -f 0,12 84 2 7 - 35 f 7 +49 f 14 

U. FILTRE II 1, + FCCP -0,73 1 0,l 43 r 6 - 75 ? 6 -32 1: 12 

PH 790 (K+) = 200 mM -0,4.6 2 o,l 27 t- 6 - 525 +22 f 11 

(K+> = 200 mM + FCCP -0,12 r 0,05 7+3 - 355 +3i: 8 

Tableau 6 : Etude comparative des gradients de pH, de potentiel électrique et des A ~IH transtono- 
plastiques lutoïdiques, mesurés sur des lutoïdes intacts en suspension dans un tampon artificiel 
ou dans du cytosol ultrafiltré du latex d'/ievea. 
Les lutoïdes, lavés par du cytosol ultrafiltré (PM lO), ont été préincubés 15 minutes, soit dans 
du tampon isotonique, soit dans du cytosol ultrafiltré, ajustés à pH 7,0, en présence ou non de 
KCl et (ou) de FCCP (10 nti). Les A pH et AY sont déterminés simultanément par la distribution des 
sondes 14C-méthylamine (100 uM) et 86Rb+ (100 nM> en présence de valinomycine (10 ng/ml) apr&s 
cerkrifugation et lavage des lutoldes. Les volumes sont estimés parallèlement sur des suspensions 
incubées dans des conditions identiques. 
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Les résultats rassemblés dans le tableau 6 ci-contre, associés 

là ceux rapportés précédemment (tableau 51, suggèrent l'existence de deux 

pools de protons, au sein du compartiment lutoïdique. En d'autres termes: 

que les lutoïdes soient incubés en tampon artificiel ou dans leur milieu 

d'origine, leur gradient de pH se subdivise en deux composantes distinc- 

tes : 

- une composante majoritaire, rendant compte d'un A pH minimum. 

Elle est dissipée par un excès de cations perméants ou renc!w perméants 

artificiellement (K+ + valinomycine). Cette composante semble donc repré- 

senter la part du gradient de protons transmembranaire entretenue (et/ 

ou engendrée) grâce à l'existence d'un potentiel de DONNAN. 

- une composante, d'amplitude éminemment variable, susceptible 

d'être dissipée par l'action des seuls protonophores, comme le FCCP. 

Cette composante constitue un pool de protons en déséquilibre thermody- 

namique de part et d'autre de la membrane lutoïdique. 

- l'ensemble du gradient de protons ne peut être totalement dis- 

sipé qu'en présence simultanée de carions perrnéants et d'un protonophore. 

Mesurée sur des lutoïdes incubés dans un tampon artificiel 

(concentration en K+ physiologique) aussi bien que dans le cytosol ultra- 

filtré, la part du A pH attribuable à la présence d'un équilibre de 

DONNAN (dissipée par un exc&s de K+, et conservé en présence de FCCP), 

apparaît comme une caractéristique relativement constante. Elle rend 

compte de 40 à 50 mV "d'équivalent A pH" (0,65 à 0,85 unité de pli). 

La part du gradient transtonoplastique de protons, essentielle- 

ment dissipée par le FCCP, peut rendre compte de moins de 20 mV "équiva- 

lent A pH<' ( < 0,3 unité de pH), surtout dans le cas de lutoïdes lavés 

et incubés dans un tamponartificiel, jusqu'à plus de 50 mV CO,6 à O,8 

unité de pH) chez les lutoïdes constamment "équilibrés" dans le cytosol 

du latex (lavages et incubationlrinçage dans le cytosol ultrafiltré). 

Cette composante semble donc constituer la part variable du gradient de 

pH transtonoplastique. Elle est en déséquilibre thermodynamique de part 

et d'autre de la membrane. 

b) Le. gmdient dt potetiel? ;frratitonoplmtiqut futo.Idique : 

Dans le cytosol ultrafiltré, comme en suspension dans un tampon 

artificiel à concentration physiologique en K+, le tonoplaste lutoïdique 

est électriquement polarisé. Toujours négatifs à l'intérieur des lutoïdes 
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les AY transtonoplastiques mesurés pour des lutoïdes intacts incubés 

dans du cytosol ultrafiltré sont d'amplitudes plus faibles (-30 à -40 mV> 

que ceux estimés pour des lutoïdes en suspension dans un tampon artifi- 

ciel (-60 à -80 mV> en présence de 30 mM de K+. 

Pour des lutoïdes incubés dans un tampon artificiel, les valeurs 

de A $I estimées sont voisines de zéro. On peut considérer dans ce cas 

que la distribution transtonoplastique des protons, est proche de l'équi- 

libre thermodynamique. 

Préparés et incubés dans leur cytosol d'origine ultrafiltré, les 

lutoïdes intacts se caractérisent par un A pH plus élevé, et surtout un 

gradient électrochimique de protons (A CH) transtonoplastique positif à 

l'intérieurdeslutoïdes (dépassant parfois 50 mV>. Nous en concluons que, 

en suspension dans leur cytosol, les lutoïdes compartimentent un large 

pool de protons, en déséquilibre thermodynamique. La quasi-disparition 

de ce pool chez les lutoïdes lavés et incubés dans un tampon artificiel, 

pourrait s'interpréter de deux façons (au moins) non mutuellement exclu- 

sives : 

- ce pool de protons en déséquilibre thermodynamique se dissipe 

progressivement en milieu artificiel, mais beaucoup plus rapidement qu'en 

milieu cytosolique; 

- ce pool peut être partiellement entretenu, grâce à la présence 

de "facteurs énergétiques", dans cytosol laticifère isolé. 

41 CONClUS7ON ET DTSCUSS?ON : 

Les pH intra-lutoïdiques sont moins acides , et donc les A pH 

transtonoplastiques sont toujours sensiblement inférieurs (de 20 à 40%) 

lorsqu'ils sont mesurés sur des lutoïdes intacts incubés dans un tampon 

artificiel, comparativement aux valeurs trouvées, lorsque immédiatement 

après centrifugation du latex, les lutoïdes sont incubés dans leur cyto- 

sol d'origine. Nos estimations de pH interne et de A pH effectuées au 

moyen de la 
14 

C-méthylamine (tableaux 5 et 6) confirment ce type de ré- 

sultat d'ores et déjà mis en évidence par la mesure directe des pH intra- 

lutoïdiques et des A pH au moyen d'une électrode (HANOWER et al., 1977 ; 

CRETIN, 1979-a;BRZOZOWSKA-HANOWER et al., 1979). 
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Tout se passe donc comme si une partie du pool intralutoïdique 

de protons, établi in V&O, avait tendance à se dissiper relativement ra- 

pidement, lorsque les lutoïdes sont transposés de leur milieu naturel 

dans un tampon artiEicie1. La part du gradient de protons transtonoplas- 

tique ainsi dissipée semble correspondre au pool de protons se trouvant 

en déséquilibre thermodynamique dans les conditions & Vi!40 ou CjUtii 

il2 vivo. En effet, le gradient électrochimique de protons au travers du 

tonoplaste de lutoïdes incubés dans des conditions artificielles, sans 

apport d'énergie, reste quasiment nul. Le pool de protons intralutoïdi- 

que se trouve donc, dans ces conditions, à l'équilibre thermodynamique. 

Par contre, les lutoïdes incubés dans leur cytosol d'origine, conservent 

une partie de leur pool de protons interne, en déséquilibre thermodyna- 

mique par rapport à leur milieu environnant, ainsi qu'en témoignent les 

valeurs positives des A PH estimés dans ces conditions quasi in ViVO. 

1e.h di$fitiePzti cou.&& nappotrtén dam ce cbzapitie noti con- 

dutient ù pocs.tu.f?en i!‘ex&tcnce de dwx pool2 dhtinc;tn dc ptototi, mh 

en phce. in vivo , au nein du XutoZdU. La contribution de chaque pool 

à la constitution et au maintien de l'ensemble du A pH transtonoplasti- 

que peut varier selon l'origine, et la nature du milieu d'incubation, des 

lutoïdes. 1 ‘un de CM poo.tQ dc ptooto~n, de ;tdiLle n&htivcm~nt co~;tav&e, 

cotrneqonchtit aux photovu piQgQn au ne.& den RutoIdti gkâcc ci k’cxhintcn- 
CC d’ubl pohst.iel d& DONNAN tiwtonoplhtiquc. Cette part du gradient 

de pH peut être dissipée par un excès d'ions perméants, ou rendus per- 

méants par l'addition d'un ionophore spécifique (K+ + valinomycine). 

D'amplitude relativement constante lorsqu'elle est mesurée dans des con- 

ditions de concentration physiologique en potassium (40 à 50 mv), cette 

composante du gradient de protons transtonoplastique lutoïdique pourrait 

rendre compte du gradient de protons minimum, toujours mesurable entre 

le compartiment lutoïdique et le milieu environnant à pH 7,O (0,6 à O,g 

unité de pH). 

Le deuxiCme pool? de pkototi intta,f?utokfique pontil&, e& de 

Xkdk ~tiiabkk. Id! CM C!&A.@~. pti ikd potonoy3honu, ~QC .& FCCP. Ce 

dernier est toujours de faible amplitude lorsque les lutoïdes sont main- 

tenus en suspension dans un milieu artificiel, même en présence de con- 

centrations physiologiques en K*. Ce dcuxi&nsnQ pool de patati in.hah,to.T- 

diyue pOmhUit cohhe.Anpondrre ii kiz compohcuz.& du A pH .thanhrtonopLa&iquc ne 

;Drouvant en db&LLibh~ ti~modyncunique, Uhentielkemeti daa du eondi- 

tien-5 (qua&1 in vive. Il? hentit ~aci&ment dhhipi? kohh de L’incubtion 
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du Cuto1da Qn mil?ieu #~ti&kk?l. Il constituerait de ce fait un pool 

de protons "facilement échangeables" et éventuellement utilisable pour 

le transport de divers solutés au travers de la membrane lutoïdique. 

Ainsi, bien que le tonoplaste lutoïdique ne soit pas à propre- 

ment parler librement perméable aux protons et au potassium (diffusion 

très lente), une large part du A pH transtonoplastique est susceptible 

d'être dissipée à plus ou moins long terme, par les mécanismes d'échan- 

ges ioniques (passifs ou actifs) entre le compartiment lutoïdique et son 

milieu environnant. Dans la mesure ou le cytosol de la cellule laticifère 

possède un très faible pouvoir tampon (COUPÉ, 1977 ; JACOB et al., 1979), 

ces échanges transtonoplastiques non contrôlées de protons sont suscep- 

tibles de modifier fortement le pH et donc le métabolisme cytosolique, 

au sein des laticifères. Par ailleurs, le gradient de protons transto- 

noplastique assuré par la seule intervention du potentiel de DONNAN 

aurait tendance à se dissiper progressivement, du fait de l'apport cons- 

tant d'ions cytosoliques perméants ou transportés, inhérent aux échanges 

ioniques intercellulaires et au métabolisme cellulaire propre. 

Il doit donc exister, au niveau du tonoplaste lutoïdique, des 

mécanismes consommateurs d'énergie, capables, d'une part de reconstituer 

constamment le gradient de protons transtonoplastique lutoïdique, et 

d'autre part d'assurer l'établissement du potentiel électrochimique de 

protons transtonoplastique positif (A UH > 50 mV>, mis en évidence chez 

les lutoïdes en suspension dans leur cytosol d'origine. 

Soulignons que la nature des structures biochimiques intralutoï- 

diques, à l'origine de ce potentiel de DONNAN transtonoplastique élevé reste 

obscure. Elles doivent imnlicitement correspondre 2 des macro-structures glo- 

balement chargées négativement. On sait pourtant que les lutoïdes contiennent 

une grande partie de protéines à point isoélectrique très élevé (Introduction, 

p. 19). Ces protéines cationiques pourraient adsorber l'excédent de charges 

négatives accumulées au sein des lutoïdes (citrate et Pi) (cf. Introduction 

p. 20), neutralisant ainsi leurs charges positives constitutives. On sait 

d'autre part qu'il n'existe pas d'anion polyphosphate au sein des lutoïdes 

(d'AUZAC, non publié). Mis à part l'existence peu probable d'un pool impor- 

tant de protéines anioniques intra-lutoïdique, on peut supposer, a P&&&i, 

que ce potentiel de DONNAN transtonoplastique peut être engendré, pour partie, 

par une forte densité de charges négatives portée sur la face intérieure du 

tonoplaste, par les phospholipides. La participation des tannins accumulés 

au sein des lutoïdes est également à prendre en considération. 
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REMARCXES : 

Ainsi que certains de nos résultats l'indiquent (figures 7 et 

8, tableaux 4 et 5), le tonoplaste lutoïdique ne laisse pas librement 

(rapidement) diffuser certains ions comme H+ et K +. 11 semble 

cependant que la perméabilité de cette membrane soit malgré tout suffi- 

sante pour permettre un certain rééquilibraxe -. x-. .-- ioniwassif entre le ----- -- 

milieu intra-vacuolaire et son environnement. C'est en particulier le 

cas, lorsque les lutoïdes sont transférés de leur environnement naturel 

(le cytosol laticifère), dans un tampon isotonique artificiel à pH et 

concentration de K+ physiologiques. Ce rééquilibrage ionique pourrait 

faire intervenir un mouvement trantonoplastique de cations, qui diffu- 

sent alors dans le sens de leur gradient de concentration. Cette déchar- 

ge de cations se traduit par une hyperpolarisation de la membrane lutoï- 

dique, l'intérieur des lutoïdes devenant plus négatif lorsque ceux-ci 

sont transférés dans un milieu artificiel. Une part de ces mouvements 

d'ions semble correspondre à un certain efflux de protons, se tradui- 

sant par une diminution sensible systématique du gradient de protons 

transtonoplastique. Cette décharge de protons se traduit en particulier 

par l'annulation du gradient électrochimique de protons transtonoplasti- 

que, maintenu uniquement lorsque les lutoïdes sont incubés dans leur 

cytosol d'origine ; milieu dans lequel les conditions d'équilibre ioni- 

que transmembranaire sont réalisées &l V&O. 
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NATURE ET QUANTIFICATION DU GRADIEN-T DE _-------__-___------------~--~--~~---~- _------___-___--_---------~--~--~------ 

PROTONS TRANSTONOPLASTIQUE LUTOÏDIQUE _------_--___-___--------~-----~~---- ---_-_----___-___--------~-----~~---- 

R E S U 121 E 

Les lutoïdes intacts, fraîchement isolés, lavés puis incubés 

dans un tampon artificiel isotonique, à pH 7,0 et en présence de con- 

centrations physiologiques de K+ (30 mM), mais en absence de toute source 

d'énergie métabolique, conservent un gradient de protons transtonoplas- 

tique voisin de l'unité (A pH=l), et un gradient transtonoplastique de 

potentiel, toujours négatif à l'intérieur, quelle que soit la sonde de 

potentiel utilisée. Ce AY est estimé aux environs de -65 mV en utilisant 

le 86 Rb + +valinomycine comme sonde de potentiel. Le gradient électrochi- 

mique de protons résultant est donc quasi-nul (A DH = A'&' -60 A pH = 0). 

Nous en concluons, que dans le cas où les lutoïdes frais sont incubés 

dans un tampon artificiel, en absence de toute source d'énergie métabo- 

lique, la majeure partie du pool de protons que ces vacuoles comparti- 

mentent, est à l'équilibre thermodynamique. Seule une très faible partie 

(< 30 %> de ce gradient "résiduel" peut être dissipéepar le protonophore 

FCCP. Par contre, la majeure partie de ce gradient peut être dissipée 

(rapidement en présence de valinomycine) par un large excès de potassium, 

indiquant ainsi, qu'il est essentiellement attribuable à l'existence 

d'un potentiel de DONNAN. 

Les lutoïdes intacts, rapidement isolés (1 h), et incubés &pH 7,C 

(20 min) dans du cytosol du latex déprotéinisé par ultrafiltration, se carac- 

térisent par un gradient transtonoplastique de pH systématiquement plus éle- 

vé , et un gradient de potentiel transmembranaire toujours négatif à l'in- 

térieur des organites, (mais de plus faible amplitude). Dans ces condi- 

tiens , aussi proches que possible que celles prévalant in V~JO, on dé- 

termine un A pH transtonoplastique moyen supérieur à 1,4, et un AY moyen 

d'environ -35 mV (86Rb++ valinomycine). Les lutoïdes intacts, fraîche- 

ment isolés, et incubés dans leur cytosol, développent donc un gradient 

électrochimique de protons transtonoplastique positif. Il est en moyenne 

de l'ordre de +50 mV. L'addition de FCCP dissipe entre 30 et 50 % (0,5 
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à 0,7 unité pH) du pH conservé dans ces conditions ; le pool de protons 

résiduel (0,6 à 0,8 unité pH) peut être dissipé par un excès de potas- 

sium dans le milieu d'incubation (plus rapidement en présence de valino- 

mycine). 

Dans ces conditions physiologiques (pH 7,0 et 30 mM K+), nous 

postulons l'existence de deux pools de protons au sein des lutoïdes : 

- un pool de taille relativement constante (0,6 à 0,8 unité 

PH), correspondant à la part du gradient de protons transtonoplastique 

attribuable à la présence d'un potentiel de DONNAN transmembranaire. Ce 

pool, dissipé par la présence d'un excès de cations pennéants dans le 

milieu d'incubation, est à l'équilibre thermodynamique (A EH = O), et 

rend compte de la majeure partie du A pH résiduel mesuré au travers du 

tonoplaste des lutoïdes conservés en milieu artificiel. 

- un pool de taille éminemment variable (0,2 à 0,8 unité pH), 

conservé essentiellement par les lutoïdes fraîchement isolés, et incubés 

dans le cytosol du latex ultrafiltré. Ce pool de protons, maintenu en 

déséquilibre thermodynamique au sein du compartiment lutoïdique, peut 

être dissipé par l'addition de protonophores comme le FCCP. Il semble 

également se dissiper de lui-même, au cours des lavages et incubations 

des lutoïdes, dans un tampon isotonique artificiel (pH 7,0 et 30 mM K+). 

Cette part du gradient de protons pourrait correspondre à un pool de 

protons "facilement échangeable", éventuellement utilisé pour énergiser 

les translocations de solutés au travers de la membrane vacuolaire. 

Bien que le tonoplaste lutoïdique ne semble pas librement per- 

méable aux protons et aux ions K+, une large partie du gradient de pro- 

tons transtonoplastique est susceptible, à long terme de se dissiper par 

suite de divers mouvements transmembranaires de toute une variété d'ions. 

Ce A pH, et surtout le gradient électrochimique positif de protons mesu- 

rable dans des conditions quasi in V&O, doit être constamment renouvelé 

et entretenu par des mécanismes translocateurs de protons, consommant de 

l'énergie, localisés au niveau du tonoplaste lutoïdique. 

Ces échanges d'ions, et en particulier de protons, au travers 

du tonoplaste lutoïdique, sont susceptibles de modifier considerablement 

le PH, et partant, le métabolisme du cytosol laticifere. 
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THE TYPE AND QUANTIFICATION ----------_------__-------- -----------------__-------- 

OF THE LUTOIDIC TRANSTONOPLASTIC PROTON GRADIENT ------_--______--___---------------------------- ------_---,-__-_--__---s.-~---~~--------------- 

ABSTRACJ 

The intact lutoids which were freshly isolated, washed and incu- 

bated in an isotonic artificial buffer at pH 7,0 in the presence of 

physiological concentrations of K+ (30 mM) but in the absence of any 

source of metabolic energy preserve a transtonoplastic proton gradient 

which is close to the unit (A pH - 1)and a transtonoplastic potential 

gradient which is always negative within the lutoid, whatever the po- 

tential probe may be. This AY is evaluated at about -65 mV by using 

the '6~ + Rb valinomycin as the potential probe. Therefore, the resulting 

electrochemical proton gradient is almost equal to zero (A; H = A Y-60 

A pH 2 0). We corne to the conclusion that, when the fresh lutoids are 

incubated in an artificial buffer in the absence of any source of meta- 

bolic energy, most of the proton pool compartmented by theses vacuoles 

is at the thermodynamic balance. Only a very small fraction ( < 30%) 

of this "residual" gradient cari be dissipated by the FCCP protonophore. 

On the contrary, most of this gradient cari be dissipated (rapidly in 

the presence of valinomycin) by an excessive amount of potassium, thus 

showing that it is mainly due to the existence of a DONNAN potential. 

The intact lutoids which are rapidly,isolated (lh) and incubated 

at pH 7,0 (20 mn) in the cytosol of the latex which is deproteinized 

by ultrafiltration are characterized by a pH transtonoplastic gradient 

which is systematically higher and a transmembrane potential gradient 

which is always negative within the organites (although it is lower 

in amplitude). Under these conditions as close as possible to those 

prevailing in vivo, a mean transtonoplastic ApH higher than 1,4 is 

defined as well as a mean AY of about -35 mV (86Rb+ + valinomycin). 

Therefore, the intact lutoids which are freshly isolated and incubated 

in their cytosol show a positive transtonoplastic proton electrochemical 

gradient which amounts to about +50 mV on an average. 30 to 50% of the 

pH (0,5 to 0,7 pH unit) preserved under these conditions are dissipated 

by adding FCCP ; the residual proton pool CO,6 to 0,8 pH unit) cari be 

dissipated by an excessive amount of potassium in the incubating medium 

( more rapidly in the presence of valinomycin). 
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Under these physiological conditions (Ph 7,0 and mM K'), we assume 

the existence of two proton pools within the lutoids : 

- a pool whose size is rather constant CO,6 to 0,8 pH unit) cor- 

responds to the fraction of the transtonoplastic proton gradient which 

is due to the presence‘of a transmembrane DONNAN potential. This pool 

which is dissipated by the presence of an excessive amount of permeating 

cations in the incubating medium is at the thermodynamic balance 

<AZ H = 0) and accounts for most of the residual A pH measured through 

the tonoplast of the lutoids preserved under artificial conditions. 

- a poolwhose size is highly variable CO,2 to 0,8 pH unit) is 

preserved mainly by the freshly isolated lutoids which are incubated 

in the cytosol of the ultrafiltered latex. This proton pool r&ich is 

preserved at a thermodynamic imbalance within the lutoidic compartment 

cari be dissipated by adding protonophores such as FCCP. It also seems 

to be dissipating in an artificial isotonic buffer (pH 7,0 and 30 mM K+> 

when the lutoids are washed and incubated. This fraction of the proton 

gradient could correspond to an "early exchangeable" proton pool which 

cari be used to energize the solute translocations through the vacuolar 

membrane. 

Although the lutoidic tonoplast does not seem to be freely permeable 

to the protons and the ions K+, a large fraction of the transtonoplastic 

proton gradient is likely to dissipate in the long term due to various 

transmembrane movements of a whole variety of ions. This A pH and main- 

ly the positive electrochemical proton gradient which cari be evaluated 

under quasi in vivo conditions must be constantly turned over and pre- 

served by proton-translocating processes which consume energy and are 

located in the lutoidic tonoplast. 

These exchanges of ions and particularly of protons through the 

lutoidic tonoplast are likely to modify pH to a large extent and there- 

fore the metabolism of the laticiferous cytosol. 
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B- RÉGULATION DU PH CYTOSOLIQUE PAR LE COMPARTIMENT 

V.4CUOLAIRE. AU SEIN DU LATEX 

1 - UNE ATP-ASE POMPE A PROTONS SUR LE TONOPLASTE 

LUTOÏDIQUE : 

Les flux transtonoplastiques de protons sont susceptibles de 

modifier efficacement le pH du cytosol, au sein des cellules laticifères. 

Nous avons, en particulier, démontré qu'une large part du pool de pro- 

tons intra-lutoïdique pouvait être relarguée dans le cytosol, comme dans 

un milieu d'incubation artificiel,. lors de la "neutralisation" du poten- 

tiel de DONNAN. Par ailleurs, il est maintenant acquis, que certaines 

accumulations vacuolaires font intervenir des mécanismes antiport actifs 

de protons. C'est le cas du citrate.,.dont 1"accumulation au sein des lu- - ._------ 

toïdes engendre une acidification du milieu d'incubation et l'alcalinisa- -.-- ------ 
tion simultanée du compartiment lutoïdique. Celle-ci se traduit donc glo- - _-. -.-- .._- - 

balement par une chute du gradient transtonoplastique de protons (MARIN, 

1981). Ces phénomènes de transferts de solutés au niveau du tonoplaste 

lutoïdique doivent également tendre, in V~VO, à acidifier le comparti- 

ment cytosolique et à dégrader le gradient de pH transtonoplastique, au 

sein des cellules laticifères, Il est maintenant bien admis que ces deux 

phénomènes sont préjudiciables au fonctionnement du métabolisme cytoso- 

lique, et partant à la synthèse de caoutchouc donc à la production du 

latex. 

Il doit donc exister des mécanismes s'opposant à cette ten- 

dance naturelle du système à dissiper ce gradient transtonoplastique de 

protons. Ils sont supposés maintenir un pH cytosolique compatible avec 

le fonctionnement normal du métabolisme laticifère et reconstituer en 

permanence le ApH, voire le AfiH, transtonoplastique. De tels mécanis- 

mes, s'opposant par nature a l'installation d'un équilibre thermodynami- 

que de la répartition transmembranaire des ions, nécessitent sans aucun 

doute une consommation d'énergie. 

D'AUZAC (1975-1977) a mis en évidence et caractérisé une acti- 

vité ATPase spécifique, au niveau du tonoplaste lutoïdique. 

Par ailleurs l'addition d'ATP-Mg 2-k 
dans le milieu d'incubation 

où baignent des lutoïdes fraîchement isolés du latex d’ffevc?a b~c&.Lk~& 

entraine une acidification de leur milieu interne (LAMBERT, 1975 ; d'AUZAC 
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Figure 9 ACCUMULATION INTRA-LUTOIDIQUE DE LA SONDE A PROTONS EN PRE- 

SENCE D'ATP-Mg. 

Les lutoïdes intacts ont eté préincubés (volume interne = 360 ~1) dans 
le tampon isotonique à pH 7,45 en présence de KCl 30 1124 et de 20 uCi de 
14C-MeA, à 26"C, (volume total de la suspension = 3 ml). Après 20 min. 
d'incubation, la suspension de lutoïdes est transférée dans le compar- 
timent d'incubation (supérieur) de la cellule de dialyse (temps zéro). 
Lorsque la cinétique atteint un équilibre stable (25 minutes), on ajoute 
de l'ATP-Mg 5 mM ( ) ou de l'ADP-Mg 5 mM (**.*O*.**O***), ajus- 
tés precisement au pH du milieu d'incubation. Aux temps indiqués par les 
flèches : NH4Cl 30 mM (final), puis du Triton X-100 0,l % sont ajoutés. 
(Le pH du milieu d'incubation est contrôlé périodiquement au pH mètre). 
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et al., 1977). 

L'existence d'un gradient transmembranaire de pH et son augmen- 

tation par l'addition d'ATP-Mg 
2+ 

, alors même qu'il existe une activité 

ATPase au niveau du tonoplaste lutoîdique, suggerent fortement l'inter- 

vention d'une ATPase membranaire pompe à protons, contrôlant au sein du 

latex l'accumulation des protons à l'intérieur du compartiment vacuolaire. 

Nous en confirmons le fonctionnement dans ce chapitre. 

7) AC7DlFlCATTON ZNTRALUTOTDIQUE, LORS DU FONCTIONNEMENT DE L’ATPASE 

TONOPLAST1G$lE : 

La figure 9 montre que l'addition d'ATP-Mg 
2+ 

à une suspension 

de lutoïdes intacts, préincubés à l'équilibre dans un milieu artificiel 

en présence de 
14 

C-méthylamine, induit une forte diminution de la radio- 

activité détectable dans l'effluent de dialyse. L'addition d'ADP-Mg 
2+ 

, 

reste sans effet significatif. Nous avons d'autre part vérifié que l'ad- 

dition d'ATP-Mg2+ dans le tampon, en absence de lutoïde, n'induit aucune 

perturbation significative du mouvement de la sonde au travers de la 

membrane de dialyse. Cette diminution de la radioactivité dans le milieu 

d'incubation (extérieur) traduit donc une accumulation de la sonde au 

sein du compartiment luto?dique. Cette assertion est d'ailleurs confor- 

tee par le relargage total de la radioactivité dans le milieu d'incuba- 

tion, lors de la lyse des lutoîdes engendrée par l'addition finale de 

Triton. 

Dans nos conditions expérimentales, où les activités phospha- 

tase acides lutoïdiques sont inhibées par le pH alcalin (7,451 et la 

présence de molybdate (tableau 7) nous pouvons considérer que la quasi- 

totalité de l'hydrolyse de 1'ATP mesurée après 20 minutes d'incubation, 

est attribuable à l'activité ATPase du tonoplaste lutoïdique décrite par 

d'ALJZAC (1975-1977). 
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Tableau 7 : ACTIVITES RELATIVES DES PHOSPHATASES ACIDES ET DE L'ATPase 

TONOPLASTIQUE LUTOIDIQUES AVEC LE SUBSTRAT ATP-Mg 2+ 

ATP hydrolysé après 20 minutes d'incubation................. 13,68 nmo1.(91%) 

Activité ATPase : substrat ATP-Mg (pmol. min 
-1 -11 

.ml . . . . . . . . 0,103 

Activité phosphatase acide résiduelle : substrat PNPP (id).. 0,009 

Activité phosphatase acide résiduelle (substrat ATP-Mg) 
estimant le rapport de l'activité ATP/PNPP = O,b......(id).. 0,004 
Rapport des2$ctivités ATPase/phosphatases résiduelles 
avec ATP-Mg comme substrat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25,8 

--. -- 

Les activités enzymatiques sont exprimées en unités arbitraires : 
pmol de substrat hydrolysé. min-l. par ml de la suspension renfermant 
360 ~1 de volume interne lutoïdique. L'incubation est réalisée à pH 7,45 
en présence de C12Mg 3 mM ; de molybdate d'ammonium 0,25 mM ; d'ATP-Mg2+ 
ou PNPP 10 mM. Dans nos conditions, le rapport des affinités de la phos- 
phatase acide lutoïdique pOUK les substrats ATP-Mg et le PNPP est estimé 
à 0,4 (JACOB, communication personnelle). 

Nous avons par ailleurs vérifié que le pH du milieu extérieur, 

fortement tamponné (Hepes/Mes/Tris : 100 mM au total) reste stable, tout 

au long de l'expérimentation. la diminution de la concena7caaXon de R’a- 

min& dUu?n RC miLLeu d’incubaLLon ~.Ghiewr .ttaduit donc une accumu~tion 

de k?a nondc ci p/rotor?n à &‘in&~~&un du &toZdcn, en /~&SO~N à une don;te. 

acid.i~ica..t.ion du miLLeu in;Dr&uto&fiyue. engendtiic pan .t’activi&Z ATPa&? 

tonop~tiqu~. 

2) EFFETS DES DECOUPLANTS ET PROTONOPHORES : 

L'addition, au milieu d'incubation, d'une concentration décou- 

plante de NH4C1 (30 mM) provoque l'efflux de la sonde à protons accumu- 

lée au sein des lutoïdes (figure 9). L'addition ultérieure d'une dose 

lytique de détergent (Triton X-100 : 0,l % final), n'entraîne qu'une 

faible augmentation de la radioactivité dans le milieu d'incubation, et 

donc dans l'effluent de dialyse. La présence de chlorure d'ammonium, à 

forte concentration, avait donc dissipé la quasi totalité du gradient de 

protons transtonoplastique. 
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Figure 10 : EFFETS DU FCCP SUR L'ACCUMULATION DE LA 14 C-METHYLAMINE PAR 

DES LUTOIDES INTACTS, EN ABSENCE ET EN PRESENCE D'ATP-Mg EXOGENE. 

Des lutoïdes intacts, ont été préincubés dans un tampon isotonique à 
pH 7;0, contenant de la lk-méthylamine (100 PM), en présence (**O.**O 
. . . > ou en absence de FCCP 10 pM ( 1. Les suspensions sont 
ensuite transférées dans les cellules de dialyse, et aux temps indiqués 
par les flèches ont ajoute de l'ATP-Mg 5 mM (concentration finale, 
pH 7,0), puis une dose lytique de Triton X-100 (0,l % final). 
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Figure 11 : EFFET DE§ PROTONOPHORES FCCP ET NH4CL, SUR LE GRADIENT TRANS- 

TONOPLASTIQUE DE PROTONS, APRES LE FONCTIONNEMENT DE L'ATPase. 

Les conditions expérimentales sont identiques à celles décrites dans la 
figure 10. La preincubation est effectuée en absence de protonophore. 
Aux temps indiqués sont ajoutés successivement : ATP-Mg (5 mM), FCCP 
(25 uM), NH4C1 (30 mM) puis 0,l % de Triton. L'expérience est effectuée 
à pH 7,0. 
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Comme décrit précédemment, la préincubation des lutoïdes frais 

dans un tampon artificiel, en présence du protonophore FCCP (5 à 15 PM) 

n'affecte que très légèrement le gradient de pH transtonoplastique ini- 

tial des lutoïdes non énergisés (figure 10). Par contre ce protonophore 

électrogène inhibe totalement l'accumulation intralutoïdique de la sonde 

à protons normalement induite en présence d'ATP (figure 10). 

De même (figure 11) l'addition du FCCP après l'acidification 

intralutoïdique induite par l'ATP-Mg 
2+ 

, ne relargue qu'une part du gra- 

dient transtonoplastique de protons équivalente à celle établie grâce à 

l'action de 1'ATPase. L'autre part du gradient de protons n'est dissipée 

que par l'addition massive de NH4C1 ou d'une dose lytique de détergent 

(Triton). Il apparaît donc que seul le pool de protons accumulés .h’l 

u.&?Lu, en présence d'ATP-Mg", puisse être dissipé par le protonophore 

électrogène FCCP. 



Figure de 
référence 

PH premiers autres PH 
extérieur préincubation effecteurs effecteurs vacuolaire A PH 

mesuré ajoutés ajoutés estimé 

Fig. 10 790 
790 
7,o 
7,o 

Fig. 9 7,45 
7,45 
7,45 
7,45 
7,45 

Fig. 11 730 
7,O 
720 
790 

Fig. 12 7,o 
730 
790 

ATP-Mg'?5 ADP-Mg2+(5 mMj 

6,12 
mM! I 

- 5,43 6,06 
ATP-Mg ou ADP-Mg +NH C1(3OmM) 

+Tr?ton(O 17) :'i" NH4C1 (30 mM) > 0 > 

1,33 
1,39 
2,02 
0,13 
0 

ATP-Mg2+(5 mM) 
+ FCCP (10pM) '- 
+ FCCP (101.1M) ATP-Mg2+(5 mM) 

ATP-Mg2+(5 mM) 
ATP-Mg2+(5 mM) 
FCCP (5 pM) 

valinomycine+K 
+ 

valinomycine+K+ 
valinomycine+K+ 

ATP-Mg;+(5 mM) 
ATP-Mg2+(5 mM) 

5,84 1,16 
590 230 
5,89 1,ll 
5,97 1,03 

5,93 1,07 
5,15 1,85 

+FCCP (5 pM) 6,05 0,95 
+NH4C1(30mM) 6,68 0,32 

5,89 1,11 
4,89 2,ll 

+KCl (120 mM) 5,35 1,65 

Tableau 8 : Estimation des pH internes et des A pH transtonoplastiques de lutoïdes intacts, éner- 
gisés ou non par un apport d'ATP-Mg2+. Effets des protonophores. 
Les rapports d'accumulation intralutoïdique de méthylamine sont déterminés à partir des expérimen- 
tations, réalisées selon la technique de cinétique de dialyse, illustrées dans les figures citées 
en référence. 
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3) @IAN-l-IFTCATTUN DES FLUX TRANST0NOPLAST1~UE.S DE PROTONS, EN 

MTLZEU ARTlFlCIEL : 

Les phénomènes observés à l'issue des diverses expériences, 

réalisées par la méthode de cinétique de dialyse, rapportées dans les 

figures 9 à 12, ont été quantifiés. Les résultats sont rassemblgs dans 

le tableau 8 ci-contre. 

L’enwnbLe du nbtim monlw que R’acidi&ication inahz&.&o~- 

diqut pm~vayu~e. pan .t?'addition d’ATP-Mg’* e& a.tttibuab& à R'acüvit6 

ATPac me.mb/ranahe. CurtoZdiyue, donc;tionnant comme une v~i;tcrb~e pompe. 

ù p4otov~5 tonoptitiyue, d6coupCe. pan .&A p-totonophone,s. 

4) L’ATP-ASE POMPE A PROTONS LUT0lVZ@fE EST ELECTROGENE : 

On distingue classiquement deux types de pompes ioniques mem- 

branaires. Les unes sont qualifiées d'électroneutres ; dans ce cas le 

transport d'un ion est directement couplé à un mouvement d'autres ions 

de telle façon qu'il ne résulte globalement aucun transfert net de char- 

ge lors de son fonctionnement. Par contre, au moins dans le domaine vé- 

gétal, la plupart des ATPase membranaires développent un potentiel trans- 

membranaire à partir de l'hydrolyse de 1'ATP. C'est le cas par exemple 

de 1'ATPase plasmalemmique de Newronpona cJm5na (SLAYMAN et al., 1973 ; 

BOWMAN e't al., 1978 ; SCARBOROUGH, 1976 et 1980). 

Nous avons recherché l'effet de l'ATP-Mg 2+ , sur le potentiel 

transtonoplastique des lutoïdes intacts, fraîchement isolés du latex. 

Lorsque les lutoïdes sont préincubés simultanément avec de la 
14 

C-méthylamine et du 86 
Rubidium en présence de valinomycine (+ K+), 

l'addition d'ATP-Mg'+ provoque simultanément (figure 12 > : 

- un influx de la sonde à protons à l'intérieur des lutoïdes, 

montrant que l'acidification intravacuolaire attribuée à l'activité 

ATPase lutoïdique est assurée, même en présence de cet ionophore ; 

- un efflux symétrique de la sonde de potentiel ( 86 + 
Rb ), préa- 

lablement accumulée au sein des lutoïdes en raison de leur potentiel 

initial négatif. 

Cependant, ainsi que l'indique la figure 13, la présence de 

valinomycine est nécessaire pour que soit assuré un efflux rapide du 

86Rbt. En effet, l'addition d'ATP-Mg2+, en absence de cet ionophore, provo- 

que un efflux de la sonde de potentiel, beaucoup plus lent et de plus 
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Figure 12 : EFFETS DE L'ATP-Mg SUR LES FLUX TRANSTONOPLASTIQUES SIMULTA- 

NES DES SONDES 
14 C-METHYLAMINE ET 

86RD+ 
, EN PRESENCE DE VALINOMYCINE. 

Les lutoîdes intacts (volume interne = 318 pl) ont été préincubés pen- 
dant 30 minutes dans un tampon isotonique à pH 7,0, contenant du potas- 
sium 30 mM, en présence simultanément de 14C-méthylamine et de 86Rb+ + 

30 pg de valinomycine. Vingt cinq minutes après le transfert de la sus- 
pension dans le compartiment d'incubation de la cellule de dialyse, sont 
ajoutés successivement : ATP-Mg (5 mM final, pH 7,0), puis KCl (120 mM, 
pH 7,O) et enfin le Triton X-100 0,l % (final). ( > : "mouve- 
ments" de la 14C-MeA; (.* l . l a*> : "mouvements" du 86Rb+. 
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.lO’ 

ATP Valino. Trit a 

Figure 13 : EFFET DE L'ADDITION DE LA VALINOMYCINE SUR L'EFFLUX TRANS- 

TONOPLASTIQUE DU 86Rb+, INDUIT PAR LE FONCTIONNEMENT DE L'ATPase. 

Les lutoïdes (vi=334 ~1) ont été préincubés à pH 7,0 dans un tampon iso- 
tonique contenant 20 uCi de S6Rb+ et K+ 30 IIIM (KOH neutralisé par Mes), 
en absence de valinomycine, pendant 70 minutes. Les suspensions sont 
transférées dans le compartiment d'incubation des cellules de dialyse. 
Dans l'une d'elles ( > on ajoute aux temps indiqués par les 
flèches : de l'ATP-Mg (5 mM, pH 7,0), puis de la valinomycine (10 pg. 
ml-l). Dans l'autre (**A..A..> sont ajoutés successivement MgS04 (5 mM, 
pH 7,O) puis 15 pl d'acétone (70 %). Les deux expériences sont terminées 
par l'addition de Triton (0,l % final). 
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Figure 14 : EFFETS DE L'ATP-MG ET DU FCCP SUR LES FLUX SIMULTANES DE LA 

I'C-METHYLAMINE ET DU CATION LIPOPHILE 3H-TETRAPHENYL PHOSPHONIUM. 

Les lutoïdes ont été préincubés pendant 20 minutes dans un tampon isoto- 
nique à pH 7,15 contenant K+ 30 mM (KOH neutralisé par Mes) 
la sonde de pH 

30 pCi de 
l4C-méthylamine (100 PM). Concentrations finales d'ATP- 

Mg : 3 mM, et de FCCP : 25 pM. ( 
( > : flux de TPP+. 

) 'z flux de méthylamine 
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faible amplitude. Par ailleurs, l'addition de la valinomycine, pendant le 

fonctionnement de l'ATPase, assure un efflux brutal et rapide de rubidium, 

préalablement accumulé au sein des lutoïdes (figure 13). Il semble donc, 

qu'en l'absence de valinomycine, l'influx de protons ne soit pas direc- 

tement couplé à un efflux correspondant de Rb+ (et K+?). 

L'addition de KCl (120 mM) en présence de valinomycine, après 

l'acidification intralutoïdique induite par 1'ATP (figure 12), ne pro- 

voque qu'un efflux supplémentaire négligeable de 86Rb+. La lyse ulterieu- 

re des lutoïdes, par l'addition de Triton, indique que la quasi totalité 

de la sonde de potentiel initialement accumulée au sein de ces organites 

a été relarguée dans le milieu extérieur par les additions antérieures 

d'effecteurs. CU nén&;tn;tn indiquent que la phwce d'ATP dati uvze. 

nunpmion RutoXdique, induiZ une diipalwAc&ion quani comp.G;te de .kwr 

membnanc. 

L'électrogénicité de la pompe à protons est confirmée en utili- 

sant le tetraphényl-phosphonium comme sonde de potentiel (figure 14). 

Par ailleurs l'influx de la méthylamine et l'efflux simultanée du TPP+, 

induits en présence d'ATP-Mg 
2+ 

, sont réversés par une addition ulthrieure 

de FCCP. Ce protonophore électrogène provoque en effet l'efflux immédiat 

d'une large part du pool intralutoïdique de protons, couplé à une repo- 

larisation simultanée du tonoplaste (l'intérieur des lutoïdes redevenant 

alors plus négatif). 

Les phénomènes mis en évidence dans la figure 12 ont été quan- 

tifiés. L'addition d'ATP-Mg2+ engendre, au cours de cette expérimenta- 

tion, une augmentation du A pH transtonoplastique d'une unité de pH 

(figure 12 et tableau 8) et une variation de potentiel électrique trans- 

membranaire, qui passe de -83 mV, pour des lutoïdes "au repos", à -19 mV 

chez les lutoïdes énergisés. Le fonctionnement de 1'ATPase pompe à pro- 

tons induit donc une dépolarisation du tonoplaste lutoïdique de l'ordre 

de 64 mV, l'intérieur du compartiment vacuolaire devenant alors moins 

négatif. 

Dans ces conditions (K+ 10 ~ + valinomycine, pH 7,0), le 

gradient électrochimique de protons (A PH) varie de - 18 mV, lorsque les 

lutoïdes sont incubés dans le tampon artificiel dépourvu de toute source 



214 

d'énergie, à environ + 96 mV lorsqu'ils sont "énergisés" en présence 

d'ATP-Mg2+ (Tableau 9). 

CU héla..&& nuggèncwt donakmen;t que. R’A7Ptic Loc.al!ike. au 

niveau du tonopl.a&e h,to~diqucz doncLionne comme une. pompe 4 pcotovm 

é.k&og&ne. E.U!c con~titi;t donc un ghadicnt dcz photon5 i&xnhtonoplti- 

tique en dhiytitibh~ fh~modynamiyue uwc Le md?ieu envi.aonnunt. 

5) INTERFERENCE : POTENTIEL VE DONNAN ET POMPE A PROTONS : 

Nous avons précédemment montré (p.166) que le gradient trans- 

tonoplastique de pH conservé par des lutoïdes intacts incubés dans un 

tampon artificiel et dépourvu de toute source d'énergie, était constitué 

pour majeure partie grâce à l'existence d'un potentiel de DONNAN. Celui- 

ci peut être déchargé par un excès de cations perméants (ou rendus per- 

méants). 

Ainsi, lorsque des lutoïdes sont incubés dans un milieu arti- 

ficiel, en présence de 14 C-méthylamine et de 
86 + 

Rb + valinomycine, on 

constate que toute augmentation des concentrations en KCl (10 à 220 mM) 

dans le milieu d'incubation dépourvu de toute source d'énergie, se tra- 

duit par une diminution simultanée et proportionnelle des gradients 

transtonoplastiques de protons et de potentiel (tableau 9). Le potentiel 

électrochimique de protons demeure alors quasiment nul, ou légèrement 

négatif. 

-^ _---- 

A Y 
incubation 

-2 A pH -2 ApH 2+ A pH A pH 
initial +ATP-Mg 

A Y 2+ 
initial +ATP-Mg initial +ATP-Mg 

2-b 

KCl (mM) (mV> (mV> (mV> (mV> (mV> (mV> 

10 74 124 -92 -28 -18 +96 
30 62 106 -73 -17 -11 +89 

120 32 88 -44 -8 -12 +80 
220 11 78 -12 > 0 -2 ~78 __ ..-. -.__ __ ___. ..-_..--_.- 

Tableau 9 :Effets de concentrations croissantes en KCl dans le milieu 
d'incubation sur le potentiel de DONNAN, l'activité ATPase pompe à pro- 
tons et le gradient électrochimique de protons (A UH) transtonoplasti- 
que lutoïdique. Les lutoïdes intacts ont été préincubés 30 min. à pH 7,0, 
en présence de différentes concentrations de KCl (+ valinomycine10 ug.ml ) 
avec les sondes 14C-méthylamine et 86Rb+, avant d'être transférés dans 
l'appareil de dialyse. Lorsque l'équilibre de dialyse initial est atteint, 
l!ATP-Mg2+ 5 mM a été ajouté. Les ApH, AY et leur résultante A îiH ont 
été-estimés après 30 min. d'incubation en présence ou non d'ATP. 
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Quelle que soit la concentration en potassium dans le milieu, 

l'addition d'ATP-Mg 
2+ provoque une forte augmentation du A pH et une dé- 

polarisation significative de la membrane lutoïdique (estimée par 
86 

Rb). 

Les résultats rapportés dans le tableau 9 montrent que, dans 

tous les cas, le fonctionnement de 1'ATPase engendre donc une augmenta- 

tion spectaculaire du gradient électrochimique de protons transtonoplas- 

tique. En milieu artificiel ce dernier ne semble toutefois guère pouvoir 

excéder le seuil de + 100 mV. 

L'ATPase tonoplastique lutoïdique est donc capable de recons- 

tituer rapidement un gradient de protons lorsque le potentiel de DONNAN 

est neutralisé en présence d'un excès de cations perméants. Le A pH en- 

gendré est alors en déséquilibre thermodynamique de part et d'autre du 

tonoplaste (A DH largement positif). 

61 L’ATP-ASE POMPE A PROTONS ELECTROGENE EST FONCTIONNELLE VANS LE 

CYTUSOL DE LA CELLULE LATiCTFERE : 

Nous venons de démontrer que 1'ATPase lutoïdique fonctionne 

LJI v~.&o, comme une véritable pompe à protons électrogène tonoplastique. 

En présence de son substrat ATP-Mg, elle catalyse une acidification non 

électriquement compensée du compartiment vacuolaire, lorsque les lutoï- 

des intacts sont incubés dans un tampon totalement artificiel. 

Nous avons voulu vérifiersi tel est le cas, lorsque les lutoï- 

des sont maintenusen suspension dans un milieu de composition aussi pro- 

che que possible que celle prévalant in ~JO. 

Nous avons quantifié les transferts de protons et de charges 

induits au niveau du tonoplaste lutoïdique, par l'addition d'ATP-Mg 2+ , 

chez des lutoïdes intacts, fraîchement isolés du latex, lavés et incubés 

dans du cytosol de latex déprotéinisé par ultrafiltration (sur PM lO), 

ajusté à pH 7,0. 



A pH (et -Z A pH) A Y (mV> A PH (mV> 
Milieu d'incubation 

initial + ATP-Mg 
2+ 

initial + ATP-Mg2+ initial '+ ATP-Mg2+ 

Hepes-Mes-Tris 50 mM ; 1,13 1,68 - - 
KCl 30 mM pH 7,0 ; ( 70) (101) 

68 20 + 2 + 81 

Cytosol ultrafiltré 1,37 1,90 - ajusté à pH 7,0 ( 82) (145) 28 - 2 + 54 +143 

Cytosol ultrafiltré 0,61 0,55 - 87 - 92 - PH 790 ; + FCCP 50 uM ( 40) (33) 47 - 59 

Cytosol ultrafiltré 0,50 1,61 
- pH 7,0; + KCl 200 mM ( 30) (97) 5 > 0 + 25 + 96 

Tableau 10 : Etude comparative des A pH, AY et A UH transtonoplastiques énergisés ou non par un 
apport d'ATP-Mg2+, de lutoïdes incubés en tampon artificiel ou dans du cytosol du latex ultrafil- 
tré. Les lutoïdes, lavés dans du cytosol de latex ultrafiltré, ajusté à pH 7,0 (par : Mes-Hepes-Tris 
"poudre")sont préincubés en présence des sondes (14C-méthylamine ou 86Rb++ valinomycine) pendant 
30 minutes, soit dans un tampon isotonique (Plannitol 0,3 M + KCl 30 mM) à pH 7,0, soit dans le même 
cytosol ultrafiltré (pH 7,0), en présence ou non de FCCP ou de KCl 200 mM. Ensuite, une fraction de 
chaque suspension est soit énergisée par l'addition d'ATP-Mg 2+ (5 mM), soit complémentée par 5 mM de 
MgSO4, à pH 7,O. 'Les distributions des sondes de A pH et de potentiel, ainsi que les volumes intra- 
lutoïdiques sont déterminés sur dessuspensionsséparées, après 20 minutes d'incubation. Les expérien- 
ces sont ici réalisées selon la méthode de centifugation. (une moyenne de 3 séries d'expérience). Les 
valeurs entre parenthèses correspondent aux valeurs de (-Z A pH) exprimées en mV. 



Les résultats rassemblés dans le tableau 10 montrent que 

1'ATPase tonoplastique lutoïdique assure également l'acidification du 

milieu intra-vacuolaire lorsque les lutoïdes sont incubés dans du cyto- 

sol de cellules laticifères. Dans ces conditions, l'influx de H 
+ 

conduit 

également a une dépolarisation de la membrane. Les deux phénomènes sont 

inhibés par le protonophore électrogène FCCP. 

Au &Gvz du cytonoR RaXkG6&n, comme dans un tcunpon ~vr;ti&i- 

ciel i~otonLque, I’ATPane. .&told.iquc dow&onne. donc comme. une V~JLJIJ.UJ.& 

pompe à poton &kc;trrogQne-. Elle peut recharger le gradient de protons 

transtonoplastique dans les conditions de composition ioniques prévalant 

in vivo. 

Dans le cytosol, le A fiH engendré par le fonctionnement de 

1'ATPase tonoplastique peut atteindre des valeurs approchant + 150 mV. 

71 CONDITZONS DE MATNTTEN VU A pH TRAN.STONOPLASTT~UE LUTOTVT~UE : 

L'ATPase du tonoplaste lutoïdique accumule donc, au sein des 

lutoïdes, un large pool de protons en déséquilibre thermodynamique 

(A pH >O) par rapport au milieu environnant (cytosol ou tampon artificiel). 

La rétention, à long terme de ce gradient électrochimique de 

protons dépendra d'une part, de la perméabilité passive (diffusion) du 

tonoplaste lutoïdique vis-à-vis de ces protons électrogènes, et d'autre 

part, des échanges ioniques transtonoplastiques possibles faisant inter- 

venir des transferts couplés de protons. 

Nous avons tente de vérifier la validité de ces hypothèses et 

en particulier, de tester la capacite de rétention, par le tonoplaste 

lutoïdique, du A PH élevé engendré par le fonctionnement de 1'ATPase 

pompe à protons. 

Ainsi qu'il l'a été précédemment décrit pour diverses condi- 

tions expérimentales (figures : 9 à 14) la figure 15 confirme que des 

lutoïdes intacts, incubés dans un milieu "semi artificiel" (50 % v/v de 

cytosol et tampon isotonique artificiel, mais en présence de glucose 

10 mM, à pH 7,0, accumulent des protons lorsqu'ils sont énergisés par un 

apport d'ATP-Mg2+ (3 mM). Si, après 30 minutes de réaction, on ajoute 

une dose supplémentaire d'ATP-Mg2+ cl,5 mM) dans la suspension, on ne 

constate pas d'influx supplémentaire significatif de la sonde à protons 

à l'intérieur des lutoïdes, montrant ainsi que ces organites développent 

d'ores et déjà un A pH maximum. Le milieu intralutoïdique ne peut donc 
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Figure 15 : NECESSITE D'UN APPORT CONSTANT D'ATP POUR MAINTENIR LE A pH 

TRANSTONOPLASTIQUE, ENGENDRE PAR L'ACTIVITE ATPase. 

Des lutoïdes intacts ont été préincubés 20 minutes dans un tampon isoto- 
nique à pH 7,0 contenant du lucose 10 mM, en présence de K+ (KOH neutra- 
lisé par Mes) 30 mM, et de l‘&-méthylamine. Dans une des suspensions 
transférée dans une cellule de dialyse, on ajoute successivement de 
l'ATP-Mg 3 mM, puis de l'ATP-Mg 1,5 mM avec environ 100 unités d'hexoki- 
nase ( ). Une expérience identique est effectuée en absence 
d'hexokinase exogene ( >.En fin d'expérience leslutoîdes 
sont lysés par l'addition de Triton 0,l %. 
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s'acidifier au-del& d'un certain seuil , probablement en raison de son 

pouvoir tampon interne relativement élevé en dessous de pH 5,5. De fait, 

le pH interne des lutoîdes, quantifié au cours de l'ensemble de nos expé- 

rimentations effectuées in V~%%O, n'a jamais atteint des valeurs inférieu- 

res à pH 5,0 (tableau 8). Notons, par ailleurs, que les pH intralutoïdi- 

ques mesurés immédiatement après centrifugation du latex, ne semble ja- 

mais être inférieurs à pH 5,35 (CRETIN, 1979-a ; BROZOZOWSKA et al., 

1979). Il est à remarquer enfin que, dans cette expérience, le gradient 

transtonoplastique de pH reste à son maximum tout au long de l'incubation, 

en présence d'ATP (au moins 90 minutes). 

Si par contre, on ajoute en même temps que la dose supplémen- 

taire d'ATP-Mg2+ (figure 15, symboles pleins) une quantité saturante 

d'hexokinase (en présence de glucose 10 mM), on constate, après un temps 

de latente de 15 à 20 minutes, une dissipation progressive du A pH préa- 

lablement engendré par l'apport précédent d'ATP. Le gradient de pH trans- 

tonoplastique rejoint en effet sa valeur initiale développée au cours de 

la préincubation, une heure environ après l'addition de l'hexokinase. 

Nous avons vérifié par ailleurs qu'une addition de glucose-6- 

phosphate (3mM) en même temps que la seconde addition d'ATP, mais en ab- 

sence d'hexokinase (non figuré ici) n'entraîne aucun efflux significs- 

tif de méthylamine. L'efflux de protons, hors des lutoïdes, n'est donc 

pas attribuable à la présence, ou à l'apparition de glucose-6-phosphate 

résultant de l'activité hexokinase en présence de ses substrats : glucose 

et ATP-Mg2+. 

Par contre, des dosages d'ATP résiduels dans le milieu nous 

ont permis de vérifier que ce substrat commun aux deux enzymes (ATPase 

endogène et hexokinase hexogène) a presque totalement disparu après envi- 

ron 20 minutes d'incubation en présence de l'hexokinase. 

Nous en concluons que l'efflux progressif des protons, préa- 

lablement accumulés au sein des lutoïdes grâce à l'action de 1'ATPase 

tonoplastique, peut être attribué à la pénurie d'ATP dans le milieu d'in- 

cubation. Le main?Xen d’un A pH, et w paJ&icufien d’un à UH, tiati~ono- 

platiquc muximum, nanbke donc n&x.aitetr un ~onc.tionnemtn;t permanent de 

&‘ATPtie me.mbJzcwuzh.‘Le fonctionnement continuel de 1'ATPase pompe à 

protons est lui-même conditionné par un apport constant et suffisant de 

son substrat : 1'ATP. 

Lorsque 1'ATP devient limitant dans le milieu, l'efflux progres- 

sif des protons accumulés, se traduit par une repolarisation symétrique, 
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Figure 16 : REPOLARISATION PARTIELLE DU TONOPLASTE LUTOIDIQUE CONSECU- 

TIVE A LA PENURIE D'ATP DANS LE MILIEU. 

Les lutoïdes intacts ont été préincubés 20 minutes dans un tampon isoto- 
nique à pH 7,0, contenant du glucose 10 mM et du potassium 30 mM, en 
présence de la sonde de potentiel radioactive tetraphénylephosphonium. 
Le protocole expérimental ultérieur est identique à celui décrit dans 
la figure 15. ( ):addition d'hexokinase,( ):absence d'HK. 
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de la membrane lutoïdique (figure 16). Cependant, la comparaison des ci- 

nétiques d'évolution des sondes de pH (figure 15) et de potentiel (figu- 

re 161, indique que le A pH transtonoplastique se dissipe plus rapidement 

et rejoint "quantitativement" sa valeur initiale caractéristique des lu- 

toïdes non énergisés, alors que, dans le même temps (1 heure) la repola- 

risation de la membrane n'est pas totale. 

Ces résultats indiquent que la dissipation progressive du pool 

de protons, accumulés contre un équilibre thermodynamique, n'est pas to- 

talement électrogène. Cette dissipation du gradient électrochimique de 

protons, préalablement engendré par l'activité ATPase pompe à H+, peut 

donc effectivement résulter de deux phénomènes additifs : 

- un efflux passif des H+ accumulés énergétiquement, dans le 

sens de leur gradient de concentration, conduit à terme à un équilibre 

thermodynamique, transmembranaire. Il en découle que, bien qu'opposant 

une certaine barrière à la diffusion passive des H+ (figures 6 et 9 - 

tableau 31, la membrane lutoïdique n'est pas totalement imperméable aux 

protons ; 

- des phénomènes accessoires de transfert de protons sont par- 

tiellement compensés électriquement. Ces derniers peuvent correspondre 

à des mouvements transtonoplastiques d'autres ions, faisant intervenir 

des mécanismes "symport ou antiport" avec les protons intralutoïdiques. 

Considérant nos conditions expérimentales particulières (milieu 

d'incubation contenant 50 % de cytosol ultrafiltré), les ions ou solutés 

éventuellement transportés, et donc susceptibles de rendre compte des 

efflux de protons électriquement compensés, peuvent aussi bien être d'ori- 

gine cytosoliquc (citrate, Mg++, Ca++, . ..) qu'artificiel (divers cons- 

tituants du milieu tampon artificiel . ..>. 

Notons, entre autre, que ces phénomènes peuvent expliquer les 

différences de A OH transtonoplastiques constatées entre lutoïdes lavés 

et incubés dans un tampon totalement artificiel (A PH toujours c 0) et 

ceux constamment maintenus en présence de leur cytosol (A fiH toujours 

> 0). L'incubation des lutoïdes fraîchement isolés dans leur cytosol 

cellulaire peut en effet entretenir un équilibre ionique trantonoplasti- 

que, aussi proche que possible de celui existant in V&O évitant ainsi 

tout rééquilibrage artificiel. 

Par ailleurs, le cytosol laticifère peut contenir des quantités 

non négligeables d'ATP (jusqu'à 300 @4], susceptible d'entretenir pendant 
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un certain temps in Vi-ttO le AjXl transtonoplastique positif existant 

très probablement au sein de la cellule laticifère. 

81 CUNCLUSIUNS : 

L'hydrolyse de l'ATP, catalysée par l'activité ATPase to- 

noplastique (d'AUZAC 1975-1977), s'accompagne d'une acidification du com- 

partiment intralutoïdique, et d'une dépolarisation de sa membrane. Dans 

ce sens, nos résultats acquis sur des lutoïdes intacts, fraîchement iso- 

lés (CRETIN, 1979, 1981 ; CRETIN et al. 1980) sont en accord avec ceux 

obtenus indépendamment,dans le même temps, et en utilisant des techniques 

relativement différentes par MARIN, (1979, 1980, 1981>, essentiellement 

sur des vésicules reconstituées ‘à partir de tonoplaste de lutoïdes lyo- 

philisés. 

L 'ATPane tonopk?tiLiqu~ den 5.&oZdcn inTac;tn fionc.tionne dom 

comme. une pomp 4 If+ ’ ekkc~ogh~. Ellecatalyse un influx, non électrique- 

ment compensé, de protons au sein des lutofdes. A notre connaissance, nos 

résultats acquis dès 1979 sur les lutoïdes, associés à ceux obtenus paral- 

lèlement par MARIN, constituent la première mise en évidence non ambigüe 

d'une ATPase membranaire, fonctionnant comme une pompe à H+, au niveau 

des vacuoles des végétaux supérieurs. Notons que récemment une activité 

ATPase pompe à protons tonoplastique semble avoi.r été caractérisée au 

sein de suspensions microsomales de racines (MANDALA et al. 1982) et de 

coleoptiles (DUPONT et al. 1982 ; O'NEIL, 1983) de blé, de racine d'avoi- 

ne (CHURCHILL et SZE, 1982) et de cals de tabac !SZE, 1982). 

Une activité ATPase pompe à protons a également été localisée 

au niveau du tonoplaste de vacuoles intactes purifiées de -%CChtiOt?lyC~4 

ce~~~~ke (KAKINUMA et al. 1981). 

Nous avons démontré, par ailleurs, que 1'ATPase lutoïdique 

pompe à H+, est effectivement fonctionnelle dans les conditions de com- 

position ionique prévalant in ViVO. C'est le cas pour des lutoïdes in- 

tacts fraîchement isolés et incubés dans le cytosol du latex déprotéini- 

sé par ultrafiltration. Toutefois, quel que soit le milieu d'incubation 

dans lequel baignent les lutoïdes, l'activité de la pompe à protons est 

capable d'assurer deux fonctions primaires : 
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- elle peut reconstituer, au moins partiellement, le pool de 

H+, normalement maintenu au sein des lutoïdes grâce à l'existence d'un 

potentiel de DONNAN lorsque ce dernier est dissipé par un excès de ca- 

tions perméants ; 

- elle engendre'dans tous les cas un potentiel électrochimique 

de H+ largement positif au travers du tonoplaste. Celui-ci correspond à 

l'accumulation, en présence d'ATP, d'un pool excédentaire de protons au 

sein des lutoïdes venant s'ajouter au pool de protons entretenu à l'équi- 

libre par le seul potentiel de DONNAN. 

Ce pool excédentaire de H+, accumulé au sein des lutoïdes lors 

du fonctionnement de l'ATPase, se trouve donc en déséquilibre thermody- 

namique de part et d'autre du tonoplaste, et a tendance à se dissiper 

progressivement lorsque, faute d'ATP, la membrane lutoïdique n'est plus 

énergisée. Il semble donc qu'un fonctionnement minimum permanent de l'ac- 

tivité ATPase pompe à protons soit nécessaire pour assurer le maintien 

d'un A pH et surtout d'un A GH transtonoplastique maximum. 

Nos résultats concilient les deux théories avancées par dif- 

férents auteurs, pour expliquer le maintien constant de l'acidité carac- 

térisant le compartiment vacuolaire chez les végétaux, ou lysosomal dans 

le règne animal. Ainsi, l'acidification du milieu intralysosomal chez 

les animaux a fait l'objet de nombreuses études. Elles ont donné lieu à 

deux interprétations divergentes : 

x Certains auteurs attribuent la totalité du pH intralysosomal 

à la distribution "à l'équilibre" des protons, faisant inter- 

venir uniquement un potentiel de DONNAN imposé par l'exis- 

tence de groupements anioniques non diffusibles localisés à 

l'intérieur des lysosomes. 

Ces auteurs nient d'une façon générale l'intervention de 

pompes à protons spécifiques (GOLDMAN et ROTTENBERG, 1973 ; 

HENNING, 1975 ; RRIJNGOUD, 1976 a et b ; REIJNGOUD et TAGER, 

1977 ; HOLLEMANS et al., 1979 et 1980). 

it D'autres auteurs, par contre, attribuent une importance ca- 

pitale à l'existence de mécanismes consommant de l'énergie. 

Dans ce cas, une activité ATPase membranaire interviendrait 

directement en catalysant un influx de protons au sein des 

lysosomes (MEGO et al., 1972 ; SCHNEIDER, 1977 et 1979 a et 

b ; DELL'ANTONE 1979 ; REEVES, 1983 . ..>. 
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Ainsi que le souligne MARIN (1981), "ces deux mécanismes ne 

s'excluent pas mutuellement,...". Nos résultats nous condui- 

sent à conclure que ces deux phénomènes coexistent, et se 

complémentent, chez les lutoïdes intacts fraîchement isolés 

du latex. 

Quoiqu'il en soit, la présence d'une activité ATPase pompe à 

protons au niveau du tonoplaste, confère à la vacuole un rôle important 

dans la régulation des équilibres ioniques, au sein des cellules végé- 

tales (Mc ROBBIE, 1975 ; RAVEN et SMITH, 1979,...). En ce sens, la mise 

en évidence, au niveau du tonoplaste lutoïdique, d'une activité ATPase 

pompe à protons électrogène, fonctionnelle, en particulier lorsque les 

lutoïdes sont incubés dans le cytosol du latex, présente un intérêt con- 

sidérable. 

En catalysant un véritable influx transtonoplastique de H+ 

vers l'intérieur des lutoïdes (acidification vacuolaire), le fonction- 

nement de 1'ATPase doit se traduire, en contrepartie, par une alcalini- 

sation symétrique du milieu environnant (le cytosol). Nous avons dans 

une certaine mesure vérifié la réalité de ce dernier phénomène, en sui- 

vant la cinétique d'alcalinisation, lors de l'addition d'ATP-Mg 
2+ 

, d'un 

milieu d'incubation très faiblement tamponné (Hepes-Tris, 5 mM, pH 7,4) 

contenant des lutoïdes (ANNEXE 1). 

Par ailleurs, ainsi que nous le confirmerons ultérieurement, 

le pouvoir tampon du cytosol laticifère est relativement faible, dans 

la zone physiologique des variations de pH (COUPÉ, 1977 ; JACOB et al., 

1979). 

Ces diverses considérations nous conduisent à conclure que le 

fonctionnement de 1'ATpti~ XonopLti.C.que. pompe ci ~&O~OVIA doit pc.~~ticC- 

petr ntivemwt ù tu kgdafion du pH aqtono.eiqu~, au ricin de .fa ~E&L& 

ktiCi~&~?L. Parce que son fonctionnement engendre une alcalinisation du 

compartiment cytosolique, l'activité de 1'ATPase lutoïdique peut activer 

le métabolisme du cytoplasme laticifère, et l'orienter dans un sens fa- 

vorable à la régénération et plus globalement à la production du latex. 

Enfin, le A jïH transtonoplastique engendré par son fonction- 

nement, constitue une source d'énergie protonique, susceptible d'éner- 

giser l'accumulation vacuolaire de certains solutés considérés comme 

inhibiteurs du métabolisme cytosolique (JACOB, 1970 . ..). C'est le cas, 
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par exemple, du citrate, dont l'accumulation au sein des lutoïdes fait 

intervenir un antiport citrate 2-/H+, énergisé par l'ATP-Mg 2+ (MARIN, 

1981 ; MARIN et al., 1981). 

II - EFFLUX TRANSTONOPLASTIQUE DE PROTONS LORS DU FONC- 

TIONNEMENT D’UN SYSTÈME TRANSPORTEUR D’ELECTRONS 

LUTOÏDIQUE : 

La présence d'une ATPase pompe n'exclut pas, a p&iO&i, l'exis- 

tence, sur la même membrane, d'autres systèmes capables de contrôler des 

flux transtonoplastiques de H+, mais utilisant une autre forme d'énergie 

que celle engendrée par l'hydrolyse de 1'ATP. 

MOREAU et al. (1975) ont mis en évidence le fonctionnement d'un 

système transporteur d'e-, localisé sur le tonoplaste lutoïdique. Ce sys- 

tème est capable de transférer les électrons du NADH sur des accepteurs 

artificiels tels le ferricyanure de potassium ou le cytochrome 2 exogène. 

Ces auteurs ont également montré que le tonoplaste lutoïdique est tota- 

lement dépourvu de cytochrome 5, de cytochrome P450 et d'activité cyto- 

chrome 5 oxydase. Par contre la membrane lutoïdique renferme deux cyto- 

chromes du type b (b561 et k563) dont un seul (b - -563 ) semble réductible 

par le NADH. Le NADPH est sans effet. La fonction d'un tel système trans- 

porteur d'e- tonoplastique au sein de la cellule laticifere demeure obs- 

cure. 

Par analogie avec la capacité des chaînes de transport d'élec- 

trons membranaires mitochondriales (PADAM et ROTTENBERG, 1973 ; SIGEL 

et CARAFOLI, 1978...), ch1 oroplastiques (NEUMAN et JAGENDORF, 1964 ; 

TELFER et EVANS, 1972 ; HELDT et al., 1973 ; GRABER et.WITH, 1976 . ..) 

ou bactériennes (REEVES, 1971 ; RAMOS et al., 1976 ; KELL et al., 1978 ; 

ELEVA et al., 1978 . ..). à convertir un flux d'e- en énergie protonique 

(A PH), nous avons recherché si le système transporteur d'e- situé sur 

le tonoplaste lutoïdique était impliqué dans quelque processus de trans- 

fert de protons entre les compartiments vacuolaire et cytosolique du 

latex d'Hcwa. 
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7) ALCAl7NlSAT70N VU COWARTlMENT VACUOLAIRE LORS VU FONCTiONNEMENT 

DE LA NAQH-CYTOCffROME c OYVOREDUCTASE TONOPlASTTO,E : 

La figure 17 montre une expérience typique de cinétique de 

dialyse, réalisée sur une suspension de lutoïdes intacts, fraîchement 

isolés du latex, et préincubés à l'équilibre en présence de méthylamine 

comme sonde à protons. 

L'addition d'une solution concentrée de cytochrome 2 (500 uM 

final), ajustée au pH de la suspension provoque une légère augmentation 

instantanée de la radioactivité dans l'effluent de dialyse. Celui-ci 

traduit un "efflux" de faible amplitude, mais significatif de la sonde 

à protons du milieu intralutoïdique vers le milieu d'incubation extérieur. 

Après l'établissement d'un nouvel équilibre, l'addition ultérieure de 

NADH, ajusté au pH de la suspension, provoque une augmentation massive 

et progressive de la radioactivité dans le milieu extralutoïdique. L'ad- 

dition de NAD+ reste sans effet significatif. 

La figure 18 montre que, en absence de protonophore (FCCP), 

l'addition préalable de NADH seul, induit un léger efflux lent et pro- 

gressif de la sonde à protons hors des lutoïdes, et que l'adjonction 

ultérieure du cytochrome c accélère et amplifie fortement le phénomène. - 

La lyse des lutoïdes par le Triton libère instantanément la méthylamine 

résiduelle, accumulée par le compartiment vacuolaire lors de la préin- 

cubation. 

Au cours des expérimentations, des contrôles périodiques au 

moyen d'une microélectrode de pH combinée, nous ont permis de vérifier 

que le pH du milieu d'incubation, fortement tamponné, ne montre qu'une 

faible acidification en fin de reaction, ne pouvant expliquer à elle 

seule les efflux massifs de la sonde à protons. Par ailleurs des mesu- 

res spectrophotométriques effectuées en parallèle, dans des conditions 

identiques, confirment que dans le même temps, le NADH s'oxyde et le 

cytochrome c est réduit, en présence de lutoïdes (tableaux 14 et 15). - 

Ces différentes considérations nous conduisent à conclure que 

les efflux de méthylamine hors des lutoïdes sont essentiellement attri- 

buables à une diminution de A pH transtonoplastique par suite d'une al- 

calinisation du milieu intralutoïdique, lors du fonctionnement de la 

NADH cytochrome 5 oxydoréductase tonoplastique. 
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Figure 17 : EFFLUX TRANSTONOPLASTIQUE DE LA 14 C-METHYLAMINE LORS DU 

FONCTIONNEMENT DE LA NADH-CYTOCHROME c OXYDORFDUCTASE LUTOIDIQUE. 

Les lutoldes intacts, fraîchement isolés du latex ont été préincubés 
30 minutes ci pH 7,0, dans un tampon isotonique contenant du potassium 
30 mM, en présence de %-méthylamine. Après transfert des suspensions 
dans les cellules de cinétique de dialyse,du Cytochrome c 500 FM puis 
duNADH 2mM ( > ou du NAD 2 mM ( >, ajustés à pH 7,0, 
sont ajoutés. En fin d'expérience les lutoïdes sont lysés par l'addition 
de Triton X-100. 
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Figure 18 : INHIBITION, EN PRESENCE DE FCCP, DES EFFLUX TRANSTONOPLASTI- 

QUES DE LA SONDE A PROTONS, NORMALEMENT LIES A L'ACTIVITE NADH-CYTOCHRO- 

ME 5 OXYDOREDUCTASE LUTOIDIQUE. 

Les lutoïdes ont été préincubés soit en présence ( > soit en 

absence ( ) de FCCP 50 PM, à pH 7,0. Lei conditions expérimentales 
sont identiques à celles décrites dans la figure précédente (Fig. 17); 
cependant l'ordre d'addition des substrats est inversé. 
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21 ACIRlF7CAT10N VU 14ZliEU EXTERTEUR, LORS VU FONCTIONNEMENT VE LA 

NAVH-CYTOCHROME 2 REVUCTASE DES LUTO'IVES FRAIS, INTACTS : 

Au moyen d'une électrode, nous avons effectué des mesures di- 

rectes de pH du milieu extérieur, et du milieu intravacuolaire (traite- 

ment aux ultrasons des lutoïdes sédimentés) de suspensions lutoïdiques 

en milieu faiblement tamponné (Hepes-Tris, 20 mM au total, à pH 7,O) 

après incubation en présence de NADH + Cytochrome 5. 

Milieu pH mesuré après 15 min. 
d'incubation effecteurs A PH 

(pH 7,O) extérieur vacuolaire 

(Hepes-Tris) Cytochrome 2 6,94 f 0,08 5,94 f 0,lO 1,0 2 0,18 

+ Mannitol Cyt. 2 + NADH 6,72 2 0,06 6,39 + 0,08 0,335 0,14 

(ultrasons) Cytochrome 5 6,97 10,06 - 

- Mannitol 
(Hepes-Tris) 

Cyt. 5 + NADH 6,9o f 0,08 

Tableau 11 : Variations des pH extra et intralutoïdiques lors du fonc- 
tionnement de la NADH-Cytochrome c oxydoréductase, mesurés au pH-m&tre. 
Chaque essai est réalisé à partir-d'une suspension de lutoïdes (10 % p/v> 
intacts (mannitol 320 mM) ou lysés (ultrasons, sans mannitol) tamponnée 
par 20 mM d'Hepes-Tris et ajustée à pH 7,0. Après 15 minutes d'incuba- 
tion en présence de Cytochrome c (500 uM) + NADH 2mM, les lutoïdes sont 
sédimentés (5 min., 35.000x g) traités aux ultrasons, et les pH de cha- 
que compartiment mesurés au pH-mètre (une moyenne de 3 essais). 

Les résultats consignés dans le tableau 11, montrent qu'en 

présence simultanée de NADH et de Cytochrome 2, seuls les lutoïdes in- 

tacts, incubés dans le milieu isotonique, assurent une acidification de 

leur milieu extérieur d'incubation, corrélative à l'alcalinisation de 

leur intérieur. En présence de lutoïdes lysés, l'addition de NADH f 

Cytochrome cn'induit aucune acidification significative du milieu d'in- 

cubation, alors que nous avons pu vérifier par ailleurs que l'activité 

NADH-Cytochrome 2 oxydoréductase restait fonctionnelle. 

L'acidification du milieu extérieur n'est donc pleinement 

assurée qu'en présence de lutoïdes intacts fraîchement isolés. Ces ré- 

sultats suggèrent que les variations symétriques de pH des deux compar- 

timents sont liées, et qu'elles peuvent être attribuées à un véritable 

flux transtonoplastique de protons. 
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3) EFFETS DES PROTONOPffORES ET DES POISONS RESPLRATOTRES ClASSl~UES : 

Lorsque les lutoïdes sont préincubés en présence du protono- 

phore FCCP (figure 18), alors que le gradient initial de pH est déjà 

partiellement dissipé, l'addition de NADH puis de cytochrome 5 ne pro- 

voque aucun mouvement transtonoplastique de protons significatif. La 

présence du FCCP n'affecte par l'activité oxydoréductase en tant que 

telle (tableau 12), mais inhibe le transport de protons qui lui est lié. 

Ce protonophore agit donc comme un agent découplant l'efflux de protons 

lutoïdique, normalement couple au fonctionnement de la NADH-cytochrome 

c oxydoréductase tonoplastique. - 

Le même type d'expérience réalisé en présence d'antimycine A 

de cyanure ou d'acide salicylhydroxamique (SHAM) aux concentrations 

inhibant classiquement les chaînes respiratoires bactériennes et/ou 

mitochondriales (voies cytochromique ou alterne), montre que l'acti- 

vité NADH-cytochrome c oxydoréductase, - ainsi que l'efflux de protons 

qui lui est couplé restent pratiquement inchangés. Ces caractéristiques 

écartent donc l'hypothèse d'éventuelles contaminations mitochondriales, 

bactériennes ou fongiques au sein de la suspension. 

11 appétit donc, qu'un nyntame. ahan-lpontcwr d’6%x&om, 

Loc.u.k% nwr ~CL membkane ButoIdiyuc, catu4ynan.t k?'oxyddkion du NAVH et 

.f.u n6dution ew/ré&tive. du cytitochnomc c cxoghe, ent capable de. donc- 

tionnen comme une. pompe. à portonA, annu4an.t un efjf@x .t4ati.tonop~t- 
yuc den H7 a,ccumu&h au ntin du RutoZdti. 

Etant donne que l'oxydation du NADH(+H+), en tant que telle, 

libère des protons à l'état libre dans le milieu, une analyse plus fine des 

phenomènes devrait aboutir à l'établissement d'une stoéchiométrie : n H+ li- 

bérés dans le milieu extérieur/NADH C+H+> oxydé > 1. La détermination d'une 

telle stoéchiométrie, qui reste encore à élucider, constituerait une preuve 

supplémentaire irréfutable du caractère vectoriel du système rédox cataly- 

sant la libération de protons libres dans le milieu. 

Précisons enfin, que l'effet du FCCP, peut s'interpréter par le 

fait que cet ionophore, dissipant le pool de protons maintenu en déséquili- 

bre thermodynamique au sein des lutoïdes (non attribuable à l'effet DONNAN) 

a dissipé les seuls H+ susceptibles d'être transportés par la pompe rédox. 

Ainsi, cette pompe à H 
+ 

rédox ne pourrait effectivement décharger que le 

seul pool de protons maintenu en déséquilibre thermodynamique au sein des 

lutoïdes. 
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Figure de préincubation 
effecteurr PH ApH trans- 

référence ajoutés vacuolaire tonoplasti- d ApH 
estimé que calculé 

Fig. 17 

Fig. 18 

non figurés 

Fig. 19 

+FCCP 
+FCCP 
+FCCP 

+KCN 
+cyt.c 
+ Il- 

+Anti A 
+cyt. c 
+ 11- 

+SHAM 
+cyt. c 
+ Il- 

+valino. 
icyt. c 
+ Il- 

+ cyt. c 
+ 1, - +NADH 

+ NADH 
+ " + Cyt.c 

+ NADH 
+ " + Cyt.c - 

+NADH 

+ NADH 

+ NADH 

+ NADH 

5,95 1,05 
6,02 C,98 
6,48 0,52 

5,72 1,28 
5,96 1,04 
6,41 0,62 

6,51 
6,55 
6,61 

5,89 1,ll. 
6,47 o,58 

6,00 l,oo 

6,42 o,58 

6,18 0,88 

6,53 0,47 

691 0,YO 

6,57 0,43 

0,49 
0,45 
0,39 

-0,07 
-0,46 

-0,24 
-0,42 

-0,04 
-0,06 

-0,53 

-0,42 

-0,41 

-0,47 

Tableau 12 : Estimation des pH intralutoîdiques et des A pH transtonoplas- 
tiques avant et après addition des substrats de la NADH-Cytochrome c oxy- - 
doréductase tonoplastique. 
Les valeurs sont calculées par les distributions de 

14 C-méthylamine déter- 
minées à partir des expériences en cinetique de dialyse réalisées en milieu 
artificiel et illustrées dans les figures en référence. Toutes les incuba- 
tions ont été réalisées à pH constant = 7,0 et en présence de KCl 30 mM 
(dApH = variations de ApH consécutives à chaque addition) 
Les concentrations des effecteurs : (NADH) 2 mM ; (Cytochrome 2) 0,5 mM. 
(FCCP) 50 ~JM ; (KCN) 1 mM; (SHAM) 3 mM; (Antimycine A) 100 pM;(val.inomycine) 
10 pg/ml. 
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Figure 19 : FLUX TRANSTONOPLASTIQUE OPPOSES DE 

LA SONDE A PROTONS (METHYLAMINE) ET DE LA SONDE 

DE POTENTIEL (85Rb+ + VALINOMYCINE), LORS DU 

FONCTIONNEMENT DE LA NADH-CYTOCHROME C OXYDO- - 

REDUCTASE LLJTOIDIQUE. 

Des lutoïdes fraîchement isolés ont été préincu- 
b&s 20 minutes dans un tampon isotonique (pH 7,0 
et KCl 30 mM) simultanément en présence de lk- 
méthylamine, de 86Rbi + Valinomycine (10 pg.ml-1) 
et de Cytochrome 2 (oxydé) 500 PM. Dans la cel- 
lule de dialyse la suspension est complémentée 
en NADH (2 mM, pH 7,O). Enfin les lutoïdes sont 
lysés par du Triton. 

NADH Trit. 

cyt-c + FCCP + . l ** 
+ + r 
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Temps 
mm. N 
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Figure 20 : EFFLUX DE LA METHYLAMINE ET INFLUX DE LA 

SONDE DE POTENTIEL TETRAPHENYIEPHOSPHONIUM, LORS DU 

FONCTIONNEMENT DE LA NADH-CYTOCHROME 2 OXYDOREDUCTASE 

TONOPLASTIQUE. 

Des lutoïdes fraîchement isolés du latex ont été pré- 
incubés dans un tampon isotonique (KG1 30 mM, pH 7,O) ' 
simultanément en présence de lk-Méthylamine et de 
3H-Tétraphénylephosphonium (TPP+). Dans la cellule 
de dialyse, sont successivement ajoutés : le Cyto- 
chrome c (500 uM), puis le NADH (2 mM) et enfin le 
FCCP (25 uM). A la fin de l'expérience les lutoïdes 
sont lysés par une addition de Triton X-100. 
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4) QUANTTFZCATZON DES EFFLUX DE H+ ENGENDRES PAR LE FONCTTOFlNEMENJ 

DE LA NADH-CYTOCffRUME c OXYDOREVUCTASE TONOPLAST7(2UE, EN MlliEU 

ARTTFlClEl : 

Les variations de pH intralutoïdique et des gradients transto- 

noplastiques de protons ont été quantifiées, à partir des cinétiques de 

dialyses effectuées dans les différentes conditions d'incubation en mi- 

lieu tampon artificiel. Les valeurs sont rassemblées dans le tableau 12. 

A pH extérieur constant (milieu d'incubation fortement tampon- 

né par Hepes-Mes-Tris, 100 mM), et en absence de protonophore, le fonc- 

tionnement de la NADH-Cytochrome c oxydoréductase tonoplastique est donc - 

capable d'assurer une alcalinisation du compartiment vacuolaire, et une 

diminution correspondante du ApH transtonoplastique &'l vi.&o. Dans cer- 

taines conditions, surtout lorsque le milieu intralutoïdique est parti- 

culièrement acide et donc le ApH initial élevé (figure 18), l'addition 

du NADH seul peut engendrer une certaine dissipation du gradient de pH 

transtonoplastique. Cette observation peut suggérer la présence d'accep- 

teurs d'e- endogènes, au sein de certains lots de lutoïdes. 

Cependant, dans tous les cas, la présence des deux substrats 

(NADH + Cytochrome 2) est nécessaire pour assurer un efflux maximum de 

protons. On notera toutefois qu'une certaine partie du gradient de pH 

ne peut être dissipée lors du fonctionnement de la pompe rédox, même en 

présence de concentrations supérieures en substrats. Le pool de protons 

ainsi conservé au sein des lutoïdes semble de taille relativement cons- 

tante, et maintient, pour des valeurs de pH extérieur égales à 7,0, un 

gradient transtonoplastique de protons d'environ 0,5 unité. 

51 ElECTROGEN7C7TE DE LA POMPE A EFFLUX : 

Les expériences réalisées après incubation des lutoïdes en pré- 
86 + 

sente Rb + valinomycine (figure lY), montrent que l'addition de NADH 

en présence de Cytochrome c induit une accumulation de la sonde de poten- - 

tiel, concomitante del'efflux de la méthylamine. Ces résultats sont con- 

firmés lorsque l'on suit simultanément les évolutions symétriques de la 

sonde à protons et du tétraphényl-phosphonium (figure 20). Dans ce cas 

également, 1 a présence des deux substrats (NADHiCytochrome 2) est néces- 

saire pour assurer l'influx de la sonde de potentiel (TPP+), vers l'in- 

térieur des lutoïdes. Les deux phénomènes : efflux de protons et pola- 

risation membranaire sont au moins partiellement reversés par l'addition de 

FCCP (figure 20). 
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Ces résultats indiquent que le fonctionnement de la pompe 

rédox à efflux d'H+ est électrogène, et qu'il induit donc une polarisa- 

tion du tonoplaste lutoïdique (intérieur plus négatif). 

6) FONCTTONNEMENT VE LA POMPE TONOPLASTZQUE A EFFLUX DANS LE 

CYTOSOl : 

Nous avons voulu vérifier, si les phénomènes décrits dans le 

cas de lutoïdes intacts incubés dans un tampon totalement artificiel, 

pouvaient se manifester pour des lutoïdes incubés dans des conditions 

de composition du milieu, aussi proches que possible de celles existant 

in vho. 
A l'instar des expériences effectuées pour démontrer le fonc- 

tionnement de 1'ATPase pompe à protons dans de telles conditions, nous 

avons incubé des lutoïdes intacts, fraîchement isolés, dans du cytosol 

ultrafiltré, en présence des substrats de la NADH-Cytochrome c réductase. - 

Les résultats acquis sont rapportés dans le tableau 13. 

Milieu 
d'incubation 

A pH et(-ZApH)x AY A PH 

initial +NADH initial +NADH initial +NADH 
+cyt.c +cyt.c +cyt.c - - - 

Tampon isotonique 1,13 0,78 - 
KCL 30mM; pH 7,0 (68) (47) 

80 -102 -12 

Cytosol ultrafiltré 1,41 1,29 
ajusté â pH 7,0 (84) (77) 

- 32 - 41 +52 

-55 

Cytosol ultrafiltré 1,22 0,70 - 37 - "oxydé"; (73) (42) 63 +31 pH 7,0 

Cytosol ultrafiltré 0,68 0,60 - 
"oxydé"; pH 7,0+FCCP 

(41) (36) -100 93 -59 -57 

Tableau 13 : Fonctionnement de la NADH-Cytochrome 2 oxydoréductase "pompe 
â efflux de protons", chez des lutoïdes intacts incubés dans un tampon 
artificiel ou dans le cytosol ultrafiltré du latex. Les incubations ont 
été effectuées selon la méthode et les conditions décrites dans le ta- 
bleau 10. Concentration en NADH : 2mM, cytochrome c oxydé 500 PM. Cyto- 
sol "oxydé": cytosol débarrassé de son acide ascorbTque réduit endogène 
par préincubation en présence d'ascorbate oxydase 

(C-Z A pHIX, AI' et A PH sont exprimés en mV). 
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Nos premières expériences ont été infructeuses : les lutoïdes 

fraîchement isolés et incubés dans du cytosol ultrafiltré, sans autre 

traitement, ne montrent qu'une alcalinisation peu significative de leur 

intérieur en présence de NADH + Cytochrome c. On sait que - le cytosol 

contient de fortes concentrations en acide ascorbique (> 2 mM). Celui-ci 

réduit chimiquement, très rapidement, tout le Cytochrome c présent, in- - 

duisant ainsi une pénurie rapide du substrat artificiel accepteur des e- 

de la NADH-Cytochrome c oxydoréductase lutoïdique. Afin de se débarras- - 

ser de l'artefact attribué â la présence de l'acide ascorbique endogène, 

nous avons incubé le cytodol ultrafiltré avec de l'ascorbate oxydase 

exogène, sous barbottage d'air. Après ce traitement, le cytosol ainsi 

"oxydé" a été débarrassé de l'enzyme par une nouvelle ultrafiltration. 

Dans le cytosol, débarrassé de son acide ascorbique réduit 

excédentaire, et ajusté â pH 7,0, l'addition simultanée de NADH et de 

Cytochrome 2 oxydé, provoque un efflux des protons lutoïdiques. Le phé- 

nomène est électrogène et inhibé par le FCCP (tableau 13). 

la NAVH cgtochnome 2 oxydonkduetic tonop&a&ique du XutoXdcn 

inaketi et &,.Zchement ~o.Gn, ptw,X donc, dam ceMa.&en cond.bZoti, 

donctionnti comme. une pompe. à potonn au nein du cytoaok! .tatici@m. Son 

fonctionnement électrogène engendre une alcalinisation du compartiment 

vacuolaire, corrélative à l'acidification du milieu d'incubation, et 

dissipe ainsi le A GH transtonoplastique positif. 

Cependant, le fonctionnement IM VhJO de cette pompe â protons 

"rédox", dont nous avons démontré l'activité potentielle k2 Ud%O (accep- 

teur d'e- artificiel), repose sur l'existence d'accepteurs d'électrons 

endogènes, qui restent à découvrir. La part du caractère strictement 

vectoriel de ce système devra être également précisée. 

7) FONCTTONNEMENT DE LA “POMPE REDOX” AVEC DIVERS ACCEPTEURS D’e- : 

Nous avons tenté de faire fonctionner, en milieu artificiel, 

la pompe â efflux de protons couplée au fonctionnement du système trans- 

porteur d'électrons tonoplastique, avec divers effecteurs artificiels ou 

susceptibles d'être présents in V&O. Les résultats de ces expériences 

ponctuelles sont rassemblées dans le tableau 14. 
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Tableau 14 : EFFICACITE DE DIVERS ACCEPTEURS D'E-, A ENGENDRER UNE 

ALCALINISATION INTRALUTOIDIQUE EN PRESENCE DE NADH (EN MILIEU ARTI- 

FICIEL). 

Substrats 
accepteurs d'e- 

mM NADH 
A pH 

consommé 
sans NADH +(NADH) 2 mM d A pH 

en 20 min. (20 min.>(a) (20 min.)(b) 
(a-b) 

0,14 1,23 1,12 -0,13 

Cytochrome c (500 PM) 0,61 1,08 0,61 -0,47 - 
Cytochrome c ( 5 ml> 0,18 1,lV l,oo -0,19 - 
Cytochrome c oxydase 0,26 0,Vl 0,73 -0,18 - 
Cyt.c (5 vM)+Cyt.oxydase 0,81 0,vo 0,51 -0,39 - 
Ferricyanure de K+ (1) 1,ov 0,87 0,57 -0,30 

DCPIP (1) 1,63 0,92 0,70 -0,22 

_________-__-_--_----------------------------------------------------------- 

dehydroascorbate (1) 0,20 1,14 1,06 -0,08 

glutathion(oxydé):GSSG(l) 0,56 1,20 0,95 -0,25 

glutathion(réd.) :GSH (1) 0,28 1,18 1,03 -0,15 

GSSG (1) + GSH (0,5) 0,71 1,15 0,81 -0,34 

Les incubations ont été réalisées à pH 7,0 pendant 20 minutes 
et arrêtées par centrifugation. 
bution de la 14C-méthylamine. 

Les ApH sont quantifiés par la distri- 
La consommation du NADH a été estimée en 

déterminant le NADH résiduel. Ces résultats correspondent B une moyenne 
de deux expériences. Sauf cas particulier (cytochrome c en PM) les con- 
centrations indiquées entre parenthèses sont exprimées-en mM. 
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Ie cytochrome c à forte concentration (500 nM) semble, dans la - 

série des substrats testés, l'accepteur d'électrons le plus efficace pour 

engendrer la dissipation du gradient transtonoplastique de protons en pré- 

sence de NADH, et ce d'autant qu'il affecte peu le A pH initial des lutoï- 

des intacts. 

Afin d'éviter les éventuels artéfacts attribuables aux concen- 

trations excessives de cytochrome (assemblage de cytochrome en multir 

mèresau sein de la membrane susceptibles de jouer un rôle de "conducteurs 

privilégiés" d'e- ou de protons,... (VON JAGOW et SEBALD, 1980), nous 

avons réalisé des expériences en présence de concentrations 100 fois plus 

faibles de cytochrome 2 (5 PM). 

A ces faibles concentrations, la totalité du cytochrome se trou- 

ve très rapidement réduit, et la dissipation du A pH est à la limite de la 

significativité, probablement à cause de la rapide pénurie de l'accepteur 

des e- du NADH dans le milieu. L'addition de cytochrome oxydase mitonchon- 

driale exogène (5 unités/ml) afin de recycler sous forme oxydée, la fai- 

ble concentration en cytochrome c rapidement réduite en cours de la réac- - 

tion, assure en présence des deux substrats (NADH 2 mM; cytochrome 2 5uM) 

la dissipation maximale du gradient transtonoplastique de protons. On re- 

marque cependant qu'en l'absence de NADH et de cytochrome c exogène, la - 

seule addition de cytochrome oxydase engendre déjà une diminution signi- 

ficative du A pH. Il est possible qu'en s'incorporant dans la membrane 

lutoïdique, la cytochrome oxydase exogène puisse à elle seule assumer le 

rôle de pompe à H+, qui lui est attribué (PROTEAU et al. 1983 ; CASEY et 

AZZI, 1983 ; MITCHELL et MOYLE, 1983,...) Elle pourrait, dans notre cas 

fonctionner en utilisant le pouvoir réducteur accumulé au niveau du tono- 

plaste lutoïdique (cytochromes b . ..). 

Les autres accepteurs d'électrons artificiels, tels le ferri- 

cyanure de potassium ou le dichlorophénol-indophénol, également réduits 

par le tonoplaste lutoïdique en présence de NADH, assurent un efflux de 

protons lutoïdiques. Cependant, leur seule présence (en absence de NADH) 

engendre une diminution déjà significative du A pH transtonoplastique 

initial. Nous avons par ailleurs observé que ces deux substrats au moins 

sous leur forme oxydée, pénètrent au sein du compartiment lutoïdique, qui 

se colore intensément en leur présence. 

Enfin, il semble que le couple GSSG/GSH puisse également assurer 

une large dissipation du gradient de protons transtonoplastique en présen- 

ce de NADH. Des groupements thiols oxydés pourraient donc jouer un rôle 

d'accepteur d'électrons physiologique in niti (GRIFFITHS et LIOYD, 1979). 
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Cependant, les résultats sont souvent assez peu reproductibles, 

et ne sont rapportés ici qu'à titre indicatif. Nous n'en tirerons donc 

aucune conclusion définitive quant à l'identité d'un éventuel accepteur 

d'électrons endogène. 

Les recherches méritent et doivent être approfondies dans ce 

domaine. 

Sl TNTEGRTTE MEMBRANATRE ET LABlLlTE VE LA PUMPE REDOX A EFFLUX DE ff+: 

Nous avons vu précédemment que l'intégrité structurale du tono- 

plaste était nécessaire pour assurer une acidification du milieu d'incu- 

bation extérieur, puisque celle-ci résulte précisement d'un efflux trans- 

tonoplastique de protons. Nous sommes arrivé par la suite à la conclusion 

qu'une intégrité parfaite, non seulement de la structure macroscopique 

mais également de la composition physico-chimique de la membrane lutoîdi- 

que, est strictement nécessaire pour que soit assuré le couplage entre 

l'activité NADH-cytochrome c oxydoréductase et le fonctionnement de la - 

pompe à efflux de protons. 

Nous avons remarqué, dans un premier temps, que la pompe à ef- 

flux n'était opérationnelle que chez. les lutoïdes intacts, très fraîche- 

ment isolés, et immédiatement utilisés pour ce type d'expérience. Nous 

avons par la suite quantitativement estimé la perte d'activité "pompe à 

efflux de H +Il au cours du vieillissement naturel deslutoïdes incubés dans 

un tampon isotonique pendant des temps plus ou moins longs. 

Les divers résultats sont rassemblés dans le tableau 15. 

Ainsi, apr&s 4 heures d'incubation en milieu isotonique artifi- 

ciel, à pH 7,0, moins de 10 % des lutoïdes en suspension se sont complè- 

tement autolysé comme le montrent les évolutions concordantes de leurs 

indices d'éclatement et des volumes intralutoïdiques estimés dans cet 

intervalle de temps. 

Dans le même temps les lutoïdes ont relargué (passivement...) 

une certaine quantité de protons; leur milieu interne s'alcalinisant ainsi 

de moins de 0,2 unité. Par contre, l'efficacité des lutoïdes à engendrer 

un efflux énergisé de protons en présence de NADH + cytochrome c diminue - 

considérablement. En effet, les lutoïdes perdent en 4 heures, près de 80 % 

de leur capacite à dissiper énergétiquement leur A pH transtonoplastique 

en présence des deux substrats de la pompe à efflux, alors que la NADH- 

cytochrome 5 oxydoréductase (DO 550 nm), semble significativement activée 

(tableau 15). 



Traitements 
de 

"vieillissement" 

Indice d' Volume APHi bHf dApH Efficacité! Réduction Consommation 
éclatement interne 

(1) (2) (l)-(2) 
de la pompe Cyt.c 

IE % 111 initial +NADH 
à efflux H+ DO/min/ml 

d'oxygène 
(+ NADH) 

+cyt.c 
% 1.11 02/min/VT300 

- 

néant 11,5 331 1,07 0,59 - o,48 100 0,410 0,37 
(expérience immédiate) 

préincubation 2 heures 
à 30°C 

17,3 

préincubation 4 heures 2. 
à 30°C 

0,91 0,68 - 0,23 48 0,535 

0389 0,79 - 0,lO 21 

1,17 

Tableau 15 : Effet du vieillissement naturel du tonoplaste lutoïdique sur son intégrité et sur l'effica- 
cité de la NADH-Cytochrome c oxydoréductase membranaire à engendrer un efflux de protons. 
L'expérience a été effectuée sur une suspension de lutoldes frais homogènes, préparés dans un tampon iso- 
tonique contenant : Hepes-Tris, 50 mM;mannitol., 320 mM;MgC12, 3 mM;KCl, 30 mM;ajusté à pH 7,O. 
Des aliquotes de 3 ml ont été préincubées ou non, à température de 30°C dans ce même tampon pour provoquer 
leur "vieillissement". Les volumes intralutoïdiques ont été déterminés en fin d'incubation. Les A pH en 
absence (ApHi) ou après (ApHf) addition de NADH (2 mM) + Cytochrome 5 CO,5 mM) ont été déterminés par la 

, 

distribution de la méthylamine, après 30 minutes de réaction (méthode de centrifugation). 
Les indices d'éclatement des lutoïdes (Phosphatase accessible libre/phosphatase-lutoïdique totale =%) ainsi 
que les activités NADH-Cytochrome c oxydoréductase (DO 550 nM) ont été déterminées parallelement sur des 
fractions de 1 ml. Les consommatio;s de 0, dépendante du NADH ont été analysées sur des fractions de 3 ml 
de la même suspension, en présence de KCN"(1 mM) à pH 7,0 (cf. 2ème Partie; chapitre 1 : mise en évidence 
d'une activité NADH oxydase lutoïdique) 
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le vieillissement "naturel", induit une 

dégradation physico-chimique suffisamment "discrète" de certaines struc- 

tures du tonoplaste sans toutefois provoquer une altération importante 

des propriétés macroscopiques de la membrane. L'éclatement, le volume 

interne des lutoïdes, ainsi que leur capacité de rétention de leur pool 

interne de H 
+ 

initial, sont en effet peu affectés. Cependant ce vieillis- 

sement naturel découple la pompe à efflux de H+, normalement associée au 

fonctionnement du système rédox membranaire. 

Nous avons par ailleurs montré que le vieillissement k'l Vh?lO 

des lutoïdes entiers, se traduit par une augmentation significative de 

leur absorption d'oxygène en présence de NADH (Tableau 15). 

NOUA krnetioti u.Ronn l?‘hypo;thènc, aeRon lk.queUe. Re vi~iR.!%ne- 

trient in viSro du ~onopi?a&e .kMoZd.iyue, ne ;Draduit pan une dQvia;tion d’une 

pantie. du filux d’fi.bc;trro~ 6nenginant nonmakkment .l.a pompe. ù efj@ux, VUA 

d ’ autittr~n “nynti!meh accq.&~~‘l. Un de CU accepteur acc.iden.&l peut &&c) 

L’ 0xygiW moR6cutie (cd : deuxidtne pa&ie de cc mémotiel . 
Cdte Rabi.Uz% du nynti?me de coupl.age. en;Dre. Re d.4.u~ d’&&cSroMn, 

pnovenant dc .~‘activiti NADH-cytochnomc c oxydonfiductie, EX la potnpc à - 
photon5 tonop.k&ti~ue peut ~xp.G.~uen .4Z'~xti&ne. vani&ikX~~ du phenomgnen 

C&Wdh~A (amp.t?itid~ de A@i & de. AY>. 

9 1 CONCLUSION : 

Le tonoplaste lutoïdique est donc doté d'un second système 

transporteur de protons, fonctionnant en sens inverse de 1'ATPase. Il 

s'agit d'un système couplé à un transport d'électrons, fonctionnant avec 

1s NADH et un accepteur encore non identifié in V~VO. Son fonctionnement 

ii1 Vi;DrO) en présence d'accepteurs d'électrons artificiel comme le Cyto- 

chrome c, et dans une moindre mesure le ferricyanure de potassium ou le 

dichlorophénol indophénol, engendre un efflux transtonoplastique de pro- 

tons, aboutissant à une alcalinisation du milieu intravacuolaire et à 

l'acidification consécutive du milieu environnant. 

Son fonctionnement est électrogène et peut engendrer un gra- 

dient électrochimique de protons transtonoplastique négatif, au moins en 

milieu artificiel. 

En présence d'accepteurs exogènes (cytochrome c,...) la NADH- 

cytochrome 5 oxydoréductase t onoplastique peut également fonctionner 

comme une pompe à efflux de protons, quand les lutoïdes sont incubés dans 
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le cytosol du latex (dans la mesure oiï ce dernier n'est pas excessive- 

ment reducteur). Elle pourrait donc être fonctionnelle au sein du latex, 

mais l'accepteur d'électrons endogène reste à identifier. 

Le couplage entre cette activité NADH-Cytochrome 5 oxydoréduc- 

tase et le système provoquant l'efflux transtonoplastique de protons est 

extrèmement labile. Ce découplage pourrait s'expliquer par la dégradation 

ou le relargage irréversible d'un Qément membranaire au cours de son 

vieillissement, au moins in Vi;DtO. 

La présence sur le tonoplaste lutoïdique de deux pompes à pro- 

tons, fonctionnant en sens inverse et utilisant des substrats différents 

confère aux lutoïdes un rôle primordial dans la régulation fine des équi- 

libres ioniques au sein de la cellule laticifere. La modulation des acti- 

vités différentielles des deux pompes à protons antagonistes localisées 

sur le tonoplaste est susceptible de réguler finement le pH du cytosol 

et l'amplitude du gradient transtonoplastique de H+. 

Pour des raisons analogues à celles évoquées précédemment con- 

cernant 1'ATPase lutoïdique, le fonctionnement in V&O d'une telle pompe 

à efflux de H 
+ 

, peut jouer un rôle considérable dans la régulation du 

métabolisme conduisant à la production du latex par fft~&~.. 

III- AUTORÉGULATION DU DOUBLE PH-STAT TONOPLASTIQUE, ET 

RÉGULATION DU PH CYTOSOLIQUE : 

7) LUCALlSATlON DE VEUX POMPES A tf* ANTAGONISTES SUR UNE MEME 

MEMBRANE : un pH-Sakt biophyniyue un&u,im ? 

La présence d'activités ATPase localisées sur la membrane des 

vacuoles végétales commence à être bien admise. Elles ont dans un premier 

temps été décelées et caractérisées au niveau du tonoplaste de levures, 

telles Saechtiorryca ce,wv.&~a~ (WIEMREN, 1969 et 1975 ; WIEMREN et al., 

1979) et récemment chez Sacchatrorycu ccud!be,tg~Mnti (OKOROKOV et al. 

1982). Chez les végétaux supérieurs, parallelement, d'AUZAC 1975, 1977 

met en évidence une activité ATPase au niveau du tonoplaste des lutoïdes 

d'Hévéa. La présence de telles activités a été par la suite demontrée 

sur le tonoplaste.de protoplastes isolés de Tutipa et d'ffippeti;Drum 4.p. 

(LIN et al. 19771, et de N&O?&M~ htitica (SAUNDERS, 19791, puis sur 

des vacuoles ou des fragments tonoplastiques isolees de Be;ta VU&JC#& 
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(DOLL et al., 1979 ; LEIGH et WALKER, 1980 ; ADMON et al., 1981) et récem- 

ment de Sacc/zakum (THOM et al., 1983). BRISKIN et LEONARD (1980) ont mis 

en évidence que l'activite ATPase associée à la fraction tonoplastique 

des membranes isolées de cellules de Nico-tiaMa tiacum montrait des ca- 

ractéristiques permettant de la différencier de 1'ATPase plasmalemmique. 

Des activités ATPase ont en effet également étr5 caractérisées dans des 

fractions de membranes plasmalemmiques de cals et de tissus racinaires 

de Soja (HENDRIX et KENNEDY, 1977 ; TRAVIS et BOOZ, 1979), de Scutel- 

lum de maïs (WHEELER et HUMPHREYS, 1979) et de pois (HENDRIX et PIERCE, 

1980>, de même qu'au niveau du plasmalemme isolé des racines d'avoine 

(CAMBRAIA et HODGES, 1980), d'orge (CALDWELL et HAUG, 1980) et de blé 

(DUPONT et LEONARD, 1980 ; DUPONT et al. 1981 et 1982 ; LUNDBORG et al., 

1981). Récemment, des activités ATPase d'origine tonoplastique semblent 

avoir été caractérisées et différenciées des activités ATPase plasmalem- 

miques présentes simultanément dans des suspensions de microsornes isolés 

de cals de tabac (SZE, 1980, 1982), de betterave sucrière (WINGSTRAND 

et LINDBERG, 19X2), de racines (MANDALA et al., 1982) et de coléoptiles 

(DUPONT et al., 1982 ; O'NEIL, 1983) de blé, OU d'avoine (CHURCHILL et 

SZE, 1982). 

Quelques auteurs contestent cependant le bien-fondé de la lo- 

calisation tonoplastique de certaines activités ATPase. Elles seraient 

parfois attribuées à des activités phosphatase non spécifiques (METTLER 

et LEONARD, 1979), ou alors à des contaminations d'origine mitochondriale 

ou plasmalemmique (MARIN, 1984). 

Rappelons enfin que dans le règne animal, des activités ATPase 

pompe à protons ont eté mises en évidence au niveau de la membrane d'or- 

ganites assimilables au vacuo-lysomes du latex tels les lysosomes de foie 

de rat (SCHNEIDER, 1979, 1981 ; DELL'ANTONE, 1979) ou les granules chro- 

maphiniques d'origine bovine (APPS et al., 1979 et 1980 ; PHILLIPS et 

ALLISON, 1978,...). 

En ce qui concerne le latex d'ffevea b/ztiifi~titi, la localisa- 

tion tonoplastique d'une activité ATPase pompe à protons ne fait aucun 

doute. A titre de confirmation, les expériences récentes réalisées dans 

notre équipe par GIDROL (1984 ; et GIDROL et al., 1984 ; voir ANNEXE IV), 

sur des lutoïdes intacts, montrent que tant l'activité ATPase que l'in- 

flux de protons qui lui est couple sont totalement insensibles à l'oli- 

gomycine, au NaN3, au Vanadate et à la Nystatine, éliminant de ce fait 

toute hypothese d'une éventuelle contamination mitochondriale ou plas- 

malemmique. 
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Nous avons démontré par ailleurs, après centrifugation isopyc- 

nique, d'un sédiment de lutoïdes bruts sur un gradient de densité de sac- 

charose, que les activité-s ATPase ainsi que l'activité pompe à protons 

dépendante de l'ATP-Mg++, sont localisées dans les mêmes fractions denses, 

superposables à celles contenant les activités phosphatase acide typique- 

ment vacuolaires (figure 21). Nous avons de plus vérifié, sur un échantil- 

lon moyen regroupant une aliquote de chaque fraction lutoïdique, que l'ac- 

tivité ATPase (mesurée en présence de molybdate 100 nM) qui leur est as- 

sociée est totalement insensible à la présence simultanée d'olygomycine 

(50 pg/ml) et d'ortho vanadate (120 pM). Nous n'avons enfin pu détecter 

aucune activité Cytochrome 2 oxydase, ni succinate deshydrogenase signi- 

ficative, dans les différentes fractions du gradient. Ces résultats con- 

firment donc sans ambiguité la localisation strictement vacuolaire de 

cette activité ATPase pompe à protons tonoplastique, et excluent, par le 

fait, toute possibilité de contamination mitochondriale ou plasmalemmi- 

que importante dans la fraction sédimentable du latex frais. 

Nous avons, sur les mêmes échantillons lutoïdiques, vérifié le 

profil de distribution des activités NADH-cytochrome 2 oxydoréductase, 

dans les différentes fractions du gradient. Ainsi qu'il l'a été précédem- 

ment rapporté par MOREAU et al. (1975) (pour des lutoïdes conservés 24 

heures dans de la glace), la distribution de l'activité NADH+cytochrome 

2 oxydoréductase des lutoïdes fraîchement isoles est tout à fait super- 

posable à celle de la phosphatase acide lutoïdique. Comme dans le cas 

de l'ATPase, la distribution de l'activité pompe à efflux de protons 

dépendante du NADH et du cytochrome 2 est parallèle à celle de l'activite 

oxydoréductase elle-même localisée dans les fractions denses. 

A l'instar des expériences réalisées sur l'ATPase, nous avons 

vérifié, sur un échantillon moyen regroupant une aliquote des 5 fractions 

denses les plus actives, que l'activité NADH-Cytochrome c oxydoréductase - 

est effectivement insensible à la présence simultanée d'antimycine A 

(100 PM) et de SHAM (2 mM). 

La présence d'activités phosphatase acide associées à des ac- 

tivités ATPase et NADH-cytochrome c oxydoréductase dans les fractions les - 

plus légères du gradient peuvent correspondre à la présence de lutoïdes 

dégradés. Ces dernières ne montrent d'ailleurs pas d'activité pompe à H+ 

qui leur est normalement associée, lorsque le tonoplaste est intact. 
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Figure 21 : LOCALISATION DES ACTIVITES POMPES A PROTONS PAR CENTRIFUGA- 

TION DES ORGANITES DU LATEX SUR UN GRADIENT DE DENSITE DE SACCHAROSE. 

Une suspension isotonique (50 % p/v> du sédiment brut du latex (50.000 x g; 
30 min.) a été centrifugée sur un gradient de densité de saccharose (0,6 
à 1,8 M) contenant du mannitol 0,3 M à pH 7,0 (70 min, 95.000 x g, 8°C). 
Les activités phosphatase acide, malate deshydrogénase et o-diphénoloxy- 
dase ont été testées directement sur les diverses fractions de densité 
recueillies. Les activités ATPase, NADH-cytochrome c réductase et des 
pompes à H' qui leur sont liées, ont été mesurées après dilution du sac- 
charose (jusqu'à 0,3 M) par le tampon isotonique, suivie d'une nouvelle 
sédimentation des organites (30.000 x g; 15 min.). Les sédiments ont été 
remis en suspension dans le tampon isotonique habituel, et les activités 
ATPase et NADH-Cytochrome c réductase déterminées. Les activités pompes 
à protons ont été estimées (méthode de centrifugation) après une préin- 
cubation de 15 minutes en présence de lk-méthylamine, puis incubation 
(20 min., pH 7,O) en présence ou non d'ATP-Mg (3 mM) ou de NADH (2 mM) 
+ Cytochrome c CO,5 mM). - 
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CU &,W condi,tment: que R’activLti? NAVff-Cyrtochome. g oxy- 

don6dutie pompe ù ~4o;ta~n ent bien Roculhiie, au meme LXJG que L’acti- 

wiité. ATPam, nun RC tonoplcke kktoidique. PLIA aL!Xeti , .&A tiolda 

nont indcmnu dc contamincr;tioti mitochondri& OU pla&nalemmCyue décela- 

ble. 

Dans le cas des lutoïdes, la localisation de cette activité 

rédox membranaire n'est donc pas ambigiie. Certains auteurs ont d'ailleurs 

montré que des activités NADH-Cytochrome c réductase étaient associées - 

au tonoplaste (MATILE et WIEMKEN, 1967 ; MATILE, 1968 ; LEIGH et BRANTON, 

1976 ; SAUNDERS 1979). D'autres auteurs contestent le bien-fondé d'une 

localisation tonoplastique de telles activités (METTLER et LEONARD, 1979; 

WAGNER, 1979). 

Notons enfin que des activités NADH-accepteur (?> oxydoréductase 

ont été localisées en même temps que des cytochromes b, et au même titre 

qu'une activité ATPase, au niveau de la membrane des granules chromaffi- 

niques d'origine bovine (FLATMARK et al., 1971 ; TERLAND et FLATMARK, 

1980 ; ZAREMBA et HOGUE-ANGELLETI, 1982). 

A notre connaissance, c'est la première fois dans le règne 

végétal que l'on trouve associées sur une même membrane, et en particulier 

sur une membrane tonoplastique, deux pompes CI protons antagonistes fonc- 

tionnant avec ckssubstratsénergétiquesdifférents.Le fonctionnement diffé- 

rentiel de ces deux pompes est susceptible de réguler très finement les 

flux de protons transtonoplastiques et donc le pH et l'homéostasie globale 

du cytosol cellulaire. 

Hormis les exigences évidentes des deux systèmes antagonistes 

vis-à-vis de la disponibilité de leurs substrats respectifs dans le milieu, 

il est donc important de connaître les conditions optimales de leur fonc- 

tionnement. Nous avons en particulier analysé leur sensibilité respective 

vis-à-vis des variations de pH du milieu, dans des conditions de composi- 

tions ioniques aussi proches que possible de celles existant réellement 

in VLVO (cytosol laticifère). 

21 REGULATION REC7PRQ.E DU pH-STAT TONOPLAST?@E ET DU pH CYTOSOLTQUE : 

Nous avons incubé des lutoïdes intacts, très fraîchement isoles 

du latex', dans du cytosol ultrafiltré (80 % v/v) tamponné à différents pH 

(entre 5,5 et 9,0> par l'addition de Mes-Hepes-Tris concentré. Nous avons 

analysé sur ces suspensions les activités ATPase et NADHTytochrome c oxydo- - 

réductase, et estimé parallèlement les activités des pompes B H+ qui leur 

sont associées. 



246 

I I .. ,‘, I I I I I 

6 7 8pi-b u milieu d-incubation 

Figure 22 : ACTIVITES DE L'ATPase, DE LA NADH-CYTOCHROME C OXYDOREDLJC- - 
TASE ET DES POMPES A PROTONS TONOPLASTIQUES QUI LEUR SONT ASSOCIEES, EN 

FONCTION DU pH DU MILIEU D'INCUBATION (CYTOSOL ULTRAFILTRE 80 X). 

Les lutoïdes intacts, fralchement isolés du latex, ont été lavés dans un 
tampon contenant 80 % de cytosol du latex ultrafiltré, 20 % de tampon 
Hepes-Mes-Tris (30 mM final) et du mannitol (180 mM final) à H 7 0. Ils 
ont été ensuite préincubés 30 minutes, en présence ou non de 
mine (150 FM) et de molybdate (100 PM), 

74C-Méthyla- 
dans un milieu de même composi- 

tion (cytosol 80 %> mais ajusté à divers pH (entre 5,4 et 9,O) par l'ad- 
dition de Mes-Hepes et(/ou> Tris pulvérulants. 
Les activités enzymatiques et les activités pompes à protons ont été 
estimées respectivement après 10 et 20 minutes d'incubation, en présence, 
ou non, soit d'ATP-Mg (3 mM), soit de NADH (2 mM) + cytochrome 2 (500 PM), 
préalablement ajustés aux pH correspondants. Les valeurs de pH du milieu 
portées en abscisses sont les valeurs mesurées au pH mêtre après les in- 
cubations. Les activités sont exprimées arbitrairement en valeurs rela- 
tives par rapport à leur maxima respectives. Pour les activités NADH- 
Cytochrome c oxydoréductase le cytosol a été préalablement débarrassé 
de son acide ascorbique réduit endogène. Les activités pompes à protons 
ont été estimées par la méthode de centrifugation. 
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Les résultats résumés dans la figure 22 mettent en évidence 

que, dans ces conditions de composition ionique quasi physiologiques 

du milieu, l'activité ATPase tonoplastique ainsi que la pompe à H+ qui 

lui est associée, montrent un même pH optimum, situé entre pH 6,5 et 7,0. 

Il s'en suit que dans la zone physiologique de variations de pH les plus 

fréquemment observées pour le cytosol du latex (entre pH 6,6 et 7,0), 

l'activité ATPase pompe à protons reste quasiment constante et potentiel- 

lement à son maximum (Notons qu'en milieu totalement artificiel nous 

avons observé des courbes d'activité à peu près analogues mais avec des 

optimums moins marqués (GIDROL, 1984). 

Le pH optimum de l'activité NADH-cytochrome 2 oxydoréductase, 

et surtout de la pompe à efflux de protons qui lui est couplée chez les 

lutoïdes fraîchement isolés, est situé dans des zones plus alcalines, 

légèrement en deçà de la zone physiologique des variations maximales 

pH du cytosol (> 7,5). 

Il en resulte que, au moins en raison du pH du cytosol, l'acti- 

vité potentielle de 1'ATPase pompe à protons reste pratiquement toujours 

à son maximum. Par contre, dans cette même zone de variations de pH, l'ac- 

tivité "NADH-accepteur" pompe à efflux est fonction directe du pH du mi- 

lieu. Cette dernière augmente en effet lorsque le milieu s'alcalinise. 

'Nous émettons l'hypothèse, selon laquelle toute alcalinisation 

excessive du cytosol, éventuellement engendrée d'ailleurs par une hyper- 

activité de 1'ATPase (très forte disponibilité en ATP-Mg 2+ 
, par exemple), 

pourra être compensée par un efflux de protons contrôlé par la pompe à 

protons rédox, activée à pH alcalin. Le pH du système aura donc théori- 

quement, c'est-à-dire si les disponibilités en substrats respectifs des 

deux activités antagonistes ne sont pas limitantes, tendance à se stabi- 

liser dans la zone comprise entre les pH optimums de chaque pompe à pro- 

tons. 

Noua nomvu donc en pn6nence d’un vti&&e. pH-STAT bioonmoti- 

que IbiophyniyueJ bu& nwr &A @LX contiôlti ;tnan&onopkkkique/s de pro- 
Ton~. Son fonctionnement doi;t pan;ücipe~ ac;tivemen;t à la ndgufktion 6.k 

du pH ct au maintien de L’hom6onttiie du eytonal dch Rdicidtin~~. IL CA~ donc 
impkpi? dm la rri?gu&Con du m~taboRtime ytopltimique. condLf2onnan.t 

Ru nfig6ntiaZion et la ptoduction du &X~~X. 
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Insistons cependant encore sur le fait que, si la participation 

active de 1'ATPase tonoplastique lutoïdique, à la régulation du pH cyto- 

solique et du A PH transtonoplastique, ne fait aucun doute dans des condi- 

tions in ViVO, le fonctionnement in &ti de l'activité NADH-accepteur 

d'oxydoréductase pompe à H+, et son intervention potentielle démontrée 

& VJ%‘lO, dans la régulation du pH cytosolique, reste subordonnée à 

l'existence d'un accepteur terminal endogène des flux membranaires d'e- 

provenant du NADH. Enfin, la quantification des flux strictement vectoriels 

des protons, engendrés par ce système rédox, de même que la stoéchiométrie : 

NADH oxydéin H+ transportés, devront également être étudiés avec précision. 

Dans l'état actuel des connaissances acquises sur ce systeme, il 

nous semble hasardeux de proposer un schéma précis des structures moléculai- 

res et des enchainements réactionnels susceptibles d'expliquer le couplage 

entre l'activité rédox et l'efflux transtonoplastique de protons. Les cyto- 

chromes b (MOREAU &?t &.,1975) les plastoquinones et les tocophérols (ARCHER 

& a&. ,1969) constitutifs du tonoplaste lutoïdique sont susceptibles de jouer 

une part active dans ces phénomènes de transfert d'électrons et de protons. 

L'implication éventuelle de composés soufres ("sulfure-protéines") et de 

métallo-protéines nous semble également envisageable. 
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RÉGULATION DU PH CYTOSOLIQUE PAR UN PH-STAT __-______-----------------------------~~---- __---m----s ------_-------------------~~---- 

BIO-OSMOTIQUE TONOPLASTIQUE, 
============================ 

AU SEIN DU LATEX D’HEVEA ---_______________ ------ ---__-__________________ 

RESUME 

Nos résultats acquis grâce à l'utilisation des sondes à pro- 

tons ( 14C-méthylamine) et de potentiel ( 86Rb+ , ou TPP+), tant par la 

technique de cinétique de dialyse que par simples"incubations-centrifu- 

gations",montrent que le tonoplaste deslutoïdes intacts et fraîchement 

isolés du latex d'Hévéa porte deux systèmes transporteurs de protons 

antagonistes. 

1) Le premier est couplé à l'activite ATPase mise en évidence 

sur le tonoplaste lutoïdique par d'AUZAC (1975 et 1977). Ainsi, 1'ATPase 

tonoplastique des lutoïdes intacts fonctionne comme une pompe à protons 

catalysant un influx de H+ à l'intérieur du compartiment vacuolaire du 

latex. Son fonctionnement entraîne donc une acidification marquée du mi- 

lieu intra-vacuolaire, et une alcalinisation concomitante du milieu en- 

vironnant, se traduisant par une forte augmentation du gradient de pH 

transtonoplastique. 

Le fonctionnement de cette pompe à H+ dépendante de l'ATP- 
2+ 

Mg 9 est inhibé par les protonophores. Le gradient de pH qu'elle engen- 

dre est sélectivement dissipé par le protonophore FCCP. 

Les cinétiques de distributions des sondes de potentiel 

montrent que le fonctionnement de la pompe à H+, couplée B l'activité 

ATPase, est électrogène. Cette pompe engendre une forte dépolarisation 

de la membrane lutoïdique (l'intérieur des lutoïdes devenant alors moins 

négatif ou très légèrement positif). 

Nos résultats, acquis sur des lutoïdes intacts et fraîche- 

ment isolés du latex, sont donc en accord avec ceux obtenus par MARIN 

(1981) 
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L'ATPase pompe à influx de protons est fonctionnelle dans 

le cytosol (ultrafiltré) du latex. Dans toutes les conditions d'incuba- 

tions, en absence de protonophore, son fonctionnement engendre une forte 

augmentation du gradient électrochimique de protons transtonoplastique 

(d'environ 100 mV). Lorsque les lutoïdes intacts sont incubés dans un 

milieu totalement artificiel, à pH 7,0 et en présence de K+ (30 mM), le 

A fiH passe d'environ -10 mV pour les lutoïdes non énergisés, à environ 

+85 mV en présence d'ATP-Mg 
2+ 

. Dans le cytosol ultrafiltré du latex, le 

A pH, déjà légèrement positif pour des lutoïdes au repos, passe d'environ 

+50 mV à plus de +140 mV lorsqu'ils sont énergisés par un apport d'ATP 

exogène. 

2) Le second transporteur de protons est couplé au fonctionne- 

ment d'un système membranaire oxydoréducteur utilisant le NADH et un ac- 

cepteur d'électrons. Il fonctionne in Vh?lO avec des accepteurs artifi- 

ciels tels le cytochrome c. - 

L'activité NADH-cytochrome c oxydoréductase mise en évidence 

sur le tonoplaste lutoïdique par MOREAU et al. (1975), pourrait ainsifonc- 

tionner dans le cas de lutoïdes intacts, fraîchement isolés du latex, com- 

me une pompe provoquant un efflux transtonoplastique de protons. Son fonc- 

tionnement entraîne donc une alcalinisation du compartiment vacuolaire 

et une acidification concomitante. du milieu extérieur. Ce transfert de 

protons,inhibé en présence de FCCP, est électrogène et se traduit par une 

diminution du A UH transtonoplastique lorsque les lutoïdes sont incubés 

dans le cytosol. Ce A EH devient fortement négatif (inférieur à -50 mV) 

lorsque le système fonctionne dans un milieu artificiel. 

L'activité NADH-cytochrome 2 oxydoréductase, de même que la 

pompe à efflux de H+ qui lui est normalement associée, sont résistantes 

aux inhibiteurs classiques des chaînes respiratoires mitochondriales, bac- 

tériennes ou fongiques utilisés aux concentrations habituelles (KCN, Anti- 

mycine, SHAM). 

NOUS avons montré que la pompe à protons dépendante du NADH 

et du cytochrome c peut rester fonctionnelle lorsque les lutoïdes sont 

incubés dans le cytosol du latex ultrafiltré. Cependant, l'élimination 

préalable de l'acide ascorbique présent dans le cytosol (> 2 mM) s'avère 

nécessaire pour éviter une réduction chimique rapide du Cytochrome c et - 
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la pénurie concomitante de l'accepteur artificiel d'e- obligatoire pour 

assurer le fonctionnement de la chaîne rédox tonoplastique, iVl VhkO. 

Lorsque des lutoïdes, fraîchement isolés du latex, sont 

maintenus 4 heures en suspension dans un milieu isotonique, à température 

ambiante, la stabilité de leur membrane limitante ne semble pas affectée 

outre mesure. En effet, leur indice d'éclatement, leur volume interne et 

leur gradient transtonoplastique de pH ne sont que peu modifiésdans cet 

intervalle de temps. Cependant ces lutoïdes "vieillis" perdent jusqu'à 

80 % de leur capacité à assurer l'efflux transtonoplastique de protons 

normalement couplé à l'activité NADH-cytochrome 2 oxydoréductase, alors 

que cette dernière reste pleinement fonctionnelle. 

Le "vieillissement" du tonoplaste semble donc induire un 

découplage de l'activité oxydoreductase et du système translocateur de 

protons qui ne lui est associé que tant que l'intégrité parfaite de la 

membrane est assurée. Ce phénomène pourrait être attribué à la dégrada- 

tion ou au relargage irreversible d'un hypothétique facteur de couplage 

lors du vieillissement de la membrane. 

L'activité NADH-cytochrome 2 pompe à H+ tonoplastique reste 

la plupart du temps fonctionnelle LVZ V&O lorsqu'elle est recherchée 

sur des lutoïdes très fraîchement isolés. Nous insisterons cependant sur 

le fait que son fonctionnement effectif in ni& (au sein du latex), reste 

subordonné a l'existence d'accepteurs d'électrons endogènes, qui restent 

à identifier au sein du latex. 

3) L'optimum de pH correspondant à l'activité potentielle ma- 

ximum de chacuredes deux pompes à protons a été déterminé dans des con- 

ditions de composition ionique de milieu s'approchant de celles existant 

in v-iv0 (cytosol 80 %>. Ils correspondent chacun aux limites de la zone 

physiologique des variations de pH cytosoliques, qu'ils encadrent. 

Ainsi, 1'ATPase pompe à influx de H+ fonctionne au maximum 

de ses potentialités des pH 6,5 et reste très active jusqu'à pH 7,0. 

La NADH-Cytochrome 2 oxydoréductase pompe à efflux de H+, 

se caractérise par un pH optimum sensiblement déplacé dans les zones plus 

alcalines,rarementenregistrées au sein du latex (pH 7,5). Son activité 

est très sensible aux variations physiologiques de pH. De 35 % environ à 

pH 6,5 elle atteint 85 % de son activité potentielle maximum vers pH 7,3. 
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Il s'en suit que toute alcalinisation excessive du cytosol, 

éventuellement occasionnée par une hyperactivité de l'ATPase, pourra être 

compensée par une acidification Q-I retour, engendrée par l'activation de 

la pompe rédox à efflux de H+, en milieu alcalin. 

Ce. doubk n+v%~me de. pompe.~ ii pototi anZagonL&Qn, RocaLiAi 

nwr la metnbnane. tonop.&AAque du htoIden QuGA, ~onc;tionne donc comme. 

un vé,titile. pH-.5X& 6ioonmoZique [bioph+@el, capah&, ii R’i?qti.G6~~e, 

de trkgukkh &d~icacerwnrt LE pH du CY~OAOR .&.Ck~~èn~. La modulation des 

activités différentielles de chacune des pompes à H +( par la disponibi- 

lité en leurs substrats dans le milieu, par exemple), peut engendrer des 

modifications importantes du pH cytosolique au sein des laticifères, et 

donc influer efficacement sur le métabolisme cytoplasmique dont dépend 

la production du latex. 

Les mécanismes évoqués ci-dessus peuvent rendre compte des 

corrélations mises en évidence par ailleurs, liant la productivité des 

hévéas aux caractéristiques de pH des deux compartiments subcellulaires 

majeurs du latex. 
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REGULATION OF THE CYTOSOLIC PH THROUGH A TONOPLASTIC, 
------=============================================== 

BIOOSMlTIC PH-STAT WITHIN THE HEVEA LATEX 
========================================= 

AESTRACT 

Our results obtained through the dialysis kinetics technique and 

simple "incubations-centrifugations" using the proton ( 
14 

C-methylamine) 

and potential (86 + Rb or TPP+) probes show that the tonoplast of the 

intact and freshly isolated lutoids of the hevea latex contains two 

different proton transport systems. 

1) The first one is associated with the ATPase activity revealed 

in the lutoidic tonoplast by d'AUZAC (1975 and 1977). Thus, the tono- 

plastic ATPase of the intact lutoids functions as a proton pump which 

catalyzes an H 
+ 

inflow within the vacuolar compartment of the latex, 

thus leading to a pronounced acidification of the intravaccolar medium 

accompanied by an alkalinization of the environment which result in a 

considerable increase of the pH transtonoplastic gradient. 

This ATP-Mg 2+ - dependent H+ pump is inhibited by the protonophores. 

The resulting pH gradient is selectively dissipated by the FCCP proto- 

nophore. 

The distribution kinetics of the potential probes show that the 

H+ pump associated with the ATPase activity is electrogenic. This pump 

lead 

part 

lut0 

to a high depolarization of the lutoidic membrane (the interna1 

of the lutoids becomes less negative or very slightly positive). 

Therefore, our results obtained in intact and freshly isolated 

ds of the latex are consistent with those obtained by MARIN.(1981). 

The.ATPase proton inflow pump is functional in the (ultrafiltered) 

cytosol of the latex. Under a11 the incubating conditions and in the 

absence of protonophore, it leads to a considerable increase in the 

electrochemical transtonoplastic proton gradient (of about 100 mV>. 

When the intact lutoids are incubated in a totally artificial medium 

at pH 7,0 and in the presence of K+ (30 mV>,A H increases from - 10 mV 

for the non-energized lutoids to about + 85 mV in the presence of 
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ATP-Mg2+. In the ultrafiltered cytosol of the latex, A H which is 

already slightly positive in lutoids at rest increases from about 

+ 50 mV to more than + 140 mV when they are energized by an exogenous 

supply of ATP. 

2) The second proton transport system is associated with an 

oxidoreducing memebrane system using NADH and an electron accepter. 

It functions in vitro with artificial acceptors such as the cyto- 

chrome c. - 

The NADH-cytochrome c oxidoreductase activity revealed in the 

lutoidic tonoplast by MOREAU et al. (1975) could function as a proton 

transtonoplastic efflux pump in the intact lutoids, freshly isolated 

from the latex, thus leading to an alkalinization of the vacuolar 

compartment accompanied by an acidification of the external environ- 

ment. This proton transfer which is inhibited in the presence of 

FCCP is electrogenic and results in a decrease of the transtonoplas- 

tic A H when the lutoids are incubated in the cytosol. This A H 

becomes highly negative (lower than - 50 mV> under artificial condi- 

tions. 

The NADH-cytochrome 2 oxidoreductase activity as well as the 

related H+ efflux pump are resistant to the classical inhibitors of 

the mitochondrial, bacterial or fungic respiratory chains used with 

the usual concentrations (KCN, Antimycin, SHAM). 

We showed that the NADH and the 5 cytochrome-dependent proton 

pump cari remain functional when the lutoids are incubated in the 

cytosol of the ultrafiltered latex. However, it is necessary to 

remove previously the ascorbic acid from the cytosol (> 2 mM) in 

order to avoid a rapid chemical reduction of the cytochrome c accom- - 

panied by a shortage of the artificial accepter e which is necessary 

for the tonoplastic redox chain to function in vitro. 

When some lutoids which are freshly isolated from the latex re- 

main suspended in an isotonic medium at room temperature for 4 hours, 

the stability of their limiting membrane does not seem to be affected 
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beyond measure. Their splitting index, their interna1 volume and their 

pH transtonoplastic gradient are only slightly modified within this 

period. However, these "aging" lutoids lose up to 80% of their capa- 

city in order to secure the proton transtonoplastic efflux which is 

generally associated with the NADH-cytochrome c oxidoreductase acti- 

vity while the latter remains fully functional. 

Therefore, the usenescence" of the tonoplast seems to induce 

a decoupling of the oxidoreductase activity and of the proton trans- 

locationg system which is related to it only as long as the integrity 

of the membrane is preserved. This phenomenon coud be due to the degra- 

dation or the irreversible of an assumed coupling factor when the 

membrane is subject to senescence. 

The NADH-cytochrome 2 tonoplastic H+ pump activity remains most 

often functional in vitro when it is observed in freshly isolated 

lutoids. However, we Will emphasize that it functions in situ (within 

the latex) depending on the existence of endogenous electron acceptors 

which are still to be identified within the latex. 

3) The optimum pH corresponding to the maximum potential activity 

of each of the two proton pumps has been defined with an environmental 

ionic composition close to that existing in vivo (80% of cytosol). 

Thus , the ATPase H7 influx pump functions at a maximum pH 6,5 

and remains very active up to pH 7,0. 

The NADH-cytochrome c oxidoreductase H+ efflux pump is characte- - 

rized by an optimum pH which is considerably modified in the more al- 

kaline zones being scarcely observed within the latex (pH 7,5). Its 

activity is very sensitive to the physiological variations in pH 

ranging from about 35% at pH 6,5 to 85% towards pH 7,3. 

Therefore, any excessive alkalinization of the cytosol which cari 

be caused by an ATPase hyperactivity could be compensated by an acidi- 

fication induced by the activation of the redox H+ efflux pump under 

alkaline conditions. 
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Therefore, this double system of opposite proton pumps located 

in the tonoplastic membrane of the fresh lutoids functions as a real 

bioosmotic pH-Stat (biophysical) which cari,, on balance, regulate ef- 

fectively the pH of the laticiferous cytosol. The modulation of the 

differential activities of each H+ pump (due, for instance, to their 

available substrates in the medium) cari lead to some considerable 

modifications in the cytosolic pH within the laticifers, thus exerting 

a considerable influence on the cytoplasmic metabolism which is ins- 

trumental to the latex production. 

The above-mentioned processes cari account for the correlations 

which relate the hevea productivity to the pH characteristics of the 

two major sub-cellular compartments in the latex. 
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FLUX TRANSTONOPLASTIQUE ET COMPARTIMENTATION VACUOLAIRE DES 

IONS CALCIUM ET CITRATE 

INTRODUCTION : 

L'existence de pompes à protons fonctionnelles au niveau du 

tonoplaste lutoïdique, permet d'envisager le rôle actif que doit jouer 

le compartiment vacuolaire dans la régulation du pH cytosolique, au sein 

des cellules laticiferes. Ce pH-Stat tonoplastique participe directement 

à la régulation (orientation et intensité) du métabolisme laticifère. Il 

fait ainsi partie intégrante des processus contrôlant la régénération, et 

partant, la production du latex chez 1'Hévéa. 

Il est maintenant largement reconnu, par ailleurs, que les gra- 

dients électrochimiques transmembranaires de H' (ou d'autres ions) , cons- 

tituent frequemment la source d'énergie nécessaire au transport de divers 

solutés (SLAYMAN, 1974 ; SLAYMAN et SLAYMAN, 1975 ; HAROLD, 1977 a et b ; 

BAKER, 1978 ; EDDY, 1978 ; POOL, 1978 ; SPANSWICK, 1981,...>. Le fonction- 

nement des pompes à H+ lutoïdiques module l'amplitude du A uH+ transto- 

noplastique. On peut donc supposer qu'elles participent à la régulation des 

divers flux de solutés entre les compartiments cytosolique et vacuolaire 

du latex. L'intervention de la force motrice protonique dans les processus 

de transport du citrate par les lutoïdes a d'ailleurs été clairement démon- 

trée (MARIN, 1981 ; MARIN et al., 1981-a). Ainsi, outre leur rôle direct 

dans la régulation du pH cytosolique, les pompes à H+ du tonoplaste lutoï- 

dique pourraient donc être également susceptibles de réguler indirectement 

le métabolisme laticifère, en modulant les flux et l'accumulation vacuolai- 

re, des divers solutés métabolisables (citrate, Pi, . ..> ou inhibiteurs 

(citrate, Mg ++, Ca++,...), contrôlant ainsi leur compartimentation au sein 

des lutoïdes (cf. Introduction). 

A ce titre, si divers ions et molécules s'accumulent, Lin LJbO, 

dans les lutoïdes, contre un gradient de concentration, on n'est pas en 

mesure d'affirmer s'il s'agit d'un processus de stockage (réserve> ou d'une 

détoxification. Le stockage de réserves vacuolaires implique un phénomène 

réversible, tandis qu'un processus de détoxification pure devrait corres- 

pondre à une accumulation irréversible. 
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Nous avons tenté de mieux cerner la dualité de cette fonction 

vacuolaire, en étudiant, en tant que modèle, les flux(influx et efflux) 

transtonoplastiques du calcium et du citrate, au niveau de lutoïdes intacts, 

fraîchement isolés du latex. Ces deux ions sont en effet nécessaires au mé- 

tabolisme cellulaire, mais à trop fortes concentrations dans le cytosol, 

ils inhibent efficacement 'un certain nombre d'enzymes clefs du méta- 

bolisme laticigène. Leur concentration dans le cytosol doit donc être mo- 

dulée d'une façon telle, qu'elle permette le fonctionnement optimum du mé- 

tabolisme laticifère, dont dépend la régénération et la production du la- 

tex par les Hévéas (cf. Introduction). 
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A- COMPARTIMENTATION VACUOLAIRE ET RÉGULATION DES FLUX 

TRANSTONOPLASTIQUES DU CALCIUM 

Le calcium est strictement nécessaire au métabolisme cellulaire. 

Cependant, ce cation étant à la fois un activateur ou un inhibiteur de 

nombreux processus enzymatiques, sa teneur doit être en permanence fine- 

ment régulée au sein de la cellule. Les effets induits par les variations 

de sa concentration intracellulaire ou au niveau sub-cellulaire sont tels, 

que dans le règne animal le Ca 
2+ est classiquement considéré comme un se- 

cond messager, dont les teneurs varient en réponse à un stimulus primaire 

souvent de nature hormonale (RASMUSSEN, 1970 ; RASMUSSEN et &. 1975 ; 

KRETSINGER, 1976,... >. Un concept du même type semble progressivement 

se développer dans le règne végétal (WILLIAMSON, 1981 ; MARMB, 1981 ; 

MARME et DIETER, 1982 ; DIETER ET MARME, 1984). 

En tant qu'activateur de certainesenzymes, le Ca 
2+ doit donc être 

présent à concentration suffisante, ou rapidement mobilisable, au sein du 

cytoplasme cellulaire. Cependant, à trop fortes concentrations, ce cation 

est un inhibiteur efficace de certainesenzymes clés du métabolisme. C'est 

le cas par exemple de la pyruvate kinase au sein du cytosol laticifère 

(JACOB et al., 1977 ; 1979). Par ailleurs, le calcium constitue un puis- 

sant agent déstabilisant la suspension colloïdale que constitue le latex. 

Il est donc nécessaire que tout excès de Ca 
2+ libre.soit évité au sein du 

cytosol laticifère. Ce cation est de fait accumulé à l'intérieur du com- 

partiment vacuolaire du latex : les lutoïdes (RIBAILLIER, 1972). 

Nous avons recherché quelles pouvaient être les modalités con- 

trôlant les flux de calcium au travers du tonoplaste lutoïdique. 

71 ACCUMULATION DU CALCTUM PAU LES LUT07DES : 

Ainsi qu'en témoigne le relargage immédiat de la radioactivité, 

lors de la lyse membranaire provoquée par l'addition de Triton, la figure 

23 montre qu'après une préincubation de 30 minutes en présence de 45Ca++ 

les lutoïdes intacts ont piégé la quasi-totalité (> 90 %> du calcium ini- 

tialement présent dans le milieu CO,5 mM au départ). 

Deux additions successives (1,O puis 1,5 mM) de CaC12 (non radio- 

actif) suivies d'une addition de MgCl (5 mM) n'induisent aucune variation 
2 

significative de la radioactivité libre dans le milieu d'incubation, et 
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Figure 23 : ACCUMULATION DU 45Ca++ PAR DES LUTOIDES INTACTS. ABSENCE 

D'ECHANGE ISOTOPIQUE. 

Des lutoïdes intacts (10 % p/v> ont été préincubés 30 minutes dans un 
tampon isotonique à pH 7,4 contenant du KCl 30 mM, en présence de CaC12 
0,5 mM et de 45Ca++ (8 pCi.1. Après le transfert de la suspension dans 
la cellule de dialyse, on a ajouté successivement CaC12 0,5 puis 1,5 mM, 
MgS04 5 mM, suivis d'ADP-Mg 3 mM. En fin d'expérience les lutoïdes sont 
lysés par une addition de Triton X-100 (0,l % final). 
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Figure 24 : EFFETS DES VARIATIONS DU pH DU MILIEU D'INCUBATION ET DE 

L'ADDITION D'ATP SUR LES ECHANGES DE CALCIUM ENTRE LE COMPARTIMENT VA- 

CUOLAIRE ET LE MILIEU EXTERIEUR D'UNE SUSPENSION DE LUTOIDES INTACTS. 

Les lutoïdes intacts ont été préincubés 30 minutes dans un tampon isoto- 
nique à pH 7,5 (Hepes-Tris 30 mM) contenant KCl 30 mM et MgSO4 5 mM, en 
présence de CaC12 0,5 mM et de 45Ca++ (5 $i). Après le transfert de la 
suspension dans la cellule de dialyse, le milieu a été acidifié à pH 5,9 
par l'addition lente d'HC1 (0,5 N) puis réalcalinisé à of 7,0 par du NaOH 
(0,5 N). Les addhions suivantes correspondent à ATP-Ca (2,5 mM), puis 
valinomycine (8 pg.ml-1) et enfin Triton (0,l % final). Les modifications 
de pH ont été effectuées sous contrôle d'un pH mètre. 
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Figure 25 a et b : EFFETS DES VARIATIONS DU pH, DE L'ADDITION D'ATP ET 

DE CALCIUM, SUR LES ECHANGES DE 45Ca++ ENTRE LE MILIEU D'INCUBATION ET 

LES LUTOIDES INTACTS, OU LES STRUCTURES DE LUTOIDES LYSES. 

x Fig. 25/a : Les lutoïdes intacts ont été préincubh dans un tampon 
isotonique (Mannitol 0,3 M) Hepes-Tris (30 mM) à pH 7,4, en présence de 
KCl (30 mM) MgS04 (5 mM) et de CaC12 (0,5 mM) + 45Ca (15 !-Ici). 

x Fig. 25fb : Les lutoïdes ont été incubés dans les mêmes conditions 
mais en absence de mannitol, et traités, en début d'incubation, aux 
ultra-sons pendant 1 minute. Le lysat a été ensuite réajusté à pH 7,4 
par KOH CO,5 N). 

Dans les deux cas de figure, les suspensions lutoïdiques transférées 
dans des cellules de dialyse ont été acidifiées par l'addition de Mes 
CO,5 M) et alcalinisées par Tris CO,5 M). Les additions suivantes corres- 
pondent à ATP-Mg (3 mM), puis CaC12 (2 mM) et enfin Triton X-100 (0,l %>. 
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en particulier aucun relargage du 
4ha++ piégé par les lutoïdes intacts. 

Ces résultats rendent peu probable, d'une part l'intervention de mécanis- 

mes d'échanges isotopiques susceptibles d!expliquer l'accumulation du 
45Ca++ à l'intérieur des lutoïdes, et d'autre part l'existence de phéno- 

mènes d'adsorption majeurs sur les structures extérieures du tonoplaste 

lutoïdique. 

Les lutoïdes intacts absorbent donc, contre un gradient de con- 

centration (concentration intralutoïdique d'environ 1,5 mM), une grande 

quantité de calcium, et ce, dans un milieu isotonique totalement dépourvu 

d'énergie métabolique. Nos résultats confirment ainsi ceux obtenus par 

RIBAILLIER (1972). 

L'addition d'ADP-Mg ++, dans le milieu reste sans effet. 

2) FLUX DE Ca+* 1lE.S AUX VARlATTONS DU pH EXTERZEUR ET DU A pti 

TRAN.STONOPLASTZQ.lE : 

L'acidification d'une suspension de lqtoïdes intacts, par l'ad- 

dition d'HC1 (figure 24) ou d'une solution concentrée de Mes (figure 25-a) 

se traduit par une augmentation rapide, et de forte amplitude, de la radio- 

activité dans l'effluent de dialyse. Inversement une realcalinisation du 

milieu d'incubation par l'addition de NaOH (figure 24) ou d'une solution 

de Tris-base (figure 25-a), provoque une forte diminution de la radioacti- 

vité libre dans le milieu en présence de lutoïdes intacts. 

Lorsque l'on effectue le même type d'expérience avec une sus- 

pension de lutoïdes lysés (lutoïdes traités 1 minute aux ultrasons et sus- 

pendus dans un tampon hypotonique (figure 25-b)),les modifications du 

pH du milieu engendrent également des variations significatives dela radio- 

activité dans l'effluent. Ces variations vont dans le même sens, mais sont 

de beaucoup plus faibles amplitudes que celles observées en présence de 

lutoïdes intacts. Ainsi une acidification de 1,8 unité de pH du milieu 

d'incubation provoque l'apparition d'environ 700 cpm dans l'effluent lors- 

que les lutoïdes sont lysés, et de plus de 2700 cpm dans le cas .de lutoïdes 

intacts (figure 25 a et b). 

L'addition de Ca++ 2 mM (non radioactif) ne provoque aucune 

variation de la radioactivité dans le milieu d'incubation lorsque les 

lutoïdes sont intacts, mais relargue par contre la quasi-totalité du 

45Ca++ 
> piégé sur les structures des lutoïdes lysés. Seul l'addition fi- 

nale d'une concentration lytique de Triton libère la totalité de la radio- 

activité accumulée au sein des lutoïdes intacts (figure 25-a). 
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Ces résultats nous incitent à conclure que la quasi-totalité 

du calcium lutoïdique échangeable, dans nos conditions expérimentales, 

est réellement accumulée à l'intérieur des lutoïdes. Une partie du cal- 

cium se trouve adsorbée sur des macro-structures intralutoïdiques non 

dialysables (face intérieure du tonoplaste, macromolécules internes,...) 

Ce pool de calcium adsorbé à l'intérieur des lutoïdes n'est sujet au re- 

largage en présence d'un excès de protons (acidification), ou de Ca 
++ 

(échange isotopique) que dans la mesure où ces organites sont lysées 

(ultra-sons, hypoosmolarité, présence de Triton). 

Par ailleurs, dans le cas de lutoïdes intacts, les flux trans- 

tonoplastiques de Ca 
++ 

induits par les modifications du pH du milieu d'in- 

cubation, semblent attribuées aux variations consécutives du gradient 

transtonoplastique de pH engendrées. En effet, la membrane lutoïdique est 

peu perméable aux protons (figures 6 et 8). Il est donc peu probable que 

les flux rapides de calcium observés, procèdent, pour majeure partie, d'une 

modification des charges intra-lutoïdiques causée par d'éventuels mouve- 

ments passifs de protons (ou OH-). 

11 en né~u.fYte- que. I'accutnuIa.tion in&avacuoRakke du Ca”’ ti% 

dhccteme-nt Lik ù X1 mp.~%kde. du gnadiwt de p~~ortonn ticwL&tonophtiqu~. 

On peut s'attendre ainsi à ce que tout flux transmembranaire de protons 

s'accompagne d'un flux de Ca 
++ 

de même direction. 

31 INFLUENCES VE L'A-P SUR L'ACCUMULAT70N DU CALCTUM PAR LES 

LUTOIDES : 

L'addition d'ATP-Ca +' (fig. 24 ; Mg++ (5 mM) présent) ou 

d'ATP-Mg++ (fig. 25-a) induit une accumulation supplémentaire de calcium, 

à l'intérieur du compartiment vacuolaire. L'addition d'ADP-Mg 
++ 

, à même 

concentration, reste sans effet (Fig. 23). Enfin, lorsque l'ATP-Mg++ est 

ajouté à une suspension hypotonique de lutoïdes traités aux ultra-sons 

(Fig. 25-b), les "mouvements" de calcium sont à peine perceptibles, et 

la trPs faible diminution de la radioactivité détectée dans le milieu 

peut correspondre à une légère accumulation du 45Ca+C au sein de micro- 

structures tonoplastiques éventuellement revésiculees. Cet effet mi- 

neur est par ailleurs totalement aboli, lorsque les expériences sont 

réalisées en présence d'une dose lytique de Triton (non montré ici). 

1’ acfivi.tii ATPtie ~onopRctiLLque nclmh& donc capah.& d ’ “énqi.- 

aen" une uccutnuRa;tion de cc&iwn au ~&II den RutoXdch infac&. 
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Figure 26 EFFETS DU FCCP SUR LES FLUX TRANSTONOPLASTIQUES DE CALCIUM. 

Les lutoïdes intacts ont été préincubés 30 minutes dans un tampon isoto- 
nique à pH 7,0 (K+ 30 mM, Mg ++ 5 mM, Ca++ 0,5 mM, Hepes-Mes-Tris 50 mM) 
en présence de 45Ca++ (10 pCi environ). 
25 minutes après le transfert dans les cellules de dialyse on ajoute du 
FCCP (20 PM) dans l'une des suspensions (" * '1 et une quantité 
équivalente du solvant seul (12 pl d'éthanol) dans l'autre. Les additions 
ultérieures sont identiques dans les deux suspensions : ATP-Mg++ (3 mM) 
à pH 7,0 puis Triton (0,l %>. 
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41 EFFETS DU FCCP ET DU TONOPffORE A-231ti7 

L'addition de FCCP à une suspension de lutoïdes incubés dans 

un milieu dépourvu de toute source d'énergie, en présence de 45Ca++ 
, ne 

provoque qu'un relargage relativement faible (moins de 25 %> de la radio- 

activité accumulée au sein des lutoïdes (Figure 26). L'addition d'ATP-Mg++ 

en présence du protonophore FCCP n'engendre aucune accumulation supplémen- 

taire du calcium à l'intérieur du compartiment vacuolaire. Au contraire, 

et à l'instar des phénomènes observés précédemment concernant les flux 

transtonoplastiques de la sonde à protons (Figure 10) le fonctionnement 

de l'ATPase, en présence de FCCP, provoque un efflux de faible amplitude, 

mais significatif, du calcium accumulé dans les lutoïdes (Figure 26). 

Nous avons vérifié précédemment (Figures 10 et 11) que le FCCP 

ne dissipe que le pool de protons se trouvant accumulé en déséquilibre 

thermodynamique à l'intérieur des lutoïdes. Par ailleurs, ce protonophore 

découple totalement la pompe à protons associée à l'activité ATPase tono- 

plastique. Enfin, son action électrogène engendre une hyperpolarisation 

du tonoplaste (Figure 14 et tableaux 10 et 13 >. 

L'analyse de ces divers résultats met en évidence trois faits 

majeurs : 

x Lo gtradicnt de. po.tenLie.l (n6gaLLd à R’itiieunl, ne nemble 

pan eotititiu .&L moteun anaunan~ -te. 0catipon.t du Ca” au 

dxavonn du tonop.t.a&e. 71 powrntit pan cona% &I%L ~X&C&- 

rncnX imptiqu6 dans la n&&n;tion d’un .l!.a,tge. pool de Ca’+ ivuka- 

Lutoidique ; 

x Len @.LX SraMntonopl!a&itiqu~ du cakkium nont ina%nem~nX &?A 

aux @!ux den pnototi ; 

x Endin, Re gnadiwt 6.fkc;trroehimiqu~ dc pkortoti akanMonoplk& 

.tii,qu~ awpwh6 pan L’ac;tivi;té. ATPanc .futokLique. peut “Bne.k- 

g&wt” un kivcgc inQZ.ux dP. calcium au nein du compa&im~nZ 
vacuok?ahe. Len deux phhnom&n~ nov& inhibti de. k?a mtme 

mani&tne. pan Xc pfiotonophone. FCCP. 

L'addition du ionophore A-23187, considéré comme spécifique des 

cations divalents (REED et LARDY, 1972 ; CASWELL et PRESSMAN, 1972 ; 

PPESSMAN, 1976), à une suspension de lutoïdes préincubés avec du. 
45Ca++ 

en absence d'ATP, n'induit qu'un efflux négligeable (< 10 %> du calcium 

accumulé dans le compartiment vacuolaire (non montré ici). En absence 
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Figure 27 : EFFETS DE L'ATP ET DU IONOPHORE A-23187 SUR LES FLUX TRANS- 

TONOPLASTIQUES DE LA METHYLAMINE ET DU CALCIUM. 

Les lutoïdes intacts ont été incubés dans un milieu isotonique à pH 7,4 
(K+ 30 mM, Mg++ 5 mM, Ca++ 0,5 mM) pendant 30 minutes en présence de 
45 Ca++ (15 pCi) ou de lk-Méthylamine (10 UCi, 100 PM). 
Les additions correspondent à : ATP 3 mM (Ca++ 0,5 mM, Mg++ 2,5 mM) puis 
ionophore A-23187 (20 pM) et enfin Triton 0,l %. 
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Temps 
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Figure 28 : EFFLUX TRANSTONOPLASTIQUES DE LA METHYLAMINE ET DU TETRAPHE- 

NYIEPHOSPHONIUM, EN PRESENCE DE QUANTITES CROISSANTES DE CALCIUM. EFFET 

DU FCCP. 

Les lutoydes intacts ont été préincubés à pH 7 0 (Mannitol 0,3 M, Hepes- 
Tris 15 mM, Ca++ 0,5 mM) soit en présence de 14C-méthylamine (100 nM) 
soit de 14C-TPP+ (200 uM). 
Les additions successives correspondent à CaC12 : 0,5 puis, lpuis 
1,5 mM à pH 7,0 suivies de FCCP (25 pM) et enfin de Triton 0,l %. 
(La concentration cumulée finale de calcium dans le milieu est donc de 
3,5 mM environ). 
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d'énergie, il semble donc que le calcium se distribue à l'équilibre ther- 

modynamique de part et d'autre du tonoplaste. Par contre, l'addition de 

A-23187 à une suspension de lutoïdes "énergisés" par un apport d'ATP-Mg 
++ 

(Figure 27), provoque un efflux de Ca 
++ 

au moins équivalent à la quantité 

de calcium accumulée en présence de I'ATP. Ces résultats indiquent que ce 

pool de Ca 
++ 

transporté au sein des lutoïdes grâce au fonctionnement de 

l'ATPase, est accumul6 contre un gradient électrochimique de concentra- 

tion. 11 se trouve de ce fait distribué en déséquilibre thermodynamique 

de part et d'autre du tonoplaste lutoïdique. 

L'efflux de la méthylamine induit par l'addition du A-23187 

après le fonctionnement de 1'ATPase (Figure 27) est inattendu et difficile 

à expliquer. On considère en effet généralement que cetionophore catalyse 
++ 

un échange de Ca ou de Mg 
++ 

contre des protons. L'effet contradictoire 

observé peut être attribué à une faible spécificité de l'ionophore, à la 

concentration utilisée (20 PM), qui se comporterait alors également comme 

un protonophore. 

51 ECHANGES Ca’7/H*, AU NIVEAU OU TONOPLASTE LUTUiDiQUE : 

La Figure 28 montre que des additions successives de calcium, 

à une suspension de lutoïdes intacts, faiblement tamponnée (Hepes-Tris- 

15 mM, pH 7,0),provoquent l'efflux de la méthylamine préalablement accu- 

mulée dans les lutoïdes. Il y a donc diminution du gradient transtonoplas- 

tique de protons. L'addition de FCCP, alors que la concentration totale 

cumulée du Ca 
++ 

est de l'ordre de 3,5 mM dans la suspension, provoque une 

réabsorption de la sonde à protons par le compartiment vacuolaire. Ce 

phénomène indique que la présence du calcium, et probablement son intense 

accumulation par les lutoïdes,a provoqué une inversion du gradient de pro- 

tons transtonoplastique. 

Des additions successives de calcium induisent également un 

efflux de la sonde de potentiel TPP+. Cependant, aux concentrations de 

Ca++, pour lesquelles le A pH est dissipé, voire inversé, 3e gradient de 

potentiel transtonoplastique reste encore négatif à l'intérieur des lu- 

toïdes. En effet le TPP+ n'est totalement libéré dans le milieu, qu'après 

l'addition d'une dose lytique de Triton (Figure 28). 

L’accumuRafion du ca&k.m au ntin dea LutoZf~n ne. &.it donc au 

dkpend du ghadient .thYuztonop&&iqu~ de phOfOnA. le .tJuMApOh~ de cc ca- 

Con divaknt hait ZJL~A phobabkkment inaktvenih un m6catime. d’kchange 
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Figure 29 : EFFETS DES AGENTS DEPOLARISANT LE TONOPLASTE LUTOIDIQUE SUR 

CES FLUX TRANSTONOPLASTIQUES DE CALCIUM. 

Les lutoïdes intacts ont été préincubés dans un tampon isotonique (Hepes- 
Tris 50 mM Mg++ 5 mM, Ca ++ 0 5 mM, K+ 30 mM) en présence de valinomycine 
(10 pg.mlsi) et de 45Cai+. 

, 

Les additions correspondent à : KCl 130 mM, ATP-Mg++5mM, Nigéricine 
(16 pg.ml-1) puis méthyle-triphénylephosphonium 1,5 mM et enfin Triton 
0,l %. 
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~anti~aht) cent tonopltitique. Le processus induit une dépolarisation 

partielle de la membrane lutordique, correspondant à un transfert net de 

charges positives à l'intérieur du compartiment vacuolaire. La dépolari- 

sation observée pourrait traduire une stoechiométrie correspondant à 

l'échange transmembranaire d'l Ca++ contre 1 seul H+ , ou encore à une 

stoéchiométrie Ca++/2 H+ accompagnée du cotransport d'un anion dans la 

même direction que les protons. L'absence de mesure quantitative nous 

oblige cependant à rester au stade des hypothèses, quant à la stoechio- 

métrie des échanges Ca++/(ri??? H+. 

6) EFFLUX PARTIEL DU CALCiUM LORS DE LA NEUTRALZSATiON DU POTENTIEL 

DE DONNAN TRAN!STONUPlA.STZ~UE !Figue 29 1 : 

L'addition d'une forte concentration de KCl (130 mM) dans une 

suspension de lutoïdes, en présence de valinomycine, induit un efflux 

marqué du calcium vacuolaire (Figure 29). Ce phénomène est à mettre en 

parallèle avec la diminution du A pH provoquée par la dissipation du 

potentiel de DONNAN transmembranaire, dans ces mêmes conditions (Tableaux 

5 et Y>. 

Une addition ultérieure d'ATP-Mg, qui restaure au moins partiel- 

lement le gradient transtonoplastique de protons (Tableau Y >, provoque 

une réabsorption rapide du calcium précédemment relargué par les lutoïdes. 

L'addition de nigéricine dans le milieu contenant de fortes te- 

neurs en potassium (160 mM), provoque l'efflux du calcium accumulé au sein 

des lutoîdes en présence d'ATP. Cet efflux peut être attribué à l'action du 

ionophore, qui, catalysant un échange électroneutre K7/H' (PRESSMAN, 1976) 

dissipe le A pH engendré par l'activité ATPase pompe à H+. 

Enfin, le cation lipophile méthyl-triphényl-phosphonium (MTPP+), 

qui à forte concentration dépolarise totalement le tonoplaste lutoïdique 

et neutralise le potentiel de DONNAN,provoque également un efflux massif 

du calcium intralutoïdique. 

Ainsi tous les agents dépolarisants testés, qui dissipent le 

pool intralutoïdique de protons maintenu grâce à l'existence d'un poten- 

tiel de DONNAN,provoquent également un relargage massif du calcium accu- 

mulé au sein du compartiment lutoïdique. Un large pool de Ca 
++ 

pourrait 

donc être également retenu au sein du compartiment vacuolaire grâce à son 

adsorption sur des structures intralutoïdiques chargées négativement. 
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Figure 30 : EFFLUX DU CALCIUM INTWUTOIDIQUE LORS DU FONCTIONNEMENT DE 

LA NADH-CYTOCHROMF c OZDOREDUCTASE TONOPLASTIQUE. 

Les lutoïdes intacts fraichement isolés, ont été préincubés 20 minutes 
dans un tampon isotonique à pH 7,4 en présence de K+ 30 mM, Ca++ 0,5 mM 
(+45Ca++) et d'ATP-Mg'+ 2,5 mM. 
Les additions successives correspondent respectivement à : NADH (1 mM> 
cytochrome c (0,3 mM) puis simultanément NADH (1 mM) + cytochrome c - 
(0,3 mM), et enfin Triton (0,l %>. 
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7) EFFLUX DU CALCTUM LORS DU FONCT70NNEMENT VE LA NADH-CYTOCffROE!E C 

OXYDOREDUCTASE LUTOlV7@fE : 

La Figure 30 représente une expérience realisée avec une sus- 

pension de lutoïdes très fraîchement isolés du latex, et préincubés avec 

du 45Ca++ , en présence d'ATP-Mg 
++ 

. 

Une première addition de NADH (1 mM) provoque un efflux progres- 

sif, et de faible amplitude, du calcium accumulé au sein des lutoîdes. 

L'adjonction ultérieure de cytochrome c (oxydé) augmente considérablement 

la vitesse de l'efflux. Cette dernière est encore amplifiée lorsque l'on 

ajoute simultanément une dose supplémentaire des deux substrats. 

Des expériences du même type, non figurées ici, ont montré que 

les efflux de Ca++ engendrés par l'activité rédox lutoïdique sont insen- 

sibles au cyanure de même qu'à 1'Antimycine A et que par ailleurs le sys- 

tème perd de son efficacité si les lutoïdes ne sont pas utilisés immédia- 

tement après leur extraction du latex. Le système oxydoréducteur cataly- 

sant l'efflux du calcium intralutoïdique partage donc des caractéristi- 

ques communes à celles mises en évidence concernant le fonctionnement de 

la NADH-cytochrome c oxydoréductase pompe à efflux de protons tonoplas- - 

tique. 

Il apparaît alors que le fonctionnement de la NADH-cytochrome 

c oxydoréductase localisée sur le tonoplaste lutoldique peut assurer un 

efflux important du calcium intra-vacuolaire. 

Toutefois, d'autres expériences analogues à celle décrite dans 

la Figure 30, mais effectuées avec des suspensions de lutoïdes préincubés 

(45Ca++) en absence d'ATP-Mg, montrent des cinétiques d'efflux de calcium 

similaires, mais d'amplitudes beaucoup plus faibles (non figurées ici). 

Ces observations suggèrent que seul le pool de Caf+ libre, accumulé en 

déséquilibre thermodynamique au sein des lutoïdes "énergisés" par l'ATP, 

est susceptible d'être relargué, lors du fonctionnement de la NADH-cyto- 

chrome c oxydoréductase tonoplastique. - Il constituerait donc un pool de 

Ca++ mobile, énergétiquement mobilisable, donc susceptible d'être remis 

à la disposition du métabolisme cytoplasmique. 

til VTSCUSSTON ET CONCLUSTON : 

De nombreuses études ont été réalisées sur les processus cata- 

lysant les transports actifs du calcium au niveau des structures membra- 

naires d'origine animale. Elles ont montré que dans la plupart des cas 
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les mécanismes mis en jeu utilisent soit directement l'énergie libérée 

par une activité ATPase membranaire, soit le gradient électrochimique de 

Na+ ou de H+ qu'elle engendre. On se réfèrera, à titre indicatif, aux re- 

vues ou aux récents travaux démonstratifs concernant les mécanismes de 

transport actif du calcium au niveau des erythrocytes (SARKADI, 1980 ; 

NIGGLI et a1.,1982 ; . ..) du plasmalemme de foie de rat (KRAUS-FREIDMANN 

et al., 198'2 ;... >, du réticulum sarcoplasmique (FROELICH et TAYLOR, 1976 

ZIMNIACK et RACKER, 1978 ; MADEIRA, 1980 ; SHOSHAW, 1983 ;...> et enfin 

au niveau des mitochondries d'origine animale (AKERMAN, 1978 ; BERNARD1 . 

et AZZONE' 1979 ; ROSIER et al., 1981 ; AFFOLTER et CARRAFOLI, 1980; . ..>. 

Chez les plantes, on considère généralement que les faibles con- 

centrations en calcium libre dans le cytosol cellulaire, sont essentielle- 

ment maintenues d'unepart grâce à une accumulation active de ce cation dans 

les organites cellulaires (surtout dans les mitochondries), et d'autre part 

grâce à l'extrusion transplasmalemmique du Ca 
++ 

énergisée par une activité 

ATPase (DIETER et MARME, 1980 et 1982). Notons qu'une participation active 

du compartiment vacuolaire dans les processus de régulation des teneurs 

en calcium cytosolique ne semble jamais avoir été réellement prise en con- 

sidération ! 

Si, à l'instar des études effectuées dans le règne animsl, de 

nombreux travaux ont été entrepris pour definir les processus de trans- 

port actif du Ca 
++ 

au niveau de mitochondries d'origine végétale (revue 

de WILSON et GRAESSER, 1976 par exemple) on ne dispose actuellement que 

de quelques résultats fragmentaires concernant le transport du calcium 

par des structures membranaires non-mitochondriales. Chez les végétaux 

inférieurs, STROOBANT et SCARBOROUGH (1979) et SCARBOROUGH (1980) ont 

montré que l'accumulation du Ca 
++ 

dans des vésicules inversées obtenues 

à partir du plasmalemme de Ncutohporra ~&ti& fait intervenir un échange 

Ca++/H+. Dans ce cas l'accumulation du Ca 
++ 

fait intervenir un processus 

antiport utilisant le gradient de protons engendré par 1'ATPase plasma- 

lemmique (pompe à protons électrogène). Elle est inhibée en présence de 

FCCP. 

Des accumulations de calcium, activéesen presence d'ATP, ont 

également été récemmentmises en évidence au niveau de microsornes (pro- 

bablement la fraction plasmalemmique), isolés à partir de végétaux supé- 

rieurs (GROSS et MARME, 1978 ; DIETER et MARME, 1980 ; GROSS, 1982 ; 

MONESTIEZ et al., 1982 ; MONESTIEZ et RONA, 1983 ; STOSIC et al., 1983). 
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Dans ces derniers cas cependant, l'accumulation du calcium en présence 

d'ATP n'est pas inhibée par les protonophores. Ce processus de transport 

(supposé plasmalemmique) utiliserait donc directement l'énergie issue de 

l'hydrolyse de l'ATP, sans intervention d'un mécanisme antiport Ca ++/H+ 

analogue à celui décrit chez Naaonpona C&anna. 

Récemment, RASI-CALDOGNO et al. (1982) ont montré la 

coexistence des deux processus assurant le transport du Ca 
++ 

en présence ' 

d'ATP, au sein d'une même suspension microsomale (entre noeuds de pois) 

fractionnée sur gradient de métrizamide. Une fraction de microsomes (en- 

richies en plasmalemme?) montre une accumulation de Ca 
+-l- 

activée en pré- 

sence d'ATP et inhibée par le FCCP ou la nigéricine. Cette fraction ac- 

cumulerait donc le calcium au dépend d'un gradient électrochimique de 

protons engendré par le fonctionnement d'une ATPase électrogène. Une deu- 

xième fraction microsomale, de nature indéterminée, assurerait une ac- 

cumulation de calcium en présence d'ATP, mais resterait insensible aux 

protonophores. 

Les résultats concernant l'énergisation des flux transmembra- 

naires (non mitochondriaux) du calcium chez les végétaux supérieurs, sont 

donc relativement fragmentaires et contradictoires. Par ailleurs, il 

est rarement fait mention de l'éventuelle participation, du compartiment 

vacuolaire, ou même de structures tonoplastiques, dans les phénomènes 

d'accumulation du calcium observés. 

Nos résultats acquis sur les lutoîdes apportent donc des élé- 

ments nouveaux. Ils démontrent la participation active du compartiment 

vacuolaire, dans la régulation des teneurs en calcium d'un cytosol d'ori- 

gine végétale : 

z Les lutoïdes intacts, fraîchement isolés du latex, accumulent 

contre un gradient de concentration, une grande quantité de calcium, et 

ce en absence de tout apport d'énergie métabolique. 

L'accumulation lutoïdique ne peut être attribuée à des phéno- 

mènes d'adsorption sur les structures externes du tonoplaste. Par ailleurs, 

l'absence d'échange isotopique implique l'existence d'un influx net de 

calcium à l'intérieur du compartiment vacuolaire. 

Le fonctionnement de 1'ATPase qui induit une acidification du 

milieu intralutoïdique, et en conséquence, une augmentation du A pH trans- 

tonoplastique, provoque une accumulation supplémentaire de Ca 
++ 

à l'inté- 

rieur des lutoïdes. Cet influx de calcium, énergisé en présence d'ATP, 

est inhibé (ou réversé) en présence de FCCP, du ionophore A-23187, et 

de la nigéricine. 
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Par contre, ces ionophores n'engendrent qu'un faible efflux du 

Ca 
++ 

accumulé par des lutoîdes non énergisés par un apport d'ATP. Il appa- 

ra?t donc que seul ce pool de calcium libre accumulé au sein des lutordes 

en présence d'ATP, soit en déséquilibre thermodynamique de part et d'autre 

du tonoplaste lutoïdique. 

Le fonctionnement de la NADH-cytochrome 2 oxydoréductase mem- 

branaire provoque un efflux du Ca++ préalablement absorbé par les lutoïdes. 

L'effet est beaucoup plus marqué lorsque les lutoïdes ont été préincubés 

en présence d'ATP, c'est-à-dire lorsqu'il existe un pool important de Ca 
++ 

libre maintenu en désequilibre thermodynamique au sein du compartiment 

vacuolaire. 

Toute augmentation du A pH transtonoplastique, par l'alcalinisa- 

tion contrôlée du milieu d'incubation, provoque une accumulation propor- 

tionnelle du calcium à l'intérieur des lutoïdes. Inversement, toute dimi- 

nution du A pH, par une acidification du milieu, engendre un relargage du 

calcium accumulé. 

Par ailleurs, la présence d'agents dépolarisants (K+ + valinomy- 

cine, MTPP+, . ..>. qui à fortes concentrations, neutralisent le potentiel 

de DONNAN transtonoplastique, et dissipent la part du A pH qui lui est 

associée,provoque ggalement un efflux massif du calcium lutoïdique. 

Enfin, l'addition de concentrations croissantes de calcium dans 

une suspensionde lutoïdes intacts, provoque un efflux des protons intra- 

lutoïdiques,pouvant aboutir à une inversion du A pH transtonoplastique. 

Les différents résultats résumes ici nous conduisent aux con- 

clusions suivantes : 

Un pool de Ca++ libre, maintenu en déséquilibre thenno- 

dynamique dans le compartiment vacuolaire. Celui-ci est sélec- 

tivement dissipé par des ionophores tels le FCCP, A-23187 ou 

la nigéricine en présence de K+. Ce pool lutoîdique semble 

dériver de l'activité ATPase pompe à protons. 

Un pool de calcium "lié" retenu fortement au sein du 

compartiment vacuolaire par un effet "type potentiel de DONNAN". 

Il peut être partiellement dissipé, au même titre que le A pH 

qui lui est associé,par une forte concentration de cations 

periaéants. 
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x L ’ accumtion du Ca++ au nein du compa&.iment vacuo.t%k ne 

BaiX au dépend du gnadient de photovln Xhan&onopLantique’. Le 

tiavqoht du cu.&ium Libhe ~wmit donc in&fwnLh un phOWA- 

nti d’kknge Ca*fl(n?)H’ au niwau du tonop&z&c. Cet échange 

n'est pas électroneutre. Il engendre une dépolarisation du to- 

noplaste, traduisant ainsi un influx net de charges positives, 

au sein des lutoïdes. L'électrogénicité partielle du proces- 

sus nous conduit à postuler une stoéchiométrie correspondant 

à l'échange d'un Ca 
++ 

contre 1 H+. 

x LU ac;tivtiib APane et NAVff-~ytochhom~ e oxydoh&iuctic to- - 
noplantiyuen ~owrtineti “.l’ én.e.hgie phOkOiZ.iqUc" n6cennLhe 

poti heApetivemcnt COntJ&k4 ~‘accum~cr;tion ou & hetahgage 

du Ca++ &%h&? -f!ti~h!ipe. Le couplage est indirect, et fait 

intervenir le gradient (électrochimique) de protons qu'elles 

engendrent. La composante du A pH+ utilisée pour catalyser 

les flux transtonoplastique du Ca+* mobile semble correspon- 

dre essentiellement à la composante osmotique (L-Q-. le A pH). 

x En con&quence, CU activitb rtonop.ik&iquU, en contrôlant 

finement les flux de Hi entre le compartiment vacuolaire et 

cytosolique, modulaor& indihcctcmcnt .&x cotnpahtim~n;tntion 

du Ca” kX6he. 

En ce qui concerne le calcium, le compartiment vacuolaire 

du latex assure donc pleinement son double rôle vis-à-vis du métabolisme 

cytosolique : 

- un rôle détoxifiant, en soustrayant et séquestrant un large 

pool de Ca++ excédentaire ("fixé" par effet DONNAN) ; 

- un rôle de réserve : une partie du Ca ++ luto'i'dique (libre) 

est susceptible, en permanence, d'être remis à la disposition du métabo- 

lisme cytoplasmique. Ce processus doit être sous le contrôle strict du 

métabolisme cellulaire global qui lui assure la fourniture d'énergie adé- 

quate (ATP et/ou NADH + accepteur), nécessaire à son fonctionnement. En 

retour, les flux transtonoplastiques de Ca 
++ 

engendrés sont susceptibles 

de moduler, au même titre que les flux de H+, l'intensité et l'orientation 

du métabolismeintra-laticifère, et de jouer ainsi un rôle important dans 

les processus contrôlant la régénération et la production du latex. 
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Cependant, l'effet de la calmoduline exogène, sur les flux 

transtonoplastiques du Ca 
++ 

, et surtout sur les flux énergisés en pré- 

sence d'ATP devra absolument être étudie (DIETER et MAR+IE, 1980 a et b, 

et 1982 ; STOSIC et al., 1983). De même la présence de cette protéine mo- 

bilisatrice du calcium, régulant spécifiquement les teneurs cytosoliques 

de ce cation, et souvent considérée comme un messager hormonal largement 

distribué aussi bien dans le règne animal que végétal (KLEE et al., 1980 ; 

MARME et DIETER, 1982) devra également être recherchée au sein du latex. 



281 

. 
B - QUASI-SÉQUESTRATION DU CITRATE AU SEIN DES LUTOIDES 

INTACTS DU LATEX 

Nous venons de montrer que, au sein du cytoplasme des laticifères, 

les lutoïdes intacts peuvent assumer le double rôle, à la fois de com- 

. 

++ 
partiment détoxifiant et de reserve vis-à-vis de l'ion Ca . En particu- 

lier, grâce à sa capacité de contrôler énergétiquement des flux bidirec- 

tionnels de calcium libre, le tonoplaste lutoîdique doit participer ac- 

tivement à la modulation des teneurs de cet ion au sein du cytosol. 

Les travaux de JACOB et d'AUZAC (1967, 1969 et 1972) et JACOB 

(1980, 1979) portant sur le métabolisme cytoplasmique du latex, ont mon- 

tré l'importance du citrate dans la régulation de certaines enzymes clés 

du catabolisme glucidique. A des concentrations légèrement supérieures 

aux concentrations cytosoliques physiologiques (5 à 7 mM),le citrate 

inhibe entre autre l'invertase, la phospho-fructokinase et la pyruvate 

kinase, limitant ainsi la disponibilité en acetyl-CoA (précurseur du 

polyisoprène) et donc la productivité en caoutchouc de 1'Hévéa. Les 

éventuels excès de citrate, produits par le métabolisme laticigene, doi- 

vent donc être continuellement soustraits du cytosol. De fait, les lu- 

toïdes du latex accumulent massivement le citrate CM V&O (RIBAILLIER 

et al., 1971 ; RIBAILLIER, 1972), assumant de cepoint de vue, un vérita- 

ble rôle détoxifiant vis-à-vis du métabolisme cytosolique. 

A l'opposé, rappelons que le 
14 C-citrate constitue un précur- 

seur du caoutchouc. Il est en effet transformé par le latex et incorporé 

dans les molécules de C&-polyisoprène (caoutchouc) (d'AUZAC, 1965-a). 

Son accumulation au sein des lutoïdes pourrait donc correspondre égale- 

ment à un stockage vacuolaire de précurseurs carbonés. Le compartiment 

lutoïdique exercerait ainsi un rôle tampon, vis-à-vis du métabolisme iso- 

prénique au sein des cellules laticifères. Cette fonction implique la 

possibilité d'efflux du citrate intralutoïdique, vers le compartiment 

cytosolique, siège des processus enzymatiques conduisant à la synthèse 

du caoutchouc. 

Toutes les études entreprises pour caractériser les mécanismes 

et les processus d'"énergisation" de l'accumulation du citrate, que ce 

soit avec des lutoïdes intacts, ou des vésicules tonoplastiques recons- 

tituées, ont abouti à des résultats concordants.ln V&O, les lutoîdes 

accumulent le citrate selon une cinétique michaelienne, thermo et ~11 dépendante 
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(d'AUZAC et LIORET 1974, MONTARDY et LAMBERT, 1977). L'énergie nécessaire 

à cette absorption, qui s'effectue contre un gradient de concentration, 

semble dériver du gradient électrochimique de protonstranstonoplastique 

(COUPÉ et LAMBERT, 1977) (MARIN, 1981). Ce dernier est entretenu grâce 

à l'activité ATPase tonoplastique (d'AUZAC, 1975 et 1977) fonctionnant 

comme une pompe à protons électrogène (MARIN et al. 1981, CRETIN, 1982). 

Par contre, les résultats obtenus par différents auteurs, étu- 

diant les possibilités d'efflux des acides organiques accumulés par les 

lutoîdes, sont totalement divergents. Selon MONTARDY et LAMBERT (1977), 

l'accumuMan du cLt.mte pan du .k?utoXda in.tac.ix, &Âchement LsooLén 

du &X&X, &3t ith6vUdb.k. Après une incubation de 45 minutes dans un 

milieu d'exorption, les lutoïdes intacts retiennent en effet plus de 87 % 

du citrate absorbé. Ces auteurs attribuent d'ailleurs le faible relargage 

observé à une déstabilisation voire une lyse inévitable d'une certaïne 

proportion des organites au cours des incubations. A l'opposé, MARIN 

(1981) demontre une hév~kbi-k%é du ;Dra~np~ht du ~i~2a;t~ chez du V&A~- 

c?u&.~ tonap&tiqueA heCoMn~ka à patrti de Lutaïden .&Jophi.&a?A. 

Avec ce matériel, cet auteur met en effet en évidence un efflux thermo- 

dépendant du citrate intravésiculaire (très faible a 0' C). Par ailleurs, 

l'amplitude de l'exorption est fonction de la concentration en citrate 

dans le milieu. Ces différentes observations conduisent MARIN (1981) à 

postuler la mise en place de deux pools cinétiques de citrate au sein du 

compartiment vésiculaire : l'un,de taille réduite correspondrait au ci- 

trate échangeable, l'autre, de taille plus importante correspondant à une 

forme non perméante (citrate 
3- ++ 

.Mg >. 

Notons cependant que dans leurs expériences réalisées sur les 

lutoïdes intacts, MONTARDY et LAMBERT (1977) n'ont pas pris en considéra- 

tion un certain nombre de paramètres (modifications de A pH, AY, de la 

pression osmotique,...) susceptibles d'influer sur d'éventuels processus 

d'exorption du citrate intralutoïdique. 

Dans le but de préciser le rôle du compartiment vacuolaire 

"natif", dans la régulation des teneurs en citrate du cytosol laticifère 

(rôle de réserve), nous avons tenté de provoquer des efflux du citrate 

intralutoïdique, en modifiant divers paramètres énergétiques, ioniques 

et osmotiques de suspensions de lutoïdes intacts. 
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1 - ACCUMULATION IRREVERSIBLE DU CITRATE RADIOACTIF PAR 

LES LUTOIDES INTACTS : 

Les figures 31 à 34 présentent les résultats d'expériences réa- 

lisées avec des suspensions de lutoïdes intacts, préincubés en présence 

de fortes radioactivités spécifiques de 14 C-citrate (5 à 25 uCi/mmol. Après 

une heure de préincubation (selon les conditions expérimentales décrites 

dans la légende de chaque figure) les lutoïdes sont sédimentés, puis lavés 

(1 fois) de leur excédent de radioactivité externe, par le même tampon 

d'incubation, non radioactif. Les lutoïdes ainsi "chargés" de 14 C-citrate 

sont alors remis en suspension dans un tampon d'incubation similaire, seule 

la concentration en citrate (non marqué) étant alors éventuellement modifiée 

Trois ml de cette suspension sont finalement transférés dans le compar- 

timent supérieur de la cellule de dialyse. Le volume interne du comparti- 

ment lutoïdique représente, selon les expérimentations, entre 20 et 45 % 

du volume total de la suspension. 

7) ACCUMUlAT70N SUPPLEMENTAZRE VU CiTRATE EN PRESENCE D’ATP-Mg. 

EFFETS DU FCCP : 

La figure 31 montre que l'addition d'ATP-Mg++ à une suspension 

concentrée de lutoïdes préincubés en présence de 14 C-citrate, induit une 

accumulation supplémentaire du citrate au sein du compartiment vacuolaire. 

L'effet de l'ATP-Mg++ est totalement inhibé en présence de FCCP (50 PM). 

Notons surtout que le protonophore (ajouté à la suspension lors de son 

transfert dans la cellule de dialyse) n'a provoqué aucun efflux signifi- 

catif du citrate radioactif préalablement accumulé par les lutoïdes au 

cours de leur préincubation. 

Précisons toutefois que cette accumulation supplémentaire de 

citrate induite par l'addition d'ATP-Mg++, n'est détectable qu'en utili- 

sant de fortes concentrations de lutoïdes, et en présence d'une radio- 

activité spécifique suffisamment élevée dans le milieu d'incubation. 

En effet la te.chnique de cinétique de dialyse visualise les variations 

de concentration du soluté dans le milieu "extérieur" alors que les 

quantités de citrate maxima accumulées dans les lutoïdes en présence 

d'ATP, et donc soustraites du milieu d'incubation, n'excèdent jamais 

70 vmol. -' mg (lutoïdes). h-l. Cette technique impose donc, pour 

que les phénomènes d'accumulation soient détectables d'une manière fiable, 
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Figure 31 : EFFETS DE L'ATP-MgET DU FCCP SUR LES FLUX TRANSTONOPLAS- 

TIQUES DU 14C-CITRATE. 

Les lutoïdes CO,5 gr.ml -1 
> ont été préincubés dans un tampon isotonique 

(mannitol 0,3 M, Hepes-Mes-Tris 50 mM, MgC12 3 mM, KCl 30 mM, molybdate 
0,l mM, citrate 3 mM) à pH 6,7 pendant 1 heure, en présence de lk-citrate 
(25 PCi). 
Après la préinc bation,les 

sion CO,5 gr.ml -Y 
lutoi'des sont centrifugés et remis en suspen- 

> dans un tampon identique mais en présence de citrate 
"froid" 0,3 mM. Les additions successives correspondent à : ATP-Mg 1,5 
puis 3 mM. Dans l'une des expériences on a ajouté, au temps séro, du 
FCCP 50 uM. En fin d'expérience, on ajoute dans les deux cas une dose 
lytique de Triton X-100 (0,l %>. 
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. 
l'utilisation de très hautes radioactivités spécifiques, et surtout de 

faibles concentrations en citrate. On peut estimer que la concentration 

en citrate dans le milieu extérieur ne doit pas excéder d'un facteur su- 

périeur à 10, la capacité d'accumulation du soluté par les organites. En 

l'occurence la concentration de citrate utilisable dans le milieu d'incu- 

bation ne peut guère dépasser 600 à 700 PM, en présence de lgramme de lu- 

toïdes frais. Dans cette expérimentation particulière, les concentrations 

en citrate utilisées sont donc nécessairement trop éloignées des concen- 

trations saturantes du substrat pour son transporteur (d'AUZAC et LIORET, 

1974 ; MARIN, 1981). Cependant, bien que de ce point de vue cette expéri- 

mentation soit critiquable, on peut considérer que l'effet induit par 

l'ATP, et surtout, son inhibition en présence de FCCP, confirme dans une 

certaine mesure le fait maintenant bien établi, attribuant l'énergisation 

du transport du citrate en présence d'ATP, à l'établissement d'un gradient 

électrochimique de protons transtonoplastique. 

Toutefois, kT’i&&icaci-t~ du photonophohe FCCP à engen&&& un 

qu~Qconqu~? etj@~~x du ciZta;te. hUdiOadd accumul& au ntin du compa&tim~nt 

vacuohi4e pendant la préincubation,constitue, de notre point de vue, 

l'élément irréfutable le plus intéressant, mis en évidence dans cette 

expérience. 

2) RETENTTON VU CZTRATE RADTOACTZF PAR LES LUTOTDES : 

Les modifications du pH du milieu d'incubation par l'addition 

de tampons "imperméants" (Tris-Hepes-Mes) et les variations de A pH trans- 

tonoplastique qu'elles engendrent, ne provoquent aucun efflux significatif 

de la radioactivité absorbée (Figure 32). Seule l'alcalinisation à pH 8 

entraîne un très faible relargage apparent du citrate accumulé. Nous avons 

constaté cependant que ce phénomène n'était pas toujours reproductible. 

Nous avons testé par ailleurs que, lors de l'alcalinisation du milieu ex- 

térieur, un passage local et transitoire à des pH supérieurs à 9 à proxi- 

mité des injecteurs, pouvait entrainer un éclatement de quelques lutoïdes 

entrainant ainsi une libération artéfactuelle de radioactivité. 

En fin d'expérience, la lyse deslutoïdes par l'addition de 

Triton X-100 (0,l X) entraine la libération du citrate accumulé. On cons- 

tate ainsi que les lutoïdes ont effectivement absorbé kl V.&lO une quan- 

tité importante de citrate radioactif lors de la période d'incubation. 
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Figure 32 : EFFETS DES MODIFICATIONS DU pH DU MILIEU D'INCUBATION SUR 

LES FLUX DU 14 C-CITRATE. 

Les lutoïdes CO,3 gr.ml 
-1 

> ont été préincubés dans un tampon identique 
à celui décrit dans la fig. 31 (citrate 3 mM et 25 pCi de citrate radio- 
actif). 
Après centrifugation, les lutoïdes sont remis en suspension (0,3 gr.ml-') 
dans le même tampon mais en présence de citrate 5 mM. Les modifications 
de pH sont induites sous contrôle d'un pH-mètre, par l'addition de Tris, 
Hepes puis Mes saturés. 
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Figure 33 : EFFETS DU pH, DU POTASSIUM, DU MAGNESIUM ET DU IONOPHORE 

A-23187 SUR LES FLUX TRANSTONOPLASTIQUES DU 14 C-CITRATE. 

Ieslutoïdes (0,25 gr.ml-') ont été préincubés pendant 1 heure dans un 
tampon isotonique à pH 7,5 en présence de KCl 30 mM + valinomycine 
(10 I.rg.ml-l), de citrate 5 mM, de 14 - C citrate (22 pCi) et d'ATP-Mg 5 mM. 
Après centrifugation, les lutoïdes sont remis en suspension dans le 
même tampon isotonique, mais sans ATP et en présence de citrate'!Eroid" 
2 mM. L'acidification est provoquée par l'addition d'HC1 CO,5 N). Par 
la suite on ajoute successivement : KCl 120 mM, MgC12 5 mM et enfin 
A-23187 (25 FM). L'expérience est terminée par l'addition de Triton 
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Figure 34 : EFFETS DU A-23187 ET DU MAGNESIUM, SUR LES FLUX DU 
14 C-CITR1.E 

ACCUMULE DANS LES LUTOIDES EN ABSENCE DE MG++ EXOGENE. 

Les lutoïdes (0,3 gr.ml 
-1 ) ont été préincubés dans le tampon isotonique 

contenant du citrate 5 mM et du 14C-citrate (28 uCi), à pH 7,0 mais en 
absence de Mg++ exogène, pendant 1 heure. 
Après centrifugation, les lutoïdes sont remis en suspension dans le même 
tampon isotonique sans Mg++ et en présence de citrate"froid"1 mM. Les 
additions correspondent successivement à : A-23187 (50 uM) puis MgCl25mM 
et encore 5 mM. En fin d'expérience les lutoîdes sont lysés par l'addi- 
tion de Triton X-100 (0,l %> 
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La Figure 33 représente une expérience réalisée avec des lutoï- 

des préincubés avec du 14 C-citrate, en présence d'ATP-Mg ++ (5 mM). Dans 

ce cas encore, une acidification du milieu d'incubation (diminution du 

A pH), par l'addition d'HC1 reste également sans effet significatif. Seul 

le magnesium, surtout en présence du ionophore A-23187 induit une pertur- 

bation correspondant à une accumulation supplémentaire du citrate à l'in- 

térieur des lutoïdes (de faible amplitude). 

L'addition du A-23187, en absence de magnésium extérieur(figure 

34) semble provoquer un léger efflux du citrate intralutoïdique, mais le 

phénomène est loin d'être significatif. L'addition ultérieure de MgC12 

semble induire une réabsorption du citrate, mais l'amplitude des phéno- 

mènes reste très faible. Ces observations sont cependant en faveur de 

l'intervention du Mg++ dans les processus de transport, d'accumulation 

et de rétention du citrate, au niveau des lutoîdes (MARIN, 1981). 

Nous avons expérimenté selon le même protocole (citrate radio- 

actif) divers effecteurs des gradients de protons et de potentiel élec- 

trique transtonoplastiques. 

100 PM) de même que le MTPP+ 

Le NH4C1 (10 mM) le FCCP ou le CCCP (25 à 

(jusqu'à 6 mM) ou le KCl (120 mM) en pré- 

sence de valinomycine n'engendrent aucun efflux notable du citrate radio- 

actif accumulé in witio. Cependant, l'addition seule de citrate extérieur 

20 mM peut provoquer un léger efflux du citrate radioactif incorporé (échange?). 

Dans tous les cas, les effets engendrés n'étant pas plus importants que 

ceux présentés dans les figures 32 à 34, les résultats de ces expérimen- 

tations ne sont pas illustrés ici. 

‘II - SÉQUESTRATION INTRAVACUOLAIRE DU CITRATE ACCUMULE 

IN VIVO : 

La quasi-totalité du citrate radioactif accumulé de novo par 

les lutoïdes intacts in W~~JLO semble séquestrée au sein du compartiment 

vacuolaire. 

Une hypothèse pouvait permettre d'expliquer cette absence 

d'efflux : la concentration interne en citrate des lutoïdes est de 

l'ordre de 50 mM. De ce fait, le citrate radioactif absorbé Lin V~&O 

subit une importante dilution isotopique, si l'on admet toutefois que 

le citrate absorbé “de noua" forme un "pool unique" non différenciable 

du citrate initialement présent (accumulé in UiUO>. Dans nos condi- 

tions expérimentales, nous avons estimé qu'on ne pouvait déceler un 

efflux significatif de la radioactivité si l'on ne provoquait pas un re- 
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Figure 35 : TENTATIVES D'EFFLUX DU CITRATE LUTOIDIQUE ENDOGENE : 

EFFETS DU pH. 

Les lutoïdes fraîchement isolés sont immédiatement incubés CO,3 gr.ml -5 
dans un tampon isotonique (mannitol 0,3 M ; Hepes-Tris 30 mM, MgC12 5mM) 

pH 7,0 contenant du citrate froid 20 mM (sans citrate radioactif) et 
transférés dans la cellule de dialyse. 
Le milieu est acidifié à pH 5,8 (contrôle pH-mètre) par l'addition de 
Mops saturé, puis realcalinisé à pH 8,2 par Tris saturé. Le citrate 
est dosé enzymatiquement dans le dialysat et les concentrations rappor- 
tées en ordonnées correspondent à la concentration en citrate dans le 
milieu externe de la suspension lutoïdique. 
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Figure 36 : TENTATIVES D'EFFLUX DU CITRATE LUTOIDIQUE ENDOGENE : 

EFFETS DES AGENTS DEPOLARISANTS MEMBRANAIRES. 

Les lutoïdes (0,3 gr.ml 
-1 ) sont remis en suspension dans un tampon 

isotonique à pH ï',O contenant du citrate froid 3 mM (sans citrate radio- 
actif), et transvasés dans la cellule de dialyse. 
Les additions correspondent à : KCl 120 mM + valinomycine (10 pg.ml-1) 
simultanément, puis TPP+ et MTPP+ 2mM final. Le citrate est dosé enzy- 
matiquement dans le dialysat, comme dans la figure 35. 
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Figure 37 : TENTATIVES D'EFFLUX DU CITRATE LUTOIDIQUE ENDOCENE : 

EFFETS DE DIVERS EFFECTEURS. 

Les lutoïdes (0,3 gr.ml 
-1 

> sont remis en suspension dans un tampon 
isotonique à pH 7,2 contenant du citrate froid 7,5 mM (sans citrate 
radioactif) et du MgC12 2,5 mM. La suspension est immédiatement trans- 
férée dans la cellule de dialyse. 
Les additions successives correspondent à : simultanément NADH 1 mM + 
cytochrome c oxydé 250 PM). Les lutoïdes sont lysés en fin d'expérience 
par du Triton X-100 (0,l %). 
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largage de citrate équivalent à au moins 15 % (supérieur à 8 mM) du 

citrate accumulé au sein des lutoydes in V~VO. Ce problème de l'enrichis- 

sement isotopique en citrate a été e.galement largement évoqué dans le cas 

des flux transmembranaires de ce soluté étudié avec des vésicules tono- 

plastiques reconstituées (MARIN, 1981). 

Pour lever cette ambiguité, nous avons procédé aux mêmes expé- 

riences en dosant enzymatiquement le citrate dans le dialysat. Nous avons 

vérifié avec cette méthode que des variations de concentration de 1,5 à 2 mM dans 

le milieu extralutoïdique étaient détectables avec suffisamment de préci- 

sion (soit un efflux de l'ordre de 3 à 8 % du citrate lutoïdique, selon 

les concentrations en lutoïdes présentes dans la suspension). 

Les figures 35 à 37 présentent les résultats d'expériences ef- 

fectuées sur des lutoïdes fraîchement isolés du latex, directement remis 

en suspension dans un tampon isotonique contenant des concentrations va- 

riables de citrate non radioactif (3 à 20 mM), et immédiatement transfé- 

rés dans la cellule de dialyse. Selon les expériences, les volumes intra- 

lutoïdiques représentent 20 à 30 % du volume total de la suspension. 

Les variations de A pH transtonoplastique induites par la modi- 

fication du pH du milieu d'incubation (figure 35) de même que par le fonc- 

tionnement de la NADH-cytochrome c oxydoreductase pompe à efflux de pro- - 

tons (figure 371, n'engendrent aucun efflux décelable du citrate lutoïdi- 

que accumulé hz V&O. Les additions de cations perméants (MTPP+, TPP+, 

Kf +valinomycine) qui à fortes concentrations dépolarisent le tonoplaste 

et abolissent le potentiel de DONNAN transtonoplastique, n'engendre éga- 

lement aucun efflux mesurable du citrate lutoïdique (figures 36 et 37). 

L 'ionophore A-23187 (figure 37) de même que le FCCP et la nigéricine 

50 @i) (non montrés ici) restent aussi sans effet. Enfin des expériences 

tendant à faire varier la pression osmotique du milieu par l'addition de 

doses croissantes de mannitol tamponné dans la suspension CO,3 puis 0,45 

et enfin 0,6 mM final) n'ont également provoqué aucune exorption signifi- 

cative du citrate lutoïdique dans le milieu d'incubation. 
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III - CONCLUSION : SÉQUESTRATION D’UN POOL UNIQUE DE 

CITRATE AU SEIN DES LUTOIDES INTACTS : 

Nos expériences confirment les résultats fragmentaires obtenus 

par MONTARDY et LAMBERT (1977). Ainsi, nous n'avons pu mettre en évidence 

aucune possibilité d'efflux (supérieur à 5 % du pool intralutoldique) 

que ce soit du citrate endogène accumulé in V&O ou du citrate 

radioactif absorbé in U&CO par le compartiment vacuolaire intact. 

PROTOCOLE 1 PROTOCOLE II EFFETS TESTES SUR LES LUTOIDES 

FCCP 25 pM (x) et 50 uM 

NADH + Cytochrome c - 

pH 8 - 7 - 6 (x) 

NH4 Cl 10 mM 

KCl 100 mM (x) 

MTPP+2 à 6 mM 

Nigericine 10 et 50 nM 

FCCP 25 et 100 nM Décharge le ApH en augmentant 
CCCP 200 nM le AY transtonoplastique 

NADH + Cytochrome Décharge le ApH en augmentant 
le AY transtonoplastique 

PH 8 -7-6 - 5 ($Variation du ApH transtono- 
plastique 

NH/+ Cl 10 mM Décharge totalement les ApH 
et AY transtonoplastiques 

KCl 100 et 150 mM Décharge partiellement les 
ApH et AY transtonoplastiques 

MTPP 2 mM Décharge totalement les ApH 
et AY transtonoplastiques 

Nigericine50uM (x)Modifie le ApH transtonopl$s- 
tique selon la teneur en K 
du milieu 

A 23187 : 10 à 50 uM (x) A 23187:50à 100uM Déchar@* le gradient de Ca 
++ 

(et Mg ) libre; diminue 
légèrement le ApH 

MannitolO,6M final Augmente très légèrement le 
ApH transitoirement (0,l unité 
en passant de 0,3 a 0,6 M) 

Tableau 16 : Liste des différents éffecteurs testés dans les expériences 
d'exorption du citrate lutoïdique (méthode de cinétique de dialyse). 
Protocole 1 : dosage radioactif du citrate - Protocole II : dosage enzy- 
matique du citrate 
(x) l'expérience a également été conduite en présence de différentes con- 

centrations de citrate (3 à 20 mM) extérieur 



Le tableau16 rappelle l'ensemble des effecteurs testés avec 

l'une ou l'autre ou les deux méthodes expérimentales. Ces effecteurs dont 

on connaît les conséquences sur le gradient (électrochimique) de protons 

transtonoplastique lutoïdique se sont tous avérés inefficaces à engendrer 

un efflux net significatif du citrate accumulé & V&O comme hl W.i%lO 

dans les lutoïdes. 

Nos résultats nous conduisent à postuler l'hypothèse selon 

laquelle le citrate absorbé (in V~VO comme in V&O> forme un pool unique, 

immobilisé à l'intérieur des lutoïdes intacts,sous une forme dialysable 

mais non exportable par les transporteurs assurant son influx à l'intérieur 

du compartiment vacuolaire. 

Les forces mises en jeu pour maintenir le citrate immobilisé à 

l'intérieur des lutoïdes, ne sont pas les mêmes que celles assurant le 

flux rentrant de ce triacide dans ces organites. 

La possibilité d'un efflux important du citrate mise en évidence 

sur des vésicules reconstituées à partir de lutoïdes lyophylisés (MARIN, 

lYSl>, pourrait s'expliquer par la perte de la majeure partie des "facteurs 

de rétention endogènes intralutoïdiques" lors de la vésiculation du tono- 

plaste dans un milieu artificiel. Le très faible efflux de citrate radio- 
ci 

actif décelé (20 mM) peut rendre compte d'un échange isotopique possible, 

mais pas d'un efflux net (non mesurable enzymatiquement) du citrate lutoï- 

dique. 

Il semble donc que la quasi-totalité du citrate soit séquestrée 

à l'intérieur des lutoïdes intacts. Ce triacide ne peut donc pas être re- 

mis à la disposition du métabolisme cytoplasmique par des mécanismes connus 

tels que, par exemple, ceux assurant les flux de malate transtonoplastiques 

chez les plantes du type CAM (KLUGE et HEININGER, 1973 ; LÜTTGE et BALL, 

197c! ; LÜTTGE et al., 198~ ; LÜTTGE et BALL, 1980). 
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Cependant, l’iv@ux e;t ~laccumutaZion du cif.ta.te au nein du 

compan;timent uacuoRaVre du Ratex, iinp.Lique C’exiGence e.2 L’entietien 

d’un gnadient Uec&tochimiyue de p&oto~ ;Dranstonop&wZiyue IMARTN, 7987; 

MARZN et dR., 79871. la companLlmention dé.Xoxi&iante du eiim-te e& 

donc noun le conf.tôle den activitti ATPtie et NADf/~‘accep;tewc”oxydoiQduc- 

rtccne, pompe.4 à prrotovm tonop.tah;tiqu~. 
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C - UN ASPECT DU ROLE RÉGULATEUR ET DÉTOXIFIANT DES LUTOIDES 

IN VIVO : IMPLICATIONS DANS -LA RÉGÉNÉRATION ET LA PRO- 

DUCTION DU LATEX 

La production du latex par les hévéas est, au moins en partie, 

le reflet de l'intensité du métabolisme au sein de leurs tissus latici- 

fères. Nous avons signalé précédemment que les protons et le citrate, à 

trop fortes concentrations, inhibent efficacement certaines enzymes clefs 

du métabolisme cytosolique (cf. Introduction). Ces inhibiteurs potentiels 

sont en général accumulés au sein du compartiment vacuolaire (les lutoï- 

des) du latex. Il s'en suit que les relations "vacuole-cytosol", et en 

particulier les flux de H+ et de citrate entre ces deux compartiments, 

contrôlent les teneurs de ces deux solutés inhibiteurs au sein du cyto- 

sol, et sont donc susceptibles de moduler l'activité de certaines enzy- 

mes cytosoliques. On peut supposer que ces flux transtonoplastiques par- 

ticipent activement à l'orientation du métabolisme laticigène, vers des 

voies plus ou moins favorables à la régénération du latex, et donc à la 

productivité des arbres. 

Des relations hautement significatives ont déja été démontrées 

à plusieurs reprises, entre la productivité des hévéas et le pH de leur 

latex (cf. Introduction). Par contre, l'effet des inhibiteurs potentiels 

du métabolisme, tel le citrate, et surtout le degré de sa détoxification 

par sa compartimentation in ViVO, de même que la conjonction des varia- 

bles pH et citrate du latex, n'ont que peu été étudiées en liaison avec 

la productivité des arbres. Notons cependant que COUPE et LAMBERT (1977) 

ont mis en évidence une relation directe entre l'aptitude des lutoïdes à 

accumuler le citrate radioactif in V-h%0 et la productivité des arbres. 

Nous présentons ici une étude réalisée sur des individus hauts, 

moyens et bas producteurs, reliant simultanément l'aptitude des lutoïdes 

à compartimenter les protons et le citrate, in V~O, à la productivite 

naturelle des Hévéas. 



Tableau 17 : 

MATRICE DES CORRELATIONS RELIANT, PAR COUPLE, LES PARAMETRES DE DISTRIBUTION 

COMPARTIMENTALE DES PROTONS ET DU CITRATE AU SEIN DU LATEX, ET LA PRODUCTION DE CAOUTCHOUC 

D'HEVEA BRASILIENSIS 

Production 1% (Citrate) (Citrate) (Citrate) pH pH APH (acides) 
Production luto. cyto. L/C cyto. luto. cyto. 

Production 
g/a/S 

log.Product. 

(Citrate)luto. 

(Citrate)cyto. 

L/C citrate 

pH cyto. 

pH luto. 

1 +0,894 +0,562 -0,768 10,755 +o, 894 -0,228 +0,822 +0,476 
-filLa XA% X%X Ktfif xxx rxx %XX 

1 +o ,604 -0,845 +0,755 +0,812 -0,260 +0,826 +o,456 
X%X ifxx xxx xxx % xxx xxa 

1 -0,369 -r-O, 778 +0,675 -0,182 +0,640 +0,274 
Hmf imx XX% %ffX a 

1 -0,678 -0,705 +0,170 -0,752 -0,454 
EiEK XXX xxx xxx 

1 +0,765 -0,106 +0,800 +0,429 
tEmE WWH x2+ 

1 -0,267 +0,935 +0,492 
?E XXX ifK% 

1 -0,313 -0,247 
H 

ApH C-L 1 +0,457 

acides cyto. 1 

s: 
W 

Production (g/a/s>; logarithme de production;(citrate) lutoïdique (mM);(citrate) cytosolique (mM);gradient 
transtonoplastique de citrate, pH cytosolique (électrode), pH lutoïdique (électrode), gradient de pH trans- 
tonoplastique, somme des acides (oxaloacétique+pyruvique) cytosolique (mM)/x significatif (~)/XX hautement 
significatif (HS)/ xxx très hautement significatif (THS). Les analyses portent sur 62 individus sélectionnés 

et étudiés séparément. 



299 

1 - ANALYSE EN COMPOSANTES PRINCIPALES : 

7) SELECTTON DES 7NVTV7VUS ET PARAMETRES PR7S EN COMPTE : 

Le latex provient de 62 individus (Hévéas de 22 ans, clone GTl) 

saignes régulierement (S,J3/J4), sélectionnés pour leur aspect sain et leur 

croissance homogène. Afin d'éliminer les arbres dont les faibles productions 

pouvaient être attribuables à des difficultés d'écoulement (coagulation 

précoce : cf. Introduction), nous n'avons conservé que des Hévéas présen- 

tant un indice d'éclatement de leurs lutoïdes inférieur à 21 % (21 < IE 

s 16 %). On suppose ainsi sélectionner les arbres dont la production rend 

essentiellement compte de leur potentiel de régénération (activité métabo- 

lique des tissus laticifères). 

Les latex récoltés à 4°C sont centrifugés individuellement dès 

le retour au laboratoire (120.000 x g ; 30 min.). Une partie de leur 

cytosol et de leur sédiment lutoïdique (traité aux ultra-sons) servira 

aux mesures de pH et des concentrations en citrate de chaque compartiment 

subcellulaire. 

Les paramètres pris en compte dans les analyses multivariées sont 

les suivantes (les concentrations sont exprimées en mM) : 

- concentration de citrate dans le compartiment vacuolaire (les 

lutoïdes) (notée "citr.vac.") 

- concentration de citrate dans le compartiment cytosolique 

(notée "citr.cyt.") 

- le gradient transtonoplastique de citrate calculé (noté 

"citr.v/c") 

- le pH du compartiment cytosolique (noté "pH cyt.") 

- le pH du compartiment vacuolaire lutoïdique (noté "pH vac.") 

- le gradient de pH transtonoplastique calculé (noté "ApH v-c") 

- la somme des concentrations en acides organiques autre que le 

citrate (pyruvate + oxaloacetate) mesurée par la technique de 

MOELLERING et GRUBER (1966) (notée "acides cyto.") 

- la production individuelle de caoutchouc sec (ou son log), 

exprimée en grammes de caoutchouc sec/arbre/saignée (notée 

"g/a/s") (une moyenne de 6 saignées). 
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21 ANALYSE VE LA MATRTCE DES COURELATTONS PAU COUPLE : 

Le tableau 17 présente la matrice des corrélations par couple 

des paramètres étudiés. L'analyse a été effectuée selon la méthode de 

régression par les "moindres rectangles". Cette méthode ne privilégie 

aucune variable, et la matrice de corrélation obtenue est directement 

utilisable pour les analyses multivariées ultérieures (ACP, CAH,...). 

L'analyse de cette matrice conduit aux commentaires suivants :: 

a) ComLtiom enxke Le.a pamm6O~en biochimiyuti du .!.a.&~ et .&I 

phoducLion de c.aou.tchouc : 

x Vérification de la relation THS (0,894) positive entre le pH 

cytosolique et la production (g/a/s). Il s'agit de la plus 

forte corrélation enregistrée dans cette matrice, liant la 

production aux paramètres biochimiques. La transformation en 

log de production n'améliore pas, dans ce cas, la corrélation). 

x Vérification de la relation THS (+0,822) positive reliant la 

production au gradient de pH transtonoplastique. 

x Corrélation inverse THS (-0-768) reliant la production à la 

concentration en citrate cytosolique. L'expression en log de 

la production améliore sensiblement la corrélation (-0,845) 

indiquant un phénomène non linéaire avec un effet seuil proba- 

ble. 

x Corrélation positive THS (+0,8X?) reliant le gradient transto- 

noplastique de citrate et la production. 

x Corrélation positive THS (+0,562) entre la concentration en 

citrate intralutoïdique et la production, ou le log de la pro- 

duction (+0,604). 

x Une corrélation HS (+0,476) positive liant la somme des teneurs - 

en acides oxaloacétique et pyruvique du cytosol, à la production. 

x Corrélation inverse significative entre le pH intralutoïdique 

et la production. 
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x Les corrélations entre les différents paramètres "citrate" indi- 

quent que les variations des gradients transtonoplastiques du 

citrate dépendent dans une même proportion des variations de con- 

centrations de ce soluté dans les deux compartiments. C'est-à-dire 

que les deux compartiments contribuent de la même manière, mais 

en sens inverse, dans la création du gradient, ou encore qu'il 

y a flux du citrate d'un compartiment vers l'autre. 

x Les corrélations entre les différents paramètres "pH" montrent 

une dissymétrie marquée des contributions des pH de chaque com- 

partiment dans la création du A pH : ainsi le pH cytosolique 

contribue beaucoup plus efficacement (THS) aux variations d'am- 

plitude du A pH (r : +0,935), que le pH lutoïdique (r = -0,313). 

En exprimant ce fait en terme de flux transtonoplastiques de pro- 

tons, on peut interpréter ces observations par l'existence d'un 

pouvoir tampon beaucoup plus élevé au sein du compartiment lutoï- 

dique que dans le compartiment cytosolique. On peut également 

supposer que les fortes variations de pH cytosolique, contribuant 

efficacement à engendrer de fortes variations de A pH, ne sont 

pas dues aux seuls mouvements transtonoplastiques des protons 

(contribution du pH-Stat biochimique, et flux transplasmalemmiques). 

Dans ce cas encore se sont essentiellement les variations de pH 

cytoplasmique qui, engendrant de forts gradients de pH, assurent 

les gradients de citrate les plus élevés (r = +0,765). 
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3) ANALYSES MULT7VdRTdBLES EN COMPOSANTES PRSNCiPdLES lACPI: 

L'analyse porte sur 62 individus (hévéas). Seuls ont été pris en 

compte les paramètres biochimiques précédemment cités, à l'exclusion du 

paramètre production, qui n'intervient donc pas en tant que tel, dans les 

calculs. 

Après obtention puis diagonalisation de la matrice de corrélation, 

et calcul des vecteurs propres, les composantes (axes) principales ont 

été déterminées, et les coordonnées des points individus calculées dans 

le nouveau système d'axe.(programme ACP elaboré par M. NOIROT., de 1'ORSTOM). 

La figure 38 représente le graphe des positions des individus dans 

le système d'axes définis par les seuls facteurs biochimiques (axe1 et 3). 

Les points individus repérés dans cet "espace biochimique" ont été 

ensuite affectés de leur "caractère de production" (symboles différents 

selon l'appartenance des individus aux groupes des arbres hauts-producteurs 

(o), moyens-producteurs (B) ou bas-producteurs ( @ ). 

Les positions relatives des variables biochimiques par rapport au 

nouveau système d'axe ont été déterminées. Elles figurent en encadrés sur 

le graphe. Elles rendent compte des zones d'influente maximum d'un para- 

mètre donné par rapport aux autres, et permettent d'interpréter la signi- 

fication des axes. 

Enfin quelques points extrèmes ont été affectés de leurs caracté- 

ristiques biochimiques (concentrations en mM) définissant leur position 

sur le graphe. 

x L'axe 1 (vertical) rend compte de 67,4 % de la variabilité tota- 

le des paramètres biochimiques considérés. Il associe dans le 

sens décroissant relatif de la contribution de chaque paramètre 

à l'explication de l'axe 1 : A pH élevé (THS) ; pH cytoplasmi- 

que élevé (THs) ; gradient transtonoplastique de citrate (cit. 

L/c) élevé (THS) ; (citrate) lutoïdique élevé (THS) ; somme des 

(acides) cytosoliques (oxaloacétique + pyruvique) élevée (HS), 

dans le sens positif (ascendant) de l'axe, et inversement. 

Leur position sur le graphique montrent que ce sont bien les 

paramètres : ApH, pH cytosolique et gradient de citrate élevésqui expliquent 

l'axe 1 (forte proximité) de même que le pH lutofdique. 
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La position de ces critères biochimiques montre bien en outre que 

le pH cytosolique élevé (alcalin) s'oppose diamétralement à pH lutoïdique 

élevé (alcalin), autrement dit:un pH cytosolique alcalin correspond à un 

pH lutoïdique acide (faible). De même les teneurs en citrate lutoïdique 

élevées sont diamétralement opposées à des teneurs en citrate.cytosolique 

forte, c'est-à-dire qu'une tene'ur en citrate lutoïdique forte correspond 

le plus souvent à une faible teneur dans le cytosol (pompage-piégeage du 

citrate et des H+ dans les lutoïdes). 

x L'axe II regroupe 10,8 % de la variabilité totale introduite et 

ne rend compte que des variations de la somme des teneurs en 

acides (oxaloacétique + pyruvique) cytosoliques non liées aux 

variations d'autres paramètres. Cet axe indépendant n'est pas 

représenté sur le graphique. 

x L'axe III regroupe 9,5 % de la variabilité totale et associe les 

fortes teneurs en citrate lutoïdique (THS) à de fortes teneurs 

en citrate cytosolique (HS). Il s'agit du deuxième axe représen- 

té sur le graphique (figure 38). 

Les trois premiers axes regroupent au total 87,7 % de la varia- 

bilité introduite, les 12,3 % restant se partagent entre les 4 autres 

axes qui sont donc considérés comme résiduels. L'axe 1 et III regroupent 

76,9 % de l'inertie totale. 

61 bL&hph&X.-tiOn du ghaphe : Riainon cmaetè.h~ bio&imiquen-phoduction: 

La figure 38 montre que le nuage global‘des individus s'allonge 

le long de l'axe 1. 

Ayant affecté leur donnée de production aux individus nous les 

avons classés en 3 groupes déterminés U phcohi : 

- les "hauts-Producteurs" : Production > 75 g/a/s ( 0 > 

- les "moyens-Producteurs" : 40 6 &'a./~$ _: 2 ( q ) 

- les "Bas-Producteurs" : Production < 40glajs (@j > 

La définition de ces classes de production permet de différen- 

cier 3 sous-groupes dans l'espace des paramètres biochimiques, qui s'é- 

chelonnent le long de l'axe 1. 



(axe.i 
~67.4 %) 

52 

Figure 38 : ANALYSE EN COMPOSANTES PRINCIPALES : PROJECTION DES INDIVI- 

D~s(HEVEAS) SUR LE GRAPHE DEFINI PAR LES COMPOSANTES BI~CHIMIQUB DU 

LATEX. 
Pour explication se rapporter au texte. 
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Aimi, i,m twist compte. du paimt2tie phoducLion dam L’mc~JTyne 

ACP e;t donc pan la .~cu,& con&d&&io~ du c.&I.Xti~ b~och.itniyu~ étiditi, 

il ent ponnib& de negttoupch du cJ2tibe-b dl tibne,!,, qui conn~pondmX à 

du c&abeA de phodution. Ceci h'2viWt à ~LJLC que. eu paJmm&Lm biochi- 

trique,5 bon-t du rnafqucti ou den LndicQn &iabC~ du poteti&Xé~ pho- 

ducfhic~b na;tuneflU du a6hti ki%di&.Les hauts producteurs se carac- 

térisent par l'ensemble des critères suivants : 

. des teneurs en citrate lutoïdique fortes, indicatrices d'une 

activité métabolique intense de ces latex, et du bon état de 

fonctionnement des lutoïdes ; 

. des teneurs en citrate cytosolique faibles, indicatrices, 

lorsque le gradient de citrate est fort, d'un bon fonction- 

nement des lutoïdes et d'une bonne détoxification du cytosol, 

favorable à un métabolisme optimum ; 

. des gradients transtonoplastiques de citrate élevés indicateurs 

du bon état et du rôle détoxifiant des lutoïdes ; 

. des pH cytosoliques élevés (neutres ou légèrement alcalins) 

favorables au métabolisme cytoplasmique ; 

. des gradients de protons transtonoplastiques de forte ampli- 

tude, indicateurs du bon état et du bon fonctionnement des 

lutoïdes ; 

. la somme des teneurs en acides cytosoliques (oxaloacétique + 

pyruvique) plut6t élevée, symptôme probable d'activité métti- 

boliques cytoplasmiques particulierement intenses. 
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II - CONCLUSION§ 

Il apparaît évident à travers ces diverses analyses que la 

production (régénération) du latex est liée non seulement au pH des deux 

compartiments du latex, mais aussi aux paramètres de distribution compar- 

timentale de différents solutés potentiellement inhibiteurs, tel le ci- 

trate. 

On peut émettre l'hypothèse que les arbres à forte activité 

métabolique, et donc hauts-producteurs , produisent une forte quantité 

d'acides organiques et en particulier de citrate. En revanche le citrate 

produit à trop forte concentration étant un élément "toxique" pour le 

métabolisme cytoplasmique, doit être absorbé et piégé dans les lutoïdes, 

condition biflc cjua non du maintien d'une activité métabolique optimum. 

Le double rôle des lutoïdes dans le contrôle de l'homéostasie 

cytoplasmique s'en trouve confirmé : grâce au fonctionnement de leurs 

pompes à protons tonoplastiques, les lutoîdes participent directement au 

maintien du pH cytosolique au voisinage de la neutralité : premier élément 

favorable à l'activation de certaines enzymes du métabolisme. Ils inter- 

viennent également activement dans le maintien de l'équilibre métabolique, 

en détoxifiant le cytoplasme par la soustraction de certains métabolites 

(dont le citrate et les protons), du milieu ambiant, deuxième élément fa- 

vorable à l'activité optimum de certaines enzymes. 

Enfin, la forte corrélation positive (THS) entre l'amplitude des 

gradients de pH et de citrate transtonoplastique milite dans le sens de 

l'intervention du potentiel électrochimique de protons, entretenu par les 

pompes à protons tonoplastiques, dans les processus d'absorption du citra- 

te par les lutoïdes in ViVO, comme cela a pu être démontré iM Vi&0 

(MARIN, 1981 ; MARIN et al., 1981-a). 

Mentionnons cependant que les modalités de la rétention et le 

devenir du citrate accumulé au sein des lutofdes demeurent des problèmes 

non définitivement résolus. Il semble donc malgré tout que le magnésium 

intervienne d'une façon ou d'une autre (formation de chelates non perméants?) 

dans les processus de séquestration de ce triacide 5 l'intérieur du compar- 

timent vacuolaire. 
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FLUX TRANSTONOPLASTIQUES ET COMPARTIMENTATION -----------_______-----~~~~~--~~------------- -----------_______-----~~~-~~-~~------------~ 

INTRAVACUOLAI RE DES IONS CALCIUM ET CITRATE _-----______________----------------------- --------------____-------------~~---------~-- 

RESUME 

Nous avons tenté de préciser si l'accumulation intravacuolairede 

certains ions, au sein du latex, correspond à une fonction détoxifiante 

(piégeage irréversible), ou de stockage (absorption réversible). Notre 

étude porte sur les flux, et en particulier les possibilités d'efflux, 

des ions Ca 
++ 

et citrate, au niveau du tonoplaste de lutoïdes intacts. 

1) Le Ca++ est intensément absorbé par les lutoïdes intacts, 

in V~%O, même en absence de toute source d'énergie métabolique. Le phé- 

nomène ne peut être attribué à un échange isotopique ni à une adsorbtion 

majeure du cation sur des sites tonoplastiques externes. Diverses expé- 

riences montrent que les flux transtonoplastiques de Ca 
++ 

sont partiel- 

lement réversibles et sont liés aux variations de A pH transtonoplasti- 

que. Par ailleurs, l'accumulation intra-vacuolaire du Ca++ s'effectue 

au dépend du gradient transmembranaire de protons. 

Le fonctionnement de 1'ATPase pompe CI H+ tonoplastique, 

induit une accumulation supplémentaire du Ca 
++ 

dans les lutoïdes. L'ac- 

cumulation énergisée par 1'ATP est inhibée (ou réversée) en présence de 

FCCP, des ionophores A-23187 ou nigéricine (+K+>. Ces ionophores n'engen- 

drent par contre qu'un efflux très faible du Ca++ accumulé par les lutoï- 

des en absence d'ATP. 

Une large part du pool de Ca 
++ 

intralutoïdique est relarguée 

dans le milieu en présence d'agents dépolarisants et déchargeant le poten- 

tiel de DONNAN transtonoplastique (TPP+, K+ + valinomycine,...). Enfin 

le fonctionnement de la NADH-cytochrome 5 oxydoréductase, pompe à efflux 

de H+ tonoplastique, provoque un relargage d'une partie du Ca++ intralu- 

toïdique. Le phénomène est plus marqué lorsque l'accumulation du Ca 
++ 

a 

été énergisée par un apport d'ATP. 
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Ces différents résultats conduisent à postuler : 

- R'exLdnw d& deux pool cinhtiqu~ de. Ca” au. ne-in dQn 

Ru;toXdti. Un pool majeur immobilisé par adsorption sur des 

structures intravacuolaires. Un pool de Ca ++ libre, mobile, 

accumulé en déséquilibre thermodynamique au sein des lutoïdes 

(dissipé par FCCP et A-23187) ; 

- 8' ~xi.b.tence d’un phoc&Abub dc clhWMpOht ~ai5an.t itienveti un 

change Ca”//f’ au tiveau du ZonopXtite. ; 

- Le cotd~~ôRe du @hx ;DrantdonoplkLiqu~ de Ca” liibh& pan Le 

~onc.tionnenmen.t du deux potnpti à p~~otinb kb.toSdiquti antago- 

ti;ten j 

- Ru pti;ücipaZLon active du tonop.JkHe fuXo.k%que dam lea ht?- 

gula.tion du .tmew en Ca” Ribhe du cy.tOb0.k 

2) Nous confirmons que l'activité ATPase peut énergiser une ac- 

cumulation vacuolaire du citrate par l'intermédiaire du A DH transtono- 

plastique qu'elle engendre. Le phénomène est inhibé en présence du proto- 

nophore FCCP. 

ln wiirDro, toutes .&A tenta;tiven powc phOUOqUU un e~f$.~x du 

ei;Drtie accumulé. dam .&A LuXo.Zda (in vive comme. in V&~O~, ne bOnt no&- 

dib pan un khcc. Le oi;DrcCte. hu&L donc b6qUeA.&k à &'inZhicw~ du Ru- 

to.Zdti .intiti, et ne peut être libéré, ni par la dissipation du A pH, 

du AY ou du A PH (FCCP; Kkalinomycine; MTTP+; TPP+; Nigéricine + K+; 

activité NADH-cytochrome c oxydoréductase,...), ni par la dissipation du - 

gradient transtonoplastique de cations divalents (A-23187), ni enfin 

en modifiant la composition osmotique du milieu d'incubation (mannitol 

0,3 à O,6 M; citrate 1 à 20 mM). 

3) Des analyses biochimiques portant sur la répartition compar- 

timentale des protons et des acides organiques au sein du latex frais, en 

fonction de la productivité (caoutchouc) des hévéas, montrent que la phO- 

duction du la..tex (un he&kt de L’intevbt~ du métioUm& au btin den la- 

Lici~è~nenI CT& clQtectemwt LLik à Ra capacitk du &.XoZd~ à accumu.h 

&A phOiZOti e-t à b&qUEh;frrm t?e titide, ivZ V~O. 
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4) L'en~&mmbR~ du h6Au&;ta;tn coli&ihm~ Le double hÔ.& du camp~.~- 

timwt RutoZdique darzn ik maitien de “R’kqu.i&bhe ionique” au nein du 

CytOb0-t ,&LtZicidèIIQ : 

- un hi%'k pWamenX d&Loxi@ati, dont la séquestration apparem- 

ment irréversible du citrate constitue un exemple ; 

- un hô& de b~o&ag~ hfivc?tiib-&. C'est le cas des H+ et du 

Ca++ libres, qui peuvent être remis à la disposition du mé- 

tabolisme cytosolique. Le contrôle de leurs flux transtono- 

plastique est assuré par des mécanismes consommateurs d'éner- 

gie. 
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THE TRAN§TONOPLASTIC FLUXES ANI! THE INTRAVACIJOLAR _--___------------------------------------------- ---___------------------------------------------- 

COMPARTMENTATION OF THE CALCIUM ION§ AND CITRATE 
================================================ 

ABSTRACT 

We tried to specify whether the intravacuolar accumulation of 

certain ions within the latex corresponds to a detoxifying (irreversi- 

ble trapping) or storage function (reversible absorption). Our study 

deals with the fluxes and particularly with the potential effluxes of 

Ca++ ions and citrate in the tonoplast of the intact lutoids. 

1 - Ca++ is highly absorbed by the intact lutoids in vitro even 

in the absence of any source of metabolic energy. This phenomenon 

cannot be due to an isotopic exchange nor to a major cation adsorption 

in external tonoplastic sites. Various experiments show that Ca 
++ 

trans- 

tonoplastic fluxes are partially reversible and are related to the 

variations in the transtonoplastic A pH. Moreover, Ca 
++ 

accumulates in 

the vacuoles at the expense of the proton transmembrane gradient. 

The ATPase tonoplastic H+ pump induces an additional accumulation 

of Ca 
++ 

in the lutoids. The accumulation which is energized by ATP is 

inhibited (or reversed) in the presence of FCCP, ionophores A-23187 or 

nigericin (+K+>. But these ionophores lead only to a very small efflux 

of Ca 
++ 

which was accumulated by the lutoids in the absence of ATP. 

A great part of intralutoidic Ca 
++ 

is released in the medium in 

the presence of depolarizing agents. It contributes to discharge the 

transtonoplastic DONNAN potential (TPP+, K+ + valinomycin...). 

Finally, the NADH-cytochrome c oxidoreductase H+ tonoplastic efflux 

pump leads to free a great part of intralutoidic Ca ++. This phenomenon 

is more pronounced when the Ca 
++ 

accumulation has been energized by 

a supply of ATP. 

These different results lead to assume : 

- The existence of two Ca 
++ 

kinetic pools within the lutoids. A 

major pool is fixed by adsorption.in intravacuolar structures. A pool 
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of free and mobile Ca 
++ 

is accumulated at a thermodynamic imbalance 

within the lutoids (dissipated by FCCP and A-23187) ; 

- The existence of a transport system which involves a Ca ++/H+ 

exchange in the tonoplast ; 

- The control of the transtonoplastic fluxes of free Ca ++ by the 

two different lutoidic proton pumps ; 

- The active participation of the lutoidic tonoplast in the regu- 

lation of the free Ca 
++ 

contents of the cytosol. 

II - We confirm that the ATPase activity cari energize a vacuolar 

accumulation of citrate through the resulting transtonoplastic A H. 

The phenomenon is inhibited in the presence of the FCCP protonophore. 

Al1 the attempts made in vitro in order to lead to an efflux of 

citrate accumulated in the lutoids (in vivo like in vitro) ended in 

failure. Therefore, citrate remains trapped within the intact lutoids 

and it cari be released neither by the dissipation of A pH, AY or A H 

(FCCP ; K7 + valinomycin, MTTP+ ; Nigericin + K+ ; NADH-cytochrome 

2 oxidoreductase activity...) nor by the dissipation of the transto- 

noplastic gradient of the divalent cations (A-23187) nor by modifying 

the osmotic composition of the incubating medium (0,3 to 0,6 M of man- 

nitol ; 1 to 20 mM of citrate). 

III - Some biochemical analyses on the compartmental distribution 

of the protons and of the organic acids within the fresh latex as re- 

lated to the productivity (rubber) of the heveas show that the latex 

production (being an indication of the intensity of the metabolism 

within the laticifers) is directly related to the ability of the 

lutoids to accumulate the protons and to trap citrate in vivo. 
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IV - The whole results confirm that the lutoidic compartment plays 

a double role in the preservation of the "ionic balance" within the 

laticiferous cytosol : 

- a purely detoxifying role exemplified by the apparently irrever- 

sible trapping of citrate ; 

- a reversible storage role. Such is the case of free H+ and Ca 
++ 

which cari be used again in the cytosolic metabolism. 

Their transtonoplastic fluxes are controlled by energy-consuming 

processes. 
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PERTURBATION DE L’HOMÉOSTASIE AU SEIN DES LATICIFERES 

PAR UN TRAITEMENT HORMONAL 

ACTION DE L’ETHREL, GÉNÉRATEUR D’ETHYLÈNE 

SUR L’ACTIVITÉ ATPASE ET LES FLUX TRANSTONOPLASTIQUES 

DE PROTONS IN VIVO 

Depuis les expériences d'ABRAHAM et al. (1968-b) et de d'AUZAC 

et RIBAILLIER (1969), le traitement de l'écorce des hévéas au moyen de 

générateurs d'éthyiène, tel 1'Ethrel (acide 2-chlore-éthylphosphonique), 

est couramment utilisé en hévéaculture, pour augmenter la production 

de latex, Ce procédé, appelé "Stimulation hormonale", provoque une aug- 

mentation brutale, souvent de forte amplitude, mais transitoire de la 

production. Ces effets bénéfiques sont perceptibles dans les 24 premières 

heures suivant le traitement. Ils sont le plus souvent maximums dans les 

48 à 72 heures suivantes, puis se prolongent en s'estompant progressive- 

ment pendant 15 à 20 jours après le traitement des arbres (cf. Introduc- 

tion). 

La stimulation hormonale induit de nombreuses perturbations au 

niveau des paramètres de l'écoulement et des caractéristiques biochimi- 

ques du latex. Ils ont fait l'objet d'un chapitre spécial dans l'intro- 

duction de ce mémoire. Rappelons simplement qu'il convient de distinguer 

deux types de phénomènes : 

- les phénomènes précoces, induit par l'agent stimulant lui- 

même,détectables dès la première saignée, ou même, lorsque cela est pos- 

sible, (par microponctions) dans l'intervalle de temps séparant l'appli- 

cation du stimulant et la première saignée ; 

- les modifications de la composition du latex lors des sai- 

gnées suivantes sont la résultante des effets directement attribuables 

à l'action du stimulant lui-même, additionnés des effets engendrés par 

les processus de renouvellements cellulaires particulièrement intenses, 

induits à la suite de l'exportation anormalement massive du cytoplasme 

cellulaire, dès la première saignée 'après à la stimulation. 
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Afin de préciser les premiers sites d'action de l'ethylene, et 

de discriminer les causes primaires des effets secondaires, certains 

auteurs ont tenté de discerner le plus précocement possible (à l'échelle 

de quelques heures), les premiers effets directs de la stimulation, sur 

la composition biochimique du latex. Lorsque les analyses peuvent être 

réalisées sur des microquantités de latex, une methode consiste à effec- 

tuer des microponctions de latex, échelonnées dans le temps, par simple 

piqures de l'écorce traitée. Une autre méthode, lorsque les analyses 

nécessitent des quantités plus importantes de latex (ultracentrifuga- 

tion,...) consiste alors à décaler l'application du traitement stimulant 

dans le temps, sur des groupes d'arbres homogènes. Ceux-ci sont alors 

tous saignés le même jour, évitant ainsi tout artefact attribuable aux 

variations inter-saignées. 

Parmi les parametres biochimiques du latex les plus précocément 

affectés on note : 

- une forte augmentation de l'indice de polymérisation des ri- 

bosomes (polysomes), mesurable dès 12 heures après la stimulation, sug- 

gérant une activation précoce de la proteosynthèse au sein du latex 

(COUPÉ et d'AUZAC, 1974 ; COUPÉ, 1977) ; 

- une alcalinisation du latex (RIBAILLIER, 1972 ; TUPY, 1973, 1980) 

perceptible dans les 24 à 30 premières heures consécutives au traitement 

stimulant (COUPÉ, 1977 ; PRIMOT et al., 1978). Il est précisé par ailleurs 

que l'alcalinisation du cytosol laticifère, induits par les traitements 

à l'éthrel, s'accompagne d'une acidification du compartiment lutoïdique. 

(COUPÉ, 1977 ; CRETIN, 1979 ; BRZOZOWSKA-HANOWER et al., 1979)/ 

Vi% Rom, Lu waniaüom En nm~ inurne. du pH de,s deux compatr- 

tirnwti majczw du Ra&x nuggetrent un& acZ&..t.Lon du d.tux tiatitonop~an- 

ticjue~ du protons in V&O, noun k?‘eddeat den ntitnuRanti homonaux. 

Nous précisons ici la chronologie des variations de pH compar- 

timentales, en relation avec l'activité ATPase tonoplastique et la dis- 

ponibilité en ATP dans le latex, sous l'influence des traitements stimu- 

lants à l'ethrel. 
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1 - CHRONOLOGIE DES EFFETS INDUITS PAR L’APPLICATION DE 

L’ETHREL, AU NIVEAU DE L’ENCOCHE DE SAIGNÉE 

L'expérience a été réalisée sur 21 hévéas (GTl; S 513 J/4), 

présélectionnés pour leur homogéndité de croissance, de production et 

du pH de leur latex. Après deux dosages de contrôle (ATPase lutoïdique, 

pH cytosolique et lutoïdique, teneurs en ATP) les arbres sont "mis au 

repos", c'est-à-dire non saignes pendant 10 jours. Ainsi le métabolisme 

intralaticifere n'est plus affecté par les processus de régénération con- 

sécutifs aux saignées régulières. On considère alors que leur métabolis- 

me atteint un état d'équilibre stationnaire. Ils sont ensuite répartis 

en lots de 3 arbres homogènes : 1 lot témoin et 6 lots traités à l'éthrel 

(100mg de matière active par arbre, appliqués sous l'encoche de saignée) 

respectivement 71 heures puis 48, 33, 21, 13 et 2 heures avant la première 

saignée "post-stimulatoire". Tous les arbres sont saignés le même jour, 

aussi bien avant (contrôle) qu'après l'application du traitement stimulant, 

évitant ainsi tout artefact majeur attribuable aux variations inter- 

saignées. Les latex récoltés individuellement dans un bain de glace sont 

rapidement transportés au laboratoire et immédiatement traités en vue des 

diverses analyses. Les teneurs en ATP sont mesurées sur des prelevements de 

latex immédiatement "fixées" sur champ (cf. Méthodes). 

1 J EVOLUJZUNS V!r pff DES C:UMPARTlMENTS CYT0SOL7QUE ET VACUOLAIRE: 

La figure 39 montre que le traitement de l'écorce (en cours 

d'exploitation) avec le générateur d'éthylène, provoque, .k V&O, des 

variations de pH au sein des deux compartiments majeurs du latex. L'effet 

de l'éthrel se subdivise en deux phases distinctes : 

a) Une phtie i&&k, s'étalant sur moins de 2 heures après le 

traitement stimulant, caractérisée par une alcalinisation progressive et 

constante du compartiment cytosolique, et une légère alcalinisation tran- 

sitoire (maximum à 13 h.) suivie d'une réacidification progressive du com- 

partiment vacuolaire. 

Comme dans cette réponse précoce le pH des deux compartiments 

évolue dans la même direction, et avec une amplitude semblable, le gradient 

transtonoplastique de protons ne varie pas significativement dans les 15 

premières heures. Il commence progressivement à augmenter lorsque le pH 

des deux compartiments évolue en sens inverse. 
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pH: UNITÉS 

+ 0,7 

+0,5 

+0.3 

+ 0.1 

Témoins 

- 0.1 

-0,3 

Figure 39 : 

. . . . . . . . 

TEMPS (heures 

EFFETS DU TRAITEMENT DE L'ECORCE D'HEVRA A L'ETHREL SUR 

LE pH DU CYTOSOL, LE pH VACUOLAIRE ET LE ApH TRANSTONOPLASTIQUE DU 

LATEX. 

L'Ethrel a été appliqué (3 mg.cm -2) , sur une bande d'écorce grattée au 
dessous de l'encoche (écorce en cours d'exploitation). 
Les valeurs des pH cytosolique ( ), vacuolaire (...........> 
et des gradients transtonoplastiques de pH ( > sont exprimées 
en différences par rapport aux témoins non traités, pondérés par les 
valeurs initiales (avant traitement) des arbres stimulés. 
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b) Une f&p~ti~ plti &#dh?, mais de forte amplitude, caractérisée 

par une alcalinisation tri% marquée du cytosol et une acidification bru- 

tale du compartiment vacuolaire. Le PH cytosolique atteint une valeur ma- 

ximum, 33 heures après la stimulation, dépassant de plus de 0,42 unité 

le pH cytosolique des arbres témoins. Il se stabilise ensuite pendant au 

moins deux jours, environ 0,3 unité au-dessus du témoin. 

Dans le même temps, le pH intralutoïdique s'acidifie de 0,2 à 

0,3 unité par rapport à sa valeur initiale pondérée par celle des lutoî- 

des des arbres témoins. On enregistre une acidification maximum 48 heures 

après le traitement stimulant. 

Le Apu transtonoplastique, résultant de ces variations inver- 

ses augmente rapidement. Il dépasse de 0,57 unité de pH la valeur du 

témoin 33 heures après le traitement, puis se stabilise à des valeurs 

élevées. 

Bien que les- pH des deux compartiments évoluent symétriquement 

en sens inverse, l'amplitude de leurs variations est significativement 

différente. Les variations de pH du cytosol sont nettement plus marquées 

(0,42 unité après 33 h.) que celles du compartiment vacuolaire CO,26 unité 

dans le même temps). Ce phénomène peut s'expliquer par le pouvoir tampon 

très différent des milieux cytosolique (figure 40-a) et vacuolaire (fi- 

gure 40-b) dans la zone physiologique de leurs variations respectives de 

pH (pH 5,3 à 6,2 pour les lutoïdes ; pH 6,6 à 7,4 pour le cytosol du latex). 

La capacité tampon plus élevée du milieu intralutoîdique (180 neq H+, pour 

une variation de 0,5 unité de pH autour de pH 5,7) par rapport à celle du 

cytosol ( 70 neq H+, pour une variation de 0,5 unité de pH autour de pH 

7,0), suffirait ainsi à expliquer l'amplitude différente des variations 

de pH des deux compartiments, si l'on postule que ces évolutions symétri- 

ques des pH sont essentiellement attribuables à des flux transtonoplasti- 

ques de protons. En effet, si l'on considère le volume de chaque compar- 

timent au sein du latex (en moyenne : 1 volume de lutoïde pour 2,8 volumes 

de cytosol) et leur pouvoir tampon respectif, les calculs basés sur nos 

données expérimentales montrent qu'environ 5,l ueq H+ ont disparu du cyto- 

sol, et 5,5 ueq H+ sont apparus dans le compartiment vacuolaire (au temps 

33 h.). La stoechiométrie apparaît ainsi satisfaisante. Nous suggérons 

donc que les uak&oti en AEM inwehnne’(4ymUt~qu~l du pH du compakLL- 

rnwLs cgtono.i!+~ et vacuo.&Lte du I~&X, etiac;fén&ant .t?a niipotic “,tarr- 

dive” (24 h. 1 au ;trrti&ment ho.*monal, Ztadtient une activaLion du I$&X 

tian&onopLa&lqu~ de pnotom, indu& in V&O, noti &‘ation d& &‘kthy- 

Lb2 . 
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Figure 40-a : CAPACITE TAMPON DU CYTOSOL DU LATEX 
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Figure 40-b : CAPACITE TAMPON DU SERUM LUTOIDIQUE 

> : Avant la stimulation à 1'Ethrel 
> : 48 h après la stimulation 
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Figure 41 : EFFETS DE LA STIMULATION A L'ETHREL SUR L'ACIDIFICATION 

DES LUTOIDES (... ) L'ACTIVITE POTENTIELLE DE L'ATPase LUTOIDIQUE ( ) 

ET LES TENEURS EN ATP DU LATEX ( >. 

Les résultats sont exprimés comme explicité dans la fig. 39 
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2) AUGMEN7-A7ION VE L'ACTTVTTE POTENTIELLE VE L'ATPtie TONOPLASTi2UE : 

La figure 41 met en évidence une augmentation brutale de l'ac- 

tivité potentielle de 1'ATPase lutoïdique dans les 21 premières heures 

suivant le traitement stimulant. L'activité spécifique de l'ATPase, pompe _ 

à protons tonoplastique, augmente en effet d'environ 40 % (21 h.) puis de 

60 % par rapport à l'activité témoin, 48 heures après l'application du 

générateur d'éthylène. 

Des analyses cinétiques réalisées au laboratoire (figure 42) 

montrent que l'affinité de l'enzyme pour son substrat l'ATP-Mg++, n'est 

pas modifiée (GIDROL, 1984; CRHESTIN et,a1.1984-a).L'augmentation de 

l'activité APTase membranaire semble donc essentiellement attribuée à 

une accélération de la vitesse d'hydrolyse de 1'ATP (Vmax), très proba- 

blement grâce à une augmentation du nombre de sites catalytiques au ni- 

veau du tonoplaste. Ces données confirment les résultats acquis par GIDROL 

(1984) et CHRESTIN et al.1984-b) montrant que l'activation de 1'ATPase 

du tonoplaste lutoïdique coïncide avec une activation précoce de la pro- 

téosynthèse au sein du latex, en réponse à la stimulation hormonale. 

IL aczmb& donc que k’un du ctj~&~ ph6cOWA induit peur R’hthy- 

Rène contctiponde, entm au.&~, à une acrtivation de la nyntizè,te (de nouol 

de L'ATF'ahe. .i!utoGLLque, et donc à une n;f;imu.ta;tion potentie&Xc du dlux 

tian&onopCtitiquti de pcototi [in&x uacuoJ.?&e). 

3) ElULUTTONS DU POOL DES NUCLEOTiDES ADENYLZQLIES : 

Parmi l'ensemble des caractéristiques biochimiques du latex 

considérées jusqu'à ce jour (cf.Introduction), il apparaît que la teneur 

en ATP du latex soit le premier paramètre affecté par la stimulation 

(figure 41). Dès 2 heures après l'application du générateur d'éthylène, 

la concentration en ATP du latex chute de 30 %, puis 13 heures après de 

48 %, par rapport à celles du témoin. Après cette dépression transitoire 

(maximum à 13 h.), les teneurs en ATP du latex des hévéas stimulés remon- 

tent progressivement, rejoignent celles des témoinsaprès 24 h., puis con- 

tinuent à augmenter jusqu'à atteindre des valeurs 2,2 fois (33 h.) et 

2,4 fois (71 h.) plus élevées que celles du latex des arbres témoins. 
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Nous avons par ailleurs mesuré les évolutions du pool des nu- 

cléotides adényliques totaux du latex (ATP + ADP + AMP), et constaté 

qu'elles suivent fidèlement celles des teneurs en ATP (non figurées ici). 

Il s'ensuit que les variations des teneurs en ATP (diminution puis aug- 

mentation) ne peuvent s'expliquer par des simples processus de déphospho- 

rylation-rephosphorylation, mais par une consommation puis une synthèse 

des structures adényliques. 

La figure 41 montre que les évolutions du pH intravacuolaire 

suivent fidèlement les ~Solutions des teneurs en ATP dans le latex. Aux 

faibles concentrations en ATP correspondent les pH vacuolaires les moins 

acides, et inversement. L'analyse de l'ensemble des résultats montre 

clairement que l'augmentation de l'activité potentielle de 1'ATPase to- 

noplastique (entre 13 et 21 heures), ne s'accompagne pas immédiatement 

d'une acidification du compartiment vacuolaire. Ainsi, dans la mesure 

où l'on suppose que l'acidification des lutoïdes peut être attribuée au 

fonctionnement de 1'ATPase pompe à protons tonoplastique, le temps de 

latente observé entre l'activation de 1'ATPase et l'acidification marquee 

du compartiment vacuolaire, peut s'expliquer par la relative pénurie 

d'ATP dans le milieu. 

En accord.avec cette hypothèse, on observe que, même lorsque 

l'activité potentielle de 1'ATPase a déjà fortement augmenté (21 h.), 

l'acidification vacuolaire et le gradient de pH transtonoplastique n'at- 

teignent leur amplitude maximum que lorsque les teneurs en ATP du latex 

des arbres stimulés dépassent celles du témoin. Ces observations suggè- 

rent donc que l'activité réelle de 1'ATPase tonoplastique et de la pompe 

à protons qui lui est associée, sont essentiellement sous le contrôle 

des teneurs en ATP dans le cytosol. 

II - AUGMENTATION DES TENEURS EN NUCLEOTIDES ADENYLIQUES DU 

LATEX, LORS DU TRAITEMENT DE L'ÉCORCE VIERGE (NON Ex- 

PLOITÉE PAR L’ETHREL 

Dans l'expérience précédente, la stimulation à l'ethrel a été 

pratiquée, à l'instar de la méthode la plus fréquemment utilisée en plan- 

tations industrielles, en-dessous de l'encoche de saignée, c'est-à-dire 

sur l'écorce en cours d'exploitation. Il est maintenant bien admis que 

l'exploitation régulière de 1'Hévéa induit une activation du métabolis- 

me globale des tissus laticifères qui doivent constamment régénérer leur 
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Figure 43 : SCHEMA REPRESENTANT LA SITUATION DES ZONES DE L'APPLICATION 

DE L'ETHREL ET DES PRELEVEMENTS DE LATEX PAR MICRO-SAIGNEES, AU NIVEAU 

DE L'ECORCE VIERGE D'UN HEVEA. 
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Figure 44 : EFFET DE LA STIMULATION A L'ETHREL DE L'ECORCE VIERGE DE 

L'HEVEA, SUR LES TENEURS EN ATP ET EN NUCLEOTIDES ADENYLIQUES TOTAUX DU 

LATEX PREEXISTANT DANS LES LATICIFERES NON EXPLOITES. 

Les teneurs en ATP et an ATP+ADP+AMP ont été mesurées par bioluminescence 
(voir Techniques). Les teneurs dans le latex des arbres stimulées ont été 
corrigées pour les variations observées dans le latex des arbres témoins, 
servant de référence. 
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latex (cf. Introduction). Selon TUPY (1973), cet effet activateur engen- 

dré par l'exploitation peut induire des flux de solutés et un équilibre 

métabolique particulier au sein de l'écorce constamment sollicitée, et 

pourrait masquer ou modifier les effets réellement attribuables à l'éthy- 

lène. Afin d'estimer l'intergction de l'activité métabolique de l'écorce 

traitée, sur la repense des tissus laticiferes à une stimulation éthy- 

lenique, nous avons suivi l'évolution des teneurs en nucléotides adény- 

liquesdu latex, après stimulation d'une zone d'écorce "vierge", située 

largement en-dehors de l'aire activée par les saignées régulières (figu- 

re 44). Les quantités de latex strictement nécessaires pour ces analyses 

(quelques gouttes) ont été prélevées par des séries de micro-saignées 

(au moyen d'une épingle) de part et d'autre de la zone d'écorce stimu- 

lée (figure 43). 

La figure 44 montre que la cinétique d'évolution des teneurs 

en ATP et en nucléotides adényliques totaux du latex issu de l'écorce 

vierge traitée à l'ethrel est tout à fait comparable à celle décrite pré- 

cedemment (figure 41). Dans un premier temps (12 h.) les teneurs en ATP 

et en nucleotides adényliques totaux diminuent simultanément (33 % en- 

dessous du témoin), puis remontent progressivement pendant au moins 6 

jours. Signalons que dans le même temps la taille des pools de nucléo- 

tides adényliques du latex issu de l'écorce vierge des arbres témoins 

reste relativement stable : (ATP) = 57 16 ~.IM et (Adénines nucléotides 

totaux) = 172 2 19 uM. 

CU nénu- monrDrw.t que R’&thy.Gne indui;t de latgu modi@- 

cc&io~ du pmamtien biochimiqua du kht~x p6cxLstant au nein du la- 

tici~èfla “au IL~poA”. L’&o.l!tion du tweicnn en ATP consZi;tUe. un exemp& 

paAtictièn~m~ti fj’rappant. Ainsi, les effets observés au niveau du latex 

issus de l'écorce exploitée ne correspondent pas à une réponse parti- 

culière,caractérisant les tissus laticifères maintenant un métabolisme 

régénératif intense constamment sollicité par l'exportation régulière de 

leur latex. 
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III - CONCLUS 1 ON 

Les résultats présentés dans ce chapitre montrent que l'effet 

le plus précoce, induit par la stimulation des Hévéas à l'ethrel, corres- 

pond à une forte perturbation des teneurs%en nucléotides adényliques du 

latex, du moins parmi les paramètres biochimiques analysés ici. 

La diminution globale du pool des nucléotides adényliques to- 

taux, dans la phase initiale (maximum à 13 h) nous indique que la chute 

simultanée des teneurs en ATP du latex (- 48 % à 13 h) correspond à la 

consommation vraie des monomkes nucléotidiques en tant que structures 

chimiques, plutôt qu'à une intensification des processus conduisant à 

sa déphosphorylation (ADP et AMP). On peut dès lors supposer que cette 

disparition des nucléotides adényliques correspond, entre autre, à leur 

"immobilisation" sous forme d'acides nucleiques (ARN), et traduit une 

activation de la protéosynthèse induite, au sein des laticifères, par 

l'éthylène. Cette hypothèse est confortée par les résultats de COUPÉ 

et al. (1976) et COUPÉ (1977), montrant une forte augmentation des te- 

neurs en polyribosomes et en ARN totaux dans le latex des Hévéas stimu- 

lés. La chronologie choisie dans leurs expérimentations a permis à ces 

auteurs de mettre en évidence une augmentation brutale de l'indice de 

polymérisation des ribosomes du latex, 12 heuresaprès un traitement à 

l'ethrel. Tous ces arguments sont donc en faveur d'une activation de la 

protéosynthèse induite, au sein du latex, dans les premières heures sui- 

vant un traitement stimulant. L'une des protéines concernée pourrait être 

1'ATPase lutoïdique. En effet l'augmentation de l'activité potentielle 

de 1'ATPase tonoplastique, 13 à 21 heures apres le traitement stimulant, 

alors que son Km (ATP-Mg) n'est pas affecté, semble confirmer une synthèse 

de nowo de l'enzyme. Des arguments supplémentaires en faveur de cette hy- 

pothèse sont avancés par ailleurs (GIDROL, 1984 ; CHRESTIN et al. 1984) 

(voir ANNEXE II :. 1,2 et 3). 

Les effets primaires de la stimulation sur les teneurs en ATP 

et les activités ATPase tonoplastiques,entraînent des modifications carac- 

téristiques du pH des deux compartiments majeurs du latex. 

Les variations en sens inverse des pH du compartiment cytosoli- 

que et vacuolaire, de même que la stodchiométrie satisfaisante de la re- 

distribution compartimentale des H+ estimée à partir de nos données, lais- 

sent supposer une activation des flux transtonoplastiques des protons au 

sein du latex, en réponse à la stimulation hormonale. 
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Nos résultats montrent par ailleurs, que l'acidification vacuo- 

laire et l'augmentation du ApH transtonoplastique, suivent fidèlement 

les évolutions des teneurs en ATP du latex, alors même que l'activité 

potentielle de 1'ATPase tonoplastique est augmentée beaucoup plus préco- 

cement, sous l'effet de l'ethrel. Les flux transtonoplastiques dépendent 

donc essentiellement de l'activité réelle de 1'ATPase et celle-ci est 

contrôlée par la disponibilité en son propre substrat dans le milieu. 

On sait en effet que le Km de 1'ATPase pour l'ATP-Mg, mesuré tant dans 

un tampon artificiel (d'AUZAC, 1977) que dans le cytosol ultrafiltré du 

latex (GIDROL, 1984) est de l'ordre de 0,5 à 0,7 mM. Nous avons de plus 

déterminé la concentration moyenne en ATP dans le latex (Hévéas non sti- 

mulés). Elle est de l'ordre de 60 PM, ce qui correspond à une concentra- 

tion cytosolique maximum d'ATP n'excédant pas 200 uM (le cytosol repré- 

sente environ 35 % du volume total du latex). L'ATPase pompe à H+ tono- 

plastique fonctionne donc probablement Lin ViVO très en dessous de ses 

potentialités maximales. Il s'ensuit que toute variation des teneurs 

en ATP dans le cytosol laticifère doit modifier proportionnellement 

l'intensité des flux transtonoplastiques de protons contrôlés par l'ac- 

tivité ATPase. La chute initiale des teneurs en ATP du latex (-30 à 45 %> 

doit diminuer d'autant l'activité vacuolaire transitoire, caractéristi- 

que de la réponse initiale au traitement hormonal. Cette interprétation 

est confortée d'ailleurs par les résultats montrant une dissipation du 

ApH transtonoplastique induite k'l Vit&0 par une pénurie d'ATP (figures 

15 et 16). 

Enfin, l'activité ATPase potentielle élevée, associée à la très 

forte augmentation des teneurs en ATP dans le latex, lors de la réponse 

"tardive" (au-delà de 24 h) au traitement stimulant doit se traduire in 

ViVO par une stimulation efficace de l'activité ATPase pompe à H', et 

explique l'augmentation remarquable du gradient de pH transtonoplastique. 

L'aumgentation spectaculaire des teneurs en ATP et en nucléo- 

tides adényliques totaux dans le latex ne semble pouvoir s'expliquer que 

par leur synthèse de MOVO sous l'effet de l'éthylène. 
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PERTURBATION DE L’HOMÉOSTASIE LATICIFÈRE ----__________--__------~~~~---~~~~~---~ ----__________-----------~~------- _----- 

PAR UN TRAITEMENT HORMONAL ___-__c--__-------__------ _-_-___--__--------------- 

RESUME 

Le traitement de l'écorce d'ffewa à l'éthrel, un générateur 

d'éthylène provoque une alcalinisation du cytosol laticifère, et l'aci- 

dification concomitante du compartiment vacuolaire. Ces phénomènes sont 

accompagnés d'une augmentation de la production du latex attribuée à une 

activation globale du métabolisme laticifère. 

Des études portant sur la chronologie detaillée des phénomènes, 

montrent que l'effet le plus précoce induit par la stimulation a l'éthrel, 

correspond à une forte perturbation des teneurs en nucléotides adényliques, 

et en particulier en ATP, du latex. 

Le pool des nucléotides adényliques évolue selon deux phases 

distinctes. Une phase précoce correspond a la chute simultanée des teneurs 

en ATP et en nucléotides adényliques totaux (ATP + ADP + AMP), perceptible 

dans les 2 premières heures, et maximum 13 heures apres l'application du 

traitement stimulant. Cette chute initiale transitoire est suivie d'une 

augmentation progressive, mais de très forte amplitude des deux pools adé- 

nyliques. Les teneurs en ATP rejoignent le niveau du témoin 24 heures 

après le traitement, puis continuent à augmenter jusqu'à atteindre (33 heu- 

res après) des valeurs 2,25 fois plus fortes que celles du témoin. L'ef- 

fet positif dure au moins 6 jours. 

Les variations en sens inverse des pH cytosolique et vacuolaire 

sont attribuées a une stimulation des flux transtonoplastiques de H+ 

due à la conjonction d'une augmentation de l'activité potentielle de 

1'ATPase tonoplastique pompe à protons, et surtout de la très forte aug- 

mentation des teneurs en ATP dans le latex, induits in V~VO, par l'éthy- 

lène. 
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Nous tentons d'expliquer et d'intégrer entre elles les différentes 

modifications des caractéristiques biochimiques induites précocement, au 

sein du latex, en réponse au traitement à l'éthrel. 
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THE LATICIFEROUS HOMEOSTASIS UPSET BY AN HORMONAL TREATMENT ---------------_-_----------------------------------------- ---------------___----------------------------------------- 

ABSTRACT 

The treatment of the hevea bark with ethrel, an ethylene generator, 

leads to an alkalinization of the laticiferous cytosol as well as to 

the acidification of the vacuolar compartment which are accompanied by 

an increase in the latex production due to a global activation of the 

laticiferous metabolism. 

Some studies on the detailed chronology of the phenomena show that 

the ethrel stimulation affects considerably the adenylic nucleotide 

contents and particularly those of ATP in the latex. 

The pool of the adenylic nucleotides develops following two dif- 

ferent phases. An early phase corresponds to the simultaneous decline 

of the ATP and total adenylic nucleotide contents (ATP + ADP + AMP) 

which cari be observed within the first two hours and is maximum 13 hours 

after having applied the stimulating treatment. This temporary initial 

decline is followed by a gradual, though considerable increase in the 

two adenylic pools. The ATP contents amount to the reference level 

24 hours after having applied the treatment and they go on increasing 

until they reach (33 hours later) values which are 2,25 times higher 

than those of the reference pool. The positive effect lasts at least 

6 days. 

The opposite variations in the cytosolic and vacuolar pH depend 

on a stimulation of the transtonoplastic H+ fluxes due to an increase 

in the potential activity of the ATPase tonoplastic proton pump and 

mainly to the very high increase in the ATP contents in the latex 

which were induced in vivo by ethylene. 

We try to explain and combine the different modifications in the 

previously induced biochemical characteristics within the latex in 

response to the treatment by ethrel. 
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CONCLUSION ET INTEGRATION 

DES RESULTATS 

ACQUIS DANS LA PREMIERE PARTIE 

Le latex d'ff~uea btrtiifiU%4& est le cytoplasme de cellules 

anastomosées, spécialisées dans la synthèse du caoutchouc (&-polyiso- 

prène) : les laticifères. Comme toutes les cellules végétales, le cyto- 

plasme des laticifères renferme un compartiment vacuolaire. Dans le cas 

du latex ce compartiment vacuolaire, à caractère lysosomal, se présente 

sous la forme de micro-vacuoles poly-dispercées, dénommées "lutoîdes" 

(PDJARNISCLE, 1968 ; RIYAILLIER, 1972). Ces dernières peuvent être faci- 

lement isolées et purifiées par des techniques simples de centrifugation 

différentielle, sans mise en oeuvre de traitements drastiques, préjudicia- 

bles à l'intégrité des membranes biologiques. Il est donc relativement 

aisé, à partir de ce matériel, d'étudier les diverses relations existant 

entre les compartiments cytosolique et vacuolaire d'un cytoplasme végétal. 

La production du latex reflète dans une certaine mesure, l'inten- 

sité du métabolisme au sein des cellules laticifères. Ce métabolisme doit 

être suffisant, et "orienté" d'une façon adéquate, pour assurer la régéné- 

ration et compenser l'exportation massive de ce cytoplasme cellulaire, cons- 

tamment sollicitée lors de l'exploitation régulière (saignées) des hévéas. 

La production du latex est corrélée positivement, d'une manière 

très hautement significative, au pH du cytosol et négativement au pH du 

compartiment vacuolaire du latex (les lutoïdes). De plus nous avons montré 

l'existence de corrélations inverses, hautement significatives, entre les 

variations du pH du cytosol, et celles du pH intra-vacuolaire, suggérant 

l'existence de flux vectoriels de protons contrôlés, au niveau du tonoplas- 

te lutoîdique. 

Des analyses multivariées nous ont permis de montrer que le la- 

tex issu des arbres hauts-producteurs, se caractérise non seulement par un 

pH cytosolique neutre ou Mgèrement alcalin ainsi que par un gradient trans- 

tonoplastique de protons élevé, mais également par une forte accumulation 

du citrate à l'intérieur des lutoïdes. Cette accumulation intravacuolaire 

du citrate, correspond à la mise en place d'un gradient transtonoplastique 
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de citrate élevé, et en particulier à la présence de faibles concentrations 

en ce triacide au sein du cytosol du latex issu des arbres hauts-producteurs. 

Ces différentes corrélations peuvent s'expliquer d'une façon sa- 

tisfaisante quand on sait que de nombreuses enzymes clés du métabolisme 

cytosolique des laticifères sont extrèmement sensibles à de très faibles 

variations de pH, dans la zone de fluctuations physiologiques. De plus, 

ces mêmes enzymes sont inhibées efficacement par certains ions tels que le 

citrate, le magnésium, le calcium et le cuivre, normalement accumulés dans 

les lutoïdes (JACOB, 1970, 1972 ; JACOB et a.k,1977, 1979 ; JACOB ET 

D'AUZAC, 1967, 1972 ; RIBAILLIER 'Zt de., 1971). 

L'accumulation des protons au sein des lutoïdes s'effectue grâce 

à l'intervention de deux phénomènes complémentaires. Un large pool de pro- 

tons est retenu au sein du compartiment vacuolaire grâce à l'existence d'un 

potentiel transtonoplastique de DONNAN. La nature des macromolécules à l'o- 

rigine de cet effet reste à déterminer. Les flux transtonoplastiques de 

protons "libres", qui déterminent tant le pH du cytosol que celui du com- 

partiment vacuolaire, sont sous le contrôle de deux systèmes antagonistes 

transporteurs de protons, localisés au niveau du tonoplaste lutoïdique : 

- La première pompe à protons est lige au fonctionnement de 

l'ATPase, mise en évidence sur le tonoplaste des lutoïdes par d'AUZAC 

(1975, 1977). Cette activité ATPase tonoplastique catalyse le flux (vec- 

toriel) des protons cytosoliques vers l'intérieur de la vacuole. Son fonc- 

tionnement aboutit donc à une alcalinisation du cytosol, à une acidifica- 

tion vacuolaire, et par voie de aonséquence à une augmentation importante 

du gradient (électrochimique) de protons transtonoplastique . De ce point de 

vue nos résultats sont en accord avec ceux de MARIN (1981). 

- Une deuxième pompe à protons est couplée au fonctionnement d'un 

système transporteur d'électrons localisé sur le tonoplaste. Ce système 

rédox fonctionne avec du NADH comme substrat donneur d'électrons, et du 

cytochrome c en tant que substrat accepteur artificiel. L'accepteur d'élec- 

trons physiologique endogène reste encore à identifier. Enfin, l'identité 

de systèmes transporteurs d'e- fonctionnel au niveau du tonoplaste des 

lutoïdes intacts et fraîchement isolés du latex avec la NADH-cytochrome c - 

réductase et les cytochromes b mis en évidence par MOREAU &t ut., (19751, 

bien que probable, reste à démontrer. Le fonctionnement de cette chaîne 

rédox, en utilisant des accepteurs artificiels (cytochrome 2, DCPIP, fer- 

ricyanure... ) in v.itio, catalyse un efflux des protons accumulés en désé- 
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quilibre thermodynamique au sein des lutoïdes. Son fonctionnement entraîne 

donc l'acidification du milieu d'incubation, et l'alcalinisation du compar- 

timent vacuolaire, donc une diminution du gradient transtonoplastique de 

protons. L'activité de cette pompe à protons rédox est insensible aux in- 

hibiteurs classiques des chaînes respiratoires mitochondriale, fongique 

ou bactérienne (KCN, antimycine A, roténone, SHAM,...). Cependant le cou- 

plage entre l'activité rédox et la pompe à efflux de Hf qui lui est asso- 

ciée est extrèmement labile, et peut disparaître complètement après un 

stockage de quelques heures des lutoïdes, dans différentes conditions de 

conservation. 

La courbe des activités respectives des deux pompes à protons 

antagonistes (ATPase et système rédox), en fonction du pH du milieu d'in- 

cubation, montre que 1'ATPase reste au maximum de son activité potentielle 

dans toute la zone des variations physiologiques du pH, tandis que la pompe 

rédox à efflux, beaucoup plus sensible aux variations de pH, devient effi- 

ciente aux pH légèrement alcalins (au-dessus de 7,5). Ces observations nous 
c 

conduisent à conclure que toute alcalinisation excédentaire du cytosol, 

éventuellement engendrée par une hyper-activité ATPase tonoplastique, sera 

contrecarrée par l'activation de la pompe rédox à efflux de H+, activation 

résultant précisément de cette alcalinisation. 

Enfin nous avons montré que ces deux systèmes antagonistes sont 

fonctionnels lorsque les lutoïdes intacts, fraîchement isolés du latex, 

sont incubés dans le cytosol du latex déprotéinisé par ultrafiltration, 

c'est-à-dire dans des conditions de composition ionique du milieu aussi 

proches que possible de celles existant in vive. DaYU la mentie OU k?‘kW- 

n&rnbLc den nubnLtaa2 trenpectidn n&eenncWrti au Oonc;tionnemwt dc CU deux 

pompen à pt~ototi anaLxgon.i&~ CL& dhportibkk au nein den laLic.i~hu (ac- 

c~~&u.x d’e- cndog&ne, en pa.~&cu.W~~~, CQ double pff-.STAT bioohmotique 

;tonopRtitiquc doit UJUZ ~onc;tionncL in vivo. IL doit donc contiibuti e6- 

&icacem~izk à Xa n&guXation &&z du pH cytono.&u~ et du ghadient ~.&c.tio- 

chimique de phOtOIL ;DraMntonop.&4fique, au nein du CCL&.&~ Ra;tioi~ti~. 

Le traitement de l'écorce des hévéas à l'Ethre1, produit libérant 

de l'éthylène utilisé à grande échelle en hévéaculture pour augmenter la 

production du latex d'ffC.L'Qd, induit une forte activation de 1'ATPase tono- 

plastique. Cette activation de 1'ATPase est attribuable, pour partie, à la 

stimulation d'une protéosynthèse spécifique,ct à l'apparition d'un "acti- 

vateur" thermostable cytosolique, induites au niveau des laticifères, par 
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l'éthylène (GIDROL, 1984). En fait la majeure partie de l'activation de 

1'ATPase pompe à protons & &?u, est due à une augmentation considérable 

des teneurs en ATP au sein du latex. Les cinétiques d'activation de 1'ATPase 

pompe à protons montrent en effet que celle-ci est sous le contrôle de la 

disponibilité en ATP (son substrat) dans le milieu. 

Ce;tte n;timu.ktion pan L’éa%yk?n~,de b’ac;tivLt&! ATPtie. pompe à 

phototi ionopRti;tique, induit une don&? augmw&xZion du gha.d&nZ .?ka.nS~o- 

nop.kkstiyue. de photow, et une a.lcaEitia;tion concomtin;te du cyZoaoX au 

hein den Rartici~etC~. C~A Iv&nemerzti phhcOcCU nont au moiti poWr pc&& 

à 1’ onigine. de. X’activ&on du mii&,bo.E&me .intialtici~iZtnQ, et de l’aug- 

mention de Xa phoduction de J?.a&x, phovoqke pa& Rd n.timul.aLion du 

hkvkti à k!‘E;thh& 

Le citrate, à trop forte concentration (> 7 mM), inhibiteur puis- 

sant de nombreuses enzymes clés du métabolisme cytosolique est normalement 

accumulé in vive au sein du compartiment vacuolaire (40 à 80 mM) (RIBAIL- 

LIER et a/!. 1981). 

in V~&O, les lutoïdes accumulent le citrate exogène contre un 

gradient de concentration de très forte amplitude (> lO>, et toute manipu- 

lation engendrant une augmentation du gradient électrochimique de protons 

transtonoplastiques, conduit à une accumulation supplémentaire de citrate 

à l'intérieur des lutoîdes (MARIN; MARIN & &.,1981>. Le fonctionnement 

de 1'ATPase tonoplastique fournit l'énergie nécessaire (pmf) à cette accu- 

mulation du citrate. Les phénomènes sont inhibés par les protonophores 

(MARIN; MARIN et al., 1981). Nous confirmons ici ces résultats sur 

des lutoïdes intacts fraîchement isolés. Cependant toutes les tentatives 

envisagées pour provoquer l'efflux du citrate accumulé tant &l VhO 

qu'in ViaO, que ce soit en déchargeant le gradient de protons ou le gradient 

de potentiel transtonoplastique, ou enfin la résultante de ces deux compo- 

santes (A uH+) se sont soldées par un échec. L'utilisation du ionophore 

A-23187, et les variations de pression osmotique se sont également avérées 

inefficaces. 

Nouh phopoAonA donc que &A RutoZdQn, piggwt tiéveJr,sib&m~n,t 

& Cititi ytoho.i?@u~ exc&dmta,k, Et qu’i& joumt aloh~ un hôRe aîjp,i- 

qu~men.2 dé;taxi~iant, 6viM ainsi L’inhibition du m&.boL&me cqtonoLique 

pan un exckdent de ce akiacide. la ntie du phiirom&wa à L’onigine de ce 
piégeage. iJthkve/tclib& du cifia;te, de même que le. deve& à long tame du 

cÀ;tnaXe accumu.&, he.2An.t obncunh . 



341 

Bien que le calcium soit un élément nécessaire au fonctionnement 

du métabolisme cellulaire, un excès de ce cation divalent dans le cytosol 

(> O,5 XI@ inhibe efficacement certaines enzymes clés du métabolisme cyto- 

solique. ~VZ ~JO, le calcium est normalement accumulé au sein du comparti- 

ment lutoïdique (RIBAILLIER ct a.k, 1971). 

In u~-&o, les lutoîdes accumulent fortement le calcium exogène, 

contre un gradient transtonoplastique de concentration élevé. Nous montrons 

ici que les flux transtonoplastiques de calcium vont dans le même sens que 

les variations du gradient transtonoplastique de protons (flux de H+>. Le 

fonctionnement de 1'ATPase énergise l'accumulation du calcium libre à l'in- 

térieur du compartiment lutoîdique, et le phénomène est inhibé en présence 

de protonophores. Une partie du calcium libre accumulé peut être relargué 

dans le milieu d'incubation lors de l'addition des ionophores des cations 

divalents (A-23187, X-537A,. ..>, des protonophores (FCCP, CCCP,...), ou lors 

de l'acidification du milieu extérieur, ou enfin pendant le fonctionnement 

de la NADH-cytochrome 2, réductase, pompe a efflux de JJ+ tonoplastique. L’en- 

A&,& de non &,u~ nuggkzti LtcxLszknce d’un RtraMnpofit ac% du C&a 
au ;trraumh du tonoph;te. ,&,&&fique, ~ahan.2 inaWcueni4 un m6canhme d'kchaw 
Ca*+l l n? If-r+, dont La n;tc4chiomCa%iie MM~ à dkdid. 

Abus.i, cotiai.tement à CQ qui a fit& monrttré poti Re tisttic, le 

ec&ium Libne. accumuRé. au nein du compaMimw2 uacuolabe, peut C~JLQ nemin 

à k?.à dinponition du mLWoL&me. cytonofique. L~A @ux Sratitonop1titiyuti 

du cakkium .Cbn~ dcmcwcent ~OUA &CZ contiô& aeti~ ~cotiommaM;t de. R’énengie) 

du deux pompti à pnototi tonop.t.a&Lqu~ aM;tagoni.&~. 

Prenant en compte le fonctionnement des deux pompes à protons 

électrogènes antagonistes localisées sur le tonoplaste lutoïdique, nous 

proposons que les lutoïdes, Le compantimwt vacuokihe. du ceReuR~ .i!aC- 

ci6èn~, jouet& un tiip& rcôRc vL+à-v& du m&tubolLsme c.ytonoLLque l.a,tL- 

cig4Zne. : 

- un M!e dc "pif-STAT bioonmotique" [biophyniquel , capable de 

nkgu-fkn a3~è.a t$krnw.t RC pH du cytonol, dans une zone de va- 

Cution phy&oRogique modulant e~&ïk.cement &‘acZkLtii de cw- 

tinen enzymen cCti du m2a6oLdm~ ytonofique ; 

- un hÔ& de compcwtimcnt e&w&b&bnent “ddtoxi&LanP, accumu- 

Rant et piClgc?ant iwkve.,bibRement I? 1 un ce.htin nombhc de 

mLtu6oRdu, qui en excb, nonA den &hib.irteu~~ e&Lcac~ de 

ce.htine~ enzyme c.L’iQ du mktubolbm~ cytonol.ique (ci;trrate, 

tinniti,...l ; 
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CITRATE 

:If+* 

Schéma 2 : Rom cmwu.L Du COMPARTIMENT VACUOLAIRE (LUTOIDES) DANS LE 

MAINTIEN DE L'HOMEOSTASIE AU SEIN DU CYTOSOL DES CELLULES LATICIFERES 

D'HEVEA. 
L'ATPase tonoplastique assure l'influx des protons à l'intérieur du com- 
partiment vacuolaire. La NADH-cytochrome c (accepteur physiologique non 
identifié) réductase assure un efflux électrogène des protons lutoîdiques; 
L'activité relative des deux pompes à protons antagonistes contrôle fine- 
ment le pH du cytosol, siège du métabolisme ,laticigène, dont certaines 
enzymes clefs sont extrèmemnt sensibles à de faibles variations de pH. 
Le fonctionnement différentiel des deux pompes à protons électrogènes 
engendre une force motrice protonique (AuH+). Celle-ci contrôle les flux 
transtonoplastiques de divers solutés, et en particulier l'accumulation 
à l'intérieur des lutoïdes d'un certain nombre d'ions inhibiteurs du mé- 
tabolisme (citrate, Mg2+, Gaz+, H+,... >. Ceux-ci se répartissent au sein 
du compartiment lutoïdique entre un pool définitivement immobilisé (cas 
du citrate) et un pool mobile qui peut être remis à la disponibilité du 
métabolisme cytosolique (cas des H+, du Ca2+ et de la Lysine par exemple). 
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- un nô.& de: compatrtimwt de JL~A~AW, accumufunf niivw&b&rn~nt 

cW~n;tainA ion5 !Ca++, if+1 et mi5tuboliten l?), inhibitaan du 

métiol-hme Ronaqu'iJ.2 nont En excti dcwu RE cytono.L Cea 

dennie..ttrn peuvent cependant &~LE à ;toti momwt nemin à Ra dh- 

ponifion du m&kboRinme cytonoLLque, gtrâce au donctionnemwt 

du deux pompa ionique Ià Ii’1 tonop~~qu~an~gon~inte~. 

Le schéma 2 (ci-contre) résume l'état actuel des connaissances 

acquises concernant la participation du compartiment vacuolaire dans le 

maintien de l'homéostasie au sein du cytosol des cellules laticifères. Il 

met en évidence le rôle central des deux pompes à protons antagonistes, 

dont le fonctionnement contrôle le pH cytosolique, le gradient de pH trans- 

tonoplastique et donc "indirectement" la composition ionique du cytosol 

(le A pH+ transtonoplastique énergisant les flux transtonoplastiques d'un 

certain nombre de solutés). 

Ainai, en paxiicipant ac;üwment à la négulhtion @te. du pH et 

de. la componition ionique du cytoaok (homiiontiie. J, .ta f.utoIden jouent un 

JLÔRC de p&cmitic hnpon;taMce dm Le. con2tô.k de R’intetiité. du m2abo.&m~ 

au nein du k?hticidti~. 7Rn jouent donc un nô& d&te.tminati dam L~A ptro- 

CUAM gouvwcnati la pfioduction du l.a,tex du M~&A. 

Ce. nô& da i!u.toZdQil dw kk mtintien de C'homfiontahc imka- 

.!.aZioi~htce n~c&xkQ une. in%iigtité. pan6ai.G~ de. k?eun membnane. Nous décri- 

vons dans la deuxième partie de ce mémoire des cas d'accidents physiologi- 

ques aboutissant à la déstabilisation et à la dégradation du tonoplaste 

lutoïdique, conduisant à la disfonction puis à la dégénérescence complète 

des cellules laticifères("syndrome des encoches sèches"). 
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ROLE DU COMPARTIMENT VACUOLAIRE (LES LUTOIDES) 

DANS LES PHENOMENES DE SENESCENCE ET DE 

DEGENERESCENCE DES CELLULES LATICIFERES 

CHEZ HEVEA : 

"LE SYNDROME DES ENCOCHES SECHES" 

INTRODUCTION 

Dans la première partie de ce mémoire, nous avons montré 

comment le compartiment vacuolaire du latex intervient, de façon active, 

dans la régulation du métabolisme cytosolique. Ce nôLe du Ru;toXdU dm 

Re mtitien de R'homkona3zAe. au ncin du cc~L&Xu R&cidtiu nepane. 

avant tout nw &'iv&g~it~ et .t.a n-MG.LiXk de Rcwc membnane. .Lim&w&. 

Nous avons observé en particulier qu'une des composantes du pH-stat bio- 

osmotique tonoplastique semble relativement labile (la pompe à efflux de 

H+ couplé au fonctionnement de la NADH-cytochrome c oxydoréductase).On - 

imagine aisément quelles seraient les conséquences néfastes d'une dégra- 

dation, même discrète, des propriétés du tonoplaste lutoïdique in V.bO. 

Le cas extrême de cette déstabilisation membranaire corres- 

pond à la lyse des organites, et donc à la décompartimentation totale des 

constituants et des solutés intracellulaires. Un tel phénomène est géné- 

ralement considéré comme incompatible avec le maintien de la vie chez 

les cellules eucaryotes. Il correspond à l'une des phases des processus 

complexes conduisant à la sénescence et à la dégénérescence cellulaire. 

Dans le cas particulier des cellules laticifkres, les lutoïdes 

contiennent, à l'état latent, la quasi totalité des facteurs cataly- 

sant la coagulation du latex. La dégradation, même partielle de leur mem- 

brane se traduit par la perte de la stabilité colloïdale du latex. Leur 

lyse totale aboutit à la coagulation rapide du latex. La stabilité de la 

membrane lutoïdique détermine de ce fait la précocité de la coagulation 

du latex sur l'encoche de saignée, et donc la productivité des arbres 

(cf. Introduction). 
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Par ailleurs dans les plantations hévéicoles, un certain 

nombre d'arbres (10 à 30 %) montrent une cessation définitive de l'écou- 

lement du latex sur une portion plus ou moins importante de leur encoche 

d'exploitation. Il s'agit du "syndrome des encoches sèches". Les lutoïdes 

provenant de ces arbres sont particulièrement instables, et l'on peut ob- 

server une coagulation du latex au sein des laticifères atteints (cf. 

Introduction). 

Il semble alors primordial de rechercher quels peuvent être 

les mécanismes impliqués dans la stabilisation ou la déstabilisation des 

systèmes membranaires au sein des laticifères. 

Des considérations exposées dans l'introduction de ce mémoire 

nous ont engagé à rechercher l'existence de systèmes peroxydatifs capa- 

bles de dégrader les membranes biologiques au sein des cellules laticifères. 

Nous rapportons dans cette deuxième partie, l'existence, au 

sein du latex, d'une activité NAD(P)H oxydase émettant des "formes agres- 

sives" de l'oxygène. Nous montrons que son fonctionnement provoque une 

dégradation peroxydative des lipides insaturés et la lyse des organites 

du latex. Dans un 3ème chapitre nous recherchons, dans le latex, quelques 

mécanismes enzymatiques ou chimiques susceptibles d'assurer une protection 

des structures membranaires. Un 4ème chapitre traite des relations exis- 

tant entre les divers mécanismes mis en évidence, la productivité des ar- 

bres, et l'état physiologique de leurs tissus laticifères (encoches sèches). 

Nous évoquons enfin, dans un chapitre suivant, l'effet de la stimulation à 

l'Ethre1, sur ces divers mécanismes et sur l'apparition des encoches sèches. 

Un dernier chapitre regroupe nos conclusions sur le rôle des 

lutoidesdans les phénomènes de dégénérescence des laticifères. 
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D'ANIONS SUPEROXYDES 

PAR UNE ACTIVITE NAD(P)H-02 

OXYDOREDUCTASE LUTOIDIQUE 
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MISE EN EVIDENCE D'UNE EMISSION D'ANIONS SUPEROXYDES 

PAR UNE ACTIVITE NAD(P)H-Oz OXYDOREDUCTASE LUTOIDIQUE 

A - MISE EN ÉVIDENCE D’UNE CONSOMMATION D’OXYGÈNE NAD(P)H 

DÉPENDANTE AU NIVEAU DU COMPARTIMENT LUTOÏDIQUE DU LATEX 

A.7 - Ml.95 EN EVTVENCE VE LA CONSOMMATTUN D'OXYGENE NAUIPIH 

DEPENDANTE VANS LA FRACTTUN SEDlMENTABLE “TNTACTE” DU 

LATEX ; VTFFERENCE EN7-RE LUT~IRES D’ARBRES IfAUTS-PRODUCTEURS 

IffI’), BAS-PRODUCTEURS (BP) OU AT7ElN7-S D'ENCOCHE SECHE (ES) : 

Le tableau montre que la consommation d'oxygène de suspensions 

lutoïdiques (HP, BP, ou ES) fraîche de 5 % (V/V> dans un tampon isotoni- 

que (lutoïdes intacts) est négligeable en l'absence de tout effecteur. 

L'addition de NADH ou de NAD(P)H se traduit par une consomma- 

tion immédiate de l'oxygène dissous d'autant plus forte que les lutoïdes 

proviennent d'arbres bas producteurs ou atteints d'encoche sèche (fig.45). 

L'addition de NACI ou de substances réductrices telles la 

cystéine n'entraîne pas de consommation d'oxygène significative. Seul 

l'acide ascorbique aboutit à une consommation d'oxygène sensiblement su- 

périeure au témoin sans effecteur. 

ul O2 consommé . min 
-1 

. g -' (lutoïdes) 

Lutoîdes 
Tampon 

NADH NADPH NAD NADP Cysteine Ascorbate 
0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5nlM 0,5mM 

HP 0,07 1,40 1,60 0,08 0,08 0,06 0,50 

BP 0,08 4,8o 5,40 0,08 0,08 0,07 0,55 

ES 0,55 6,40 6,80 0,08 0,09 0,07 0,52 

Tableau 18 : Consommation d'oxygene NAD(P)H dépendante par des suspen- 
sions lutoîdiques provenant d'arbres HP,BP ou ES : (mélanges de cinq 
latex par motif) 
(Les lutoïdes ont été préparés et incubés dans des conditions identiques 

à celles rapportées dans la légende du tableau 19) 



352 

Figure 45 : CINETIQUE DE L'ABSORPTION D'OXYGENE DEPENDANTE DU NADH, 

PAR DES SUSPENSIONS DE LUTOIDES SONIQUES. 

Les expériences ont été réalisées à pH 7,4, en présence de 250 pl de 
lutoïdes traités aux ultrasons. La concentration du NADH est de 0,5 mM 
(final). Les lutoïdes proviennent du latex d'arbres hauts producteurs 
(HP), bas producteurs (BP) ou atteints d'encoche sèche partielle (ES). 
(aucun substrat ni autre effecteur que le NADH n'a été ajouté, le volu- 
me total final du milieu réactionnel est de 5 ml; la température est 
de 27°C). 
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On note une absence totale de spécificité vis-à-vis des cofac- 

teurs réduits (NAD(P)H) : l'addition du NADH ou NADPH entraîne une con- 

sommation d'oxygène du même ordre de grandeur. 

En&&, L’addition du nubnakctt den chaCn&h n~+tia;to~~ mito- 

chondk&n (nucci~e, ma&&, ADP,... 1 (tableau 19 I ii une ntipenbion 

de RutoXda inta&, pLpc&e dam RU conditioi?n habL&mfX~ de p~ridi- 

caLLon pantiwY!~ du orrganLtQn du LaCzx, ne mont.te aucune abnonption 

d’ oxygk nignif$mCvq a,ttCbuab& à la prctincnce. de mitochoncbi,Len. 

.I--e..- 

1 
1-11 O2 consommé .min l g- 

' (lutoïdes) 

lutoîdes lutoïdes 
HP ES 

lutoïdes 

lutoïdes + NADH 
lutoïdes + NADH + ATP 
lutoïdes + ATP 
lutoïdes + ATP + succinate 
lutoïdes + ATP + succinate + ADP 
lutoïdes + ATP + malate 
lutoïdes + malate 
lutoïdes + malate + ADP 

0,06 0,lO 
i,io 3,80 
1,20 4,10 
0,lO 0,30 
0,lO 0,20 
0,12 0,30 
0,12 0,22 
0,08 0,20 
0,14 0,28 

Tableau 19 : Consommation d'oxygène par une suspension du sédiment de 
latex provenant d'hévéas hauts-producteurs ou atteints d'encoche sèche 
partielle en présence de substrats mitochondriaux. 
Les essais ont éte réalisés avec des sédiments de latex lavés à 3 repri- 
ses dans un tampon isotonique (mannitol 0,3 M; Tris-HC1 50 mM pH 7,4) 
Les sédiments (30.000 x g) sont remis en suspension dans le même tampon 
à 27"C, à raison de 1 gr de lutoïdes frais. ml -1 de tampon. 
La suspension concentrée (250 mg de lutoïdes) est ajoutée a 4,5 ml du 
même tampon saturé en air. Après obtention de la ligne de base (oxygra- 
phe) on ajoute 100 ~1 d'effecteur dans la suspension. Les concentra- 
tions correspondent aux concentrations finales dans la cellule de l'oxy- 
graphe (ATP-Mg 250 pM ; ADP 500 pM ; NADH 500 1.111 ; succinate ou malate 
10 mM. 

Au vu de ces résultats, les expérimentations suivantes ont été 

réalisées à partir de sédiments de latex provenant d'arbres BP ou ES pré- 

sentant les activités les plus fortes. La plupart des essais ont été réa- 

lisés en présence de NADH comme substrat. 



1 

Phosphataas 

A.*.% T 0, comommi 

P Pox 

AA.% NADH conmmmi 

Figure 46 : LOCALISATION COMPARTIMENTALE DE DIVERSES ACTIVITES ENZYMA- 

TIQUES DU LATEX, SUR GRADIENT DE DENSITE DE SACCHAROSE. 

Le sédiment "brut" des organites du latex (120.000 x g> remis en suspen- 
sion dans le cytosol, a été déposé au sommet d'un gradient linéaire 
CO,6 - 1,7 M) de saccharose, contenant du mannitol 0,3 M, du tampon 
Tris-HC1 30 mM à pH 7,0, et centrifugé 90 min à 95.000 x g (à 8°C). La 
fraction 1 correspond au coussin de saccharose 2 M, et la fraction 20 

sérum cytosolique surnageant. Les activités sont exprimées en % de 
l'activité totale mesurée dans le tube de gradient. 
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A.2 - lOCAL7SAT70N LUT07VlQIE VE LA CONSOMMATTON D'OXYGENE 

NAV( PJfl VEPENVANTE : 

La centrifugation sur gradient de densité (saccharose : 0,6-2,0 M) 

d'une suspension du sédiment de latex (BP) dans son propre cytoplasme 

(après élimination du caoutchouc) montre que la répartition des activités 

de consommation d'oxygène dépendante du NADH, et de l'oxydation du NADH 

sont strictement superposables à celle des activités phosphatases acides 

lutoïdiques. Ces résultats démontrent la localisation de l'activité 

NAD(B)H/02 oxydoréductase au niveau des lutoïdes (figure 46). 

A.3 - EFFET VE l’lNTEGR7TE DES PARTlCUlES LUTOIVZQUES : 

Le traitement des lutoïdes par les ultrasons aboutità la frag- 

mentation de leur membrane et à la libération de leur contenu. Les résul- 

tats exposés dans le tableau 20 montrent que le traitement aux ultrasons 

provoque en même temps une forte augmentation de la consommation d'oxy- 

gène dépendante du NADH. L'intégrité de la membrane lutoïdique semble 

donc limiter la réaction. Il est vraisemblable, que dans le cas des lu- 

toïdes soniqués, la NAD(P)H oxydase soit alors plus facilement accessi- 

ble à ses substrats. 

p 1 O2 consommés . min 
-1 

. g-'(lutoïdes) 

Lutoïdes Lutoïdes 
intacts soniqués 

Sérum 
lutoïdique 

HP 1,16 2,80 o,72 

BP 4,20 6,80 4,40 

ES 5,20 9,oo 4,20 

Tableau 20 : Consommation d'oxygène NADH dépendante par des suspen- 
sions de lutoïdes traités ou non aux ultrasons, ou de sérum lutoïdique. 
Les lutoïdes lavés ont été traités ou non aux ultrasons et les mem- 
branes éliminées par centrifugation (30 min; 90.000 x g) dans le cas 
des serums lutoïdiques. Le milieu réactionnel est identique pour tous 
les motifs : mannitol 0,3 M; Tris-HC1 50 mM à pH 7,4; NADH 0,5 mM. 
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Figure 48 : INFLUENCE DU pH DU 

MILIEU D'INCUBATION SUR LA CON- 

SOMMATION D'O2 DEPENDANTE DU NADH 

PAR DES LUTOIDES (BP + ES) 

(250 ~1 de lutoïdes soniques pour 
5 ml total, NADH 0,5 mM et pH 7,O) 
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Figure 47 : CONSOMMATION D'O2 

DEPENDANTE DU NADH, EN FONCTION 

DE LA QUANTITE DE LUTOIDES (BP- 

+ ES) SONIQUES AJOUTEE. 

(pH 7,4 et NADH 0,5 mM) 

4 5 6 7 8 pH tampon 

l/V 

t 

t t 1 * 
-20 -10 +lO l 20 +30 l/(NADHlmd 

Figure 49 : EVALUATION DES Km ET Vm VIS A VIS DU NADH, POUR LA CONSOM- 

MATION D'OXYGENE DEPENDANTE DU NADH EN PRESENCE OU NON DE CATALYSEURS 

FERRIQUE CHELATE. 

Le milieu réactionnel contient 250 1.11 de lutoïdes soniqués pour un vo- 
lume total de 5 ml. La réaction est effectuée à pH 7,4 en présence ou 
non de fer ferrique (100 uM) chélaté par EDTA OU ADP. 
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L'élimination,par centrifugation, des lambeaux membranaires et 

des microvésicules résultant du traitement aux ultrasons se traduit par 

une diminution de la consommation d'oxygène dépendante du NADH. Il sem- 

ble donc que la présencede constituants membranaires soit nécessaire à 

une activité maximale, ou encore qu'une certaine fraction de l'activité 

soit plus ou moins (40 à 60 %) liée à la membrane, et donc soustraite 

par centrifugation. Quoiqu'il en soit, le sérum intralutoïdique, obtenu 

à partir de lutoïdes fraîchement isolés du latex et traités aux ultra- 

sons, contient encore 40 à 60 % de l'activité NADH oxydase, sous forme 

soluble (tableau 20). 

A.4 - INFLUENCE VE LA CONCENTRATION EN EXTRAIT : 

La consommation d'oxygène dépendante du NADH est propoction- 

nelle à la quantité de l'extrait lutoïdique ajouté dans le milieu (lu- 

toïdes ES soniqués) (figure 47). La mise en évidence de cette proportion- 

nalité peut être considérée comme un argument en faveur de la nature en- 

zymatique de cette consommation d'oxygène. 

A.5 - INFLUENCE VU pH VU MlL7EU : 

L'étude de la consommation d'oxygène dépendante du NADH en 

fonction du pH, en tampon phosphate 0,l M, montre un optimum d'activité 

entre le pH 7 et 7,5 (figure 48). 

A.6 - INFLUENCE VE LA CUNCENTRATlON EN NAVtl, VETERMINATTON D'UN 

Km APPARENT : . 

L'étude de la consommation d'oxygène par une suspension lutoî- 

dique provenant d'un mélange de latex (BP + ES) en fonction de la con- 

centration en NADH montre un phénomène de saturation michaelien. La re- 

présentation des inverses llv = f (k)(Lineweaver & Burk) permet de cal- 

culer un Km apparent vis-à-vis du NADH de l'ordre de 45 nM à pH : 7,4 

(moyenne de 3 expériences = 45 f 11 nM) (figure 49). Ceci constitue un 

argument supplémentaire en faveur d'une catalyse enzymatique de la con- 

sommation d'oxygène. 
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25 50 100 
%Saturation en air 

Figure 50 : CONSOMMATION D'OXYGENE DEPENDANTE DU NADH, PAR LES LUTOIDES 

EN FONCTION DE LA TENEUR RELATIVE EN OXYGENE DU MILIEU. 

Les expériences ont été réalisées à pH 7,4 (0 26°C) en présence de NADH 
0,s M. La consommation d'oxygène est exprimée en % de la vitesse initia- 
le de la consommation à saturation en air. Les teneurs en oxygène du 
milieu sont exprimés en % de saturation en air dans les conditions opé- 
ratoires. 
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A.7- AFFlNlTE POUR L'OXYGENE : 

Après barbotage dans le tampon, d'un courant d'azote désoxygéné 

(pyrogallol alcalin), ébullition puis degazage sous vide, nous avons ob- 

tenu un tampon réactionnel "désoxygéné". Dans ces conditions la concen- 

tration en oxygène dissom (à 26 "C) ne représente que 17 % d'une solu- 

tion identique traitée dans les mêmes conditions et réoxygénée par bar- 

botage d'air (100 %). Si l'on considère qu'à saturation, la solution 

tampon contient 5 1.11 d'02 dissous par ml (soit une concentration 

220 PM), dans la solution "désoxygénée" (17 %),l'oxygène est donc pré- 

sent B une concentration environ 37,5 pM. 

A cette faible concentration, la vitesse initiale de la con- 

sommation d'O2 dependante du NADH par une suspension lutoïdique soniquée 

(BP + ES) est encore égale à 62 % de sa vitesse en présence de concen- 

trations saturantes en 02. Si l'on laisse se poursuivre la réaction, 

celle-ci se prolonge plus lentement jusqu'à épuisement virtuel de l'oxy- 

gène. A des concentrations résiduelles en oxygène équivalentes à environ 

5 I 10 % de la concentration saturante, la vitesse de sa consommation 

represente 18 % de la vitesse maximale (tableau 21). 

Saturation 100 % 
d'air (air) 

25 % 17 % 10-5 % 
(N2) (N2+100"C) 

Consommation 

nl 02 .min -1 .g -1 4,6o 3,92 2,84 0,84 

Activité % 100 81 62 18 

Tableau 21 :Effet de la concentration en oxygène sur la consom- 
mation d'oxygène NADH dépendante par une suspension de lutoïdes 
(BP + ES) soniqu& (rapportée au g. de lutoïdes) 

Les estimations des activités trop approximatives aux faibles 

concentrations en oxygène dans le milieu ne nous ont pas permis de cal- 

culer un Km cohérent pour ce substrat. On peut cependant estimer que 

le Vmax/2 est atteint pour des concentrations en O2 situées entre 10 

et 15 % de la saturation du milieu en oxygène, ce qui correspondrait 

à un Km de la réaction situé entre 22 et 30 PM (figure 50). Ces valeurs 

correspondent à une affinité relativement forte de la NADH oxydase pour 

ce substrat. 



\ 

1 
I 

400 

Figure 51 : INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN IONS FERREUX, OU FERRIQUES CHELATES PAR L'EDTA OU L'ADP, SUR LA 

CONSOMMATION D'OXYGENE DEPENDANTE DU NADH PAR LES LUTOIDES (BP + ES). 

Le rapport des concentrations dans le cas du Fe 3+/EDTA est de 1/1,6, et dans le cas de Fe3'/ADP de 112. Les 
expériences sont réalisés dans nos conditions standard (250 ~1 lutoïdes; NADH 0,5 mM; pH ï',4). Le volume total 
du milieu réactionnel est de 5 ml. 
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A.ti - INFLUENCE DES 1ONS FERREUX ET FERRI@ES : 

Le rôle activateur du fer dans l'émission des formes toxiques 

de l'oxygène a été décrit par de nombreux auteurs (cf. introduction). 

Nous avons recherché les effets de différentes concentrations de diverses 

formes ioniques du fer sur la consommation d'oxygène dépendante du NADH; 

a) EdtJek de FE’* : 

La figure 51 montre l'effet activateur de l'ion Fe 
2+ 

à pH 7, 

pour des concentrations comprises entre 20 et 150 uM avec un optimum 

d'activation (+ 50 à 60 %) de la consommation d'oxygène NADH dépendante 

situé entre 80 et 100 PM. Au-delà de 150 nM on peut observer un effet 

inhibiteur du Fe2+. 

6) E,j@.t du Fcz3+/EVTA : 

Des études préliminaires ont montré que l'efficacité maxi- 

mum du système Fer/EDTA nécessitait un rapport de concentration entre le 

Fe3+ et son chélateur de 1/1,6. L'étude des effets de différentes concen- 

trations du mélange Fer/EDTA sur l'absorption d'oxygène dépendante du 

NAD(P)H par une suspension de lutoïdes (BP + ES) montre une activation 

maximum (230 X) à partir d'une concentration en Fer 80 pM complexé 

par 1'ECTA 135 pM. Aux concentrations plus élevées, le taux d'activation 

ne semble pas modifié (figure 51). 

Les cinétiques reproduites dans la figure 52 et les résul- 

tats du tableau 22, montrent que la présence de lutoïdes intacts, ou du 

moins de protéines lutoïdiques fonctionnelles, est nécessaire à la con- 

sommation d'oxygène dépendante du NADH, même en présence de l'activateur 

Fer/EDTA. 

cl E~~~&S du Fe3’/AVP [adknonine diphonpha;te) : 

Le même type d'étude a montré que : 

- l'efficacité optimum du système Fe 3+/ADP nécessitait un 

rapport de concentration de 1 Fer pour 2 ADP, 

- une activation maximum (+ 140 X) est atteinte dès la 

concentration en Fe3+ 40 pM chélaté par ADP 80 nM (fig. 51) 

- l'activation maximum provoquée par le mélange Fer/ADP est 

inférieure à celle provoquée par l'addition de Fer/EDTA 

(+ 140 % et + 230 % respectivement). 
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Figure 52 : EFFET ACTIVATEUR DU FER-EDTA SUR LA CONSOMMATION D'OXYGENE 

DEPENDANTE DU NADH, PAR DES LUTOIDES. 

Les expériences ont été réalisées avec des lutoïdes intacts ou traités 
pendant 5 minutes à lOO"C, provenant d'arbres très bas-producteurs. Le 
volume total du milieu réactionnel est de 5 ml. Les réactions ont été 
effectuées dans nos conditions standard : pH 7,4, NADH 0,5 mM, 250 ~1 
de lutoïdes. La concentration en Fe3+ est de 0,l mM et celle du EDTA de 
0,16 mM. 
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- Nous avons mesuré la consommation d'oxygène dépendante du 

NADH en fonction de la concentration en NADH et en présence ou non de 

Fe3’ chélaté par 1'EDTA ou l'ADP, à concentration optimum. Les résultats 

indiquent que le Fer chélaté ne modifie-pas l'affinité de la NADH oxydase 

pour son substrat NADH (figure 49). Seuls les Vmax caractérisant l'absorp- 

tion d'oxygene sont sensibles auFer chélaté : en présence de Fer (100pM) 

ADP (200 pM) Vmax est multiplié par un facteur 1,7 et en présence de 

Fer (100 PM) EDTA (160 pM) Vmax dans les mêmes conditions est multiplié 

par 2,7. 

- Les mesures de la consommation d'oxygène dépendante du NADH, à 

faible teneur en oxygène (17 % de la saturation), indiquent que le Fer 3+ 

chélaté augmente l'affinité du système pour l'oxygène (tableau 22). 

Consommation O2 pl . min 
-1 

Tampon + lg lutoïdes (FS+BP 

Saturation NADH NADH NADH NADH NADH NADH 
en 02 

de l'air 0,s mM Fe3+/EDTA Fe3+/ADP 0,s mM Fe3+/EDTA Fe3+/ADP 

100 % 0,08 0,13 0,12 4,40 10,2 
(100%) (100%) 

17 % 0,oo 0,oo 0,oo 2,64 8,44 5,88 
(60%) (83%) (82%) 

Tableau 22 : Effet du Fer chélaté sur la consommation d'oxygène NADH 
dépendante à saturation du milieu en air et à faible teneur en oxygène 
(les chiffres entre parenthèse indiquent les activités résiduelles ex- 
primées en % par rapport au témoin saturé en air) 

Ces différentes observations suggèrent que le Fer 3+ chélaté 

active le système catalysant la consommation d'oxygène NADH dépendante 

en augmentant l'affinité du système pour l'oxygène moléculaire plut& 

que l'affinité du système enzymatique pour le NADH. 



364 

Selon différents auteurs, les chélateurs agiraient de deux fa- 

çons (non mutuellement exclusives) sur les systèmes transporteurs d'elec- 

trons. Ils éviteraient d'une part la precipitation des sels de fer (PEDER- 

SON et AUST, 1972 ; HOGBERG & c&., 1975 ; STAUDINGER et &., 19641, et 

d'autre part abaisseraient le potentiel rédox du couple Fe 3+/Fe2+ de 0,77 

à 0,14 volt (NOGUCHI et Nfxmo, 1974 _ ; LAI et PIETE, 1978). Ils fa- 

ciliteraient ainsi le transfert des électrons du NADH vers le Fer 3-k 
par 

l'intermédiaire d'une activité NADH oxydase (flavoproteine ?>. 

A.9 - EFFETS DE CERTATNS COMPOSES lON7QUES PRESENTS DANS LE LATEX : 

RIBAILLIER (1972) en étudiant la composition organo-minérale du 

latex a précise le rôle vacuolaire des lutoîdes. C'est ainsi que ces orga- 

nites accumulent les cations cuivre (50 PM), calcium cl,5 mM) et magnésium 

(65 mM), et certains anions tels le phosphate (76 mM) et le citrate (53 mM). 

Nous avons testé l'effet de ces différentes formes ioniques sur 

la consommation d'oxygène dépendante du NADH par des lutoîdes soniqués 

(BP + ES). 

Effecteurs Concentration % 
mM Inhibition 

%Cl2 
(xl 

CaC12 

(x> 

50 10 5 
75 11 

o,5 
195 4 
2 12 

Citrate 
(x> 

10 
25 7 
50 18 

Phosphate 
10 
25 

(4 50 7 

ATP 0,34 16 
0,68 35 

Tableau 23 : Effets de différents ions présents dans le 
latex (x: essentiellement accumulés dans les lutoîdes) 
sur la consommation d'oxygène dépendante du NADH 

Les résultats rapportés dans le tableau 23 montrent qu'aux con- 

centrations physiologiques existant dans le latex (cytoplasme ou lutoîdes) 

le Mg++, Ca+‘+, citrate ou phosphate ne présentent pas d'effet marqué sur 

la consommation d'oxygène dépendante du NADH par des lutoïdes soniques. 

Cependant, aux concentrations extrêmes, un leger effet inhibiteur peut 

être observé et en particulier en présence de citrate. 
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L'ATP par contre, inhihe partiellement la consommation d'oxygène 

NADH dépendante. Ce résultat est en accord avec celui de BADWEY et KARNOVSKY 

(1979) mettant en évidence une inhibition compétitive de 1'ATP vis-à-vis de 

la NADH oxydase des leucocytes. Notons que,dans le eas du latex, cet effet 

inhibiteur de 1'ATP peut devenir efficient dans le latex des arbres stimu- 

lés à l'ethrel, qui voient leurs teneurs en ATP cytosolique tripler ( 6OOpM) 

sous l'effet du traitement stimulant (cf. première partie, chapitre III). 

Par contre (figure 53) nous observons une nette activation de 

la consommation d'oxygène en présence de cuivre, déjà notable aux concen- 

trations physiologiques lutoîdiques (40 à 90 FM), avec un optimum situé 

autour de 150 ~.IM (70 % d'activation). 

Il est probable que le cuivre, dont le potentiel redox (+ 0,17 

volt) est proche de celui du complexe Fe 3+/EDTA (+ 0,14 V), agit de même 

en facilitant le transfert des électrons du système NADH oxydase vers 

l'oxygène. 

A.70 - EFFET DE CERTAINS ZNHlBlTEURS CLASSIQUES DES CHAINES RESPIRA- 

TOIRES Imitochondtriduj : 

Afin de rechercher l'éventuelle existence d'une respiration 

mitochondriale, nous avons testé l'effet des inhibiteurs classiques des 

chaînes respiratoires. 

Les résultats regroupés dans le tableau 24, montrent que l'ab- 

sorption d'oxygène dépendante du NADH par des lutoïdes intacts (BP ou ES) 

ou soniqués, en présence ou absence de Fe 3+/ADP, est totalement insensi- 

ble aux inhibiteurs spécifiques des voies cytochromiques mitochondriales 

tels : l'antimycine A et le 2-n-Heptyl-4 hydroxy quinoline-N-oxyde (HOQNO). 

On observe cependant une très légère inhibition par la roténone. L'étha- 

no1 (solvant de ces inhibiteurs) est également inactif. 

L'acide salicyl-hydroxamique (SHAM), inhibiteur de la voie al- 

terne mitochondriale (SCHONBAHM ti c&, 1971...), non seulement n'inhibe 

pas la consommation d'oxygène dépendante du NADH caractérisant les lutoï- 

des, mais au contraire l'active d'un facteur 2. 

Le cyanure, inhibiteur des chaînes respiratoires mais aussi de 

nombreuses enzymes à site actif métallique (Fe 
3-k 

; CU++) inhibe partielle- 

ment (1 mM) ou fortement (inhibition de 80 % à 2,5 mM) l'absorption d'oxy- 

gène NADH dependante, et annule dans tous les cas l'effet activateur du 

Fe3+' ,ADP. 
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Figure 53 : EFFET ACTIVATEUR DU SULFATE DE CUIVRE, SUR LA CONSOMMATION 

D'OXYGENE DEPENDANTE DU NADH, PAR DES LUTOIDES. 

Les conditions expérimentales sont identiques à celles décrites dans la 
légende de la figure 51. 
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Consommation pl O2 .min 
-1 

. g -'(lutoïdes) 

Lutoïdes Lutoïdes Lutoïdes soniqués 
intacts soniqués + Fe3+/ADP 

Tampon 

Ethanol (100 ~1) 

Antimycine A (25 pM) 

Roténone(O,l PM) 

HOQNO (1 IJM) 

Anti A + Roténone + HOQNO 

1mM 
KCN 

2,5 mM 

SHAM 2,5 mM 

4,48 6,60 13,68 

4,40 6,68 14,04 

4,6o 6,4o 14,40 

3,84 5,20 12,64 

4,68 6,32 14,lO 

3,72 5,00 12,00 

2,68 3,20 4,32 

o,84 1,20 1,72 

8,28 11,60 19,40 

Tableau 24 : Effet des inhibiteurs des chaînes respiratoires sur la 
consommation d'oxygène dépendante, 

pa5+ 
des lutoïdes (BP + ES) intacts 

et soniqués en présence ou non de Fer (50 pM)/ADP (100 pM) à pH 7,4 
en présence de NADH (500 pM)(moyenne de 3 essais) 

A.77 - ACTiON DE DIFFERENTS EFFEC-I-EURS CLASSIQUES DES ENZYMES REDOX 

(REsP~RATOTRES) SUR LIABS~RPT~ON D'OXYGENE NADH DEPEND~E : 

Les résultats regroupés dans le tableau 25 montrent que la con- 

sommation d'oxygène NADH dépendante est fortement inhibée par le DIECA 

et l'hydroxylamine et partiellement par l'orthophénantroline (complexant 

du fer). L'activité du système NADH/O2 oxydo-réducteur nécessite donc la 

présence d'un cation métallique (Fer et/ou CU ++); de fait l'addition de 

Fer ou de cuivre semble rétablir partiellement l'activité du système en 

présence de ces inhibiteurs. 
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Effecteur DIECA 0-phénantroline NaN3 Hydroxylamine Amizol H202 

Concentration 1 10-3 0,5 095 
bnM) (xx> bd (xx> (xx> & (Xl 

Inhibition % -62 (11) -18(6) -65 (12) 0 a 22 

Activation % +35 a 180 + 15 à 60 

. . . 

Tableau 25 : Action de divers effecteurs des"enzymes rédox'! Les résultats 
sont exprimés en % d'activation ou inhibition par rapport à un témoin non 
traité (une moyenne de 8 (x) ou 2x5 (xx) expériences portant sur des lu- 
toïdes soniqués, isolés de mélanges de latex ; les chiffres entre paren- 
thèses indiquent l'ecart-type des valeurs mesurées). Lorsque les effets 
présentaient une variabilité significative entre différents mélanges, les 
effets extrêmes ont eté mentionnés. 

L'amizolde l'azoture de sodium, ne présentent jamais d'effet in- 

hibiteur, mais au contraire un effet activateur, extrèmement variable selon 

la provenance des lutoïdes. Rappelons que ces deux effecteurs sont considé- 

rés comme des inhibiteurs puissants et relativement spcécifiques des cata- 

lases (cf. chapitre III ). L'effet activateur de ces effecteurs pourrait 

donc être indirect-.. Une hypothèse susceptible d'expliquer l'effet observé 

consiste à supposer que l'activité NADH oxydase lutoïdique puisse libérer 

de l'eau oxygénee dans le milieu. L'H202 produite est ensuite normalement 

partiellement recycléesous forme d'oxygène moléculaire (cf. Introduction) 

en presence d'activités catalases contenues dans la suspension lutoîdique 

brute. Le bilan de la consommation nette en oxygène est donc sous-estimé 

en présence d'activités catalases, et l'activité NADH oxydase, mesurée par 

le consommation d'oxygène serait apparemment activée lorsque les catalases 

sont inhibées. 

A.72 - EFFETS DE LA SUPEROXYDE DISMUTASE [SÙD) DE LA CATALASE ET DE 

LA PEROXYDASE [HRP) EXOGENES SUR LA CONSOMMATZUN D'OXYGENE 

NADff DEPEKDANTE (;tabLcau 26) : 

a) EK. &&MX d’aca%a;teti /JW&~U&, la superoxyde dismutase 

exogène inhibe fortement (70 X) et la catalase exogène seule inhibe par- 

tiellement (50 %) la consommation d'oxygène NADH dépendante. La peroxydase 



Consommation d'oxygène dépendante du NADH p102.min 
-1 

.g -l(lutoldes) 

Fer/ADP Fer/EDTA FeCl 
Sans Fer (50 100) (60 80) (503 

Néant 5,0 ( 0 > 7,3 ( 0 > 10,4 ( 0 > 6,2 ( 0 > 

Superoxyde dismutase (SOD) 1,5 C-70) 2,2 C-70) 7,4 C-29) 4,8 (-23) 

Catalase (Catal) 2,4 C-52) 3,5 C-51) 8,0 C-23) 4,6 (-26) 

Peroxydase (HRP) 5,9 (+18) 7,5 (+ 3) 10,l (- 4) 6,5 (+ 4) 

SOD + Catal 0,3 C-94) l,o (-86) 6,3 (-39) 3,7 C-40) 

SOD + HRP 3,3 C-34) 4,2 (-42) 7,6 C-27) 4,4 (-29) 

Cat + HRP 2,8 c-44) 3,6 c-51) 8,2 C-21) 5,2 C-16) 

(Catal + SOD> 100°C 4,5 C-10) 6,8 (- 6) 10,3 (- 1) 5,9 (- 4) 

Sérum albumine 4,8 (- 4) 7,2 (- 1) 10,l (- 3) 6,O (- 3) 

Tableau 26 : EFFETS DES ENZYMES EXOGENES METABOLISANT LES PEROXYDES. 
La réaction (consommation d'02) est initiée par l'injection de NADH (0,5 mM final) dans la 
suspension de lutoïdes soniqués (5% P/V>, en présence ou non de Fe3+ (50 uM),ADP (100 PM) ou 
EDTA (80 PM), à pH 7,4. Les enzymes :superoxyde dismutase (SOD), catalase (catal etperoxydase 
(HRP) sont injectéesen cours de réaction, à la concentration de 10 pg.ml-1 de suspension. Un 
essai de contrôle a été réalisé en présence de SOD + Catal bouillies pendant 10 min (100°C). 
Les chiffres entre parenthèses indiquent le % d'inhibition (-1 ou d'activation (+> observé 
aprhe l'addition de l'effecteur (une moyenne de 3 essais, au moins, réalisés a partir de 
mélanges de lutoïdes BP + ES lavés et soniqués). 
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Figure 54 : INHIBITION APPARENTE DE LA CONSOMMATION D'OXYGENE 

ET DE L'EMISSION DE SUPEROXYDES DEPENDANTESDU NADH EN PRESENCE 

D'UN EXCES DE SOD ET DE CATALASE EXOGENES. 

Les deux types d'expériences ont été réalisées à pH 7,4, en pré- 
sence de NADH 0,5 mM. On a ajouté environ 300 unités de super- 
oxyde dismutase (SOD)-ou de catalase exogènes. La détection des 
anions superoxydes (00) est réalisée indépendamment selon la mé- 
thode de BEAUCHAMP et2FRIDOVICH (1971) (voir partie technique 
et chap. I/B-3). 

Lutoïdes NADH 

u”p+ t 

Figure 55 : INFLUENCE DES DIFFERENTES 

FORMES CHELATEES DU FER (3+), SUR LA 

CONSOMMATION D'OXYGENE DEPENDANTE DU 

NADH PAR DES LUTOIDES (BP), EN PRESENCE 

DE SOD ET DE CATALASE EXOGENES. 

Les conditions expérimentales sont iden- 
tiques à celles des figures 52 et 54. 
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seule active par contre légèrement le système (tableau 26). 

Le mélange SOD+Catalase inhibe presque complètement l'absorption 

d'02 dépendante du NADH. La libération d'oxygène moléculaire dans la sus- 

pension, après l'addition de catalase est révélatrice d'une certaine accu- 

mulation d'eau oxygénée (figure 54). 

Enfin, notons qu'en absence de catalyseur ferrique, l'effet ac- 

tivateur de la peroxydase se retrouve, même lorsqu'elle est associée à la 

SOD ou à la catalase (tableau 26). Cet effet activateur apparent en présence 

de peroxydase saturante, p eut être attribué à une compétition entre l'ac- 

tivité peroxydase exogène et l'activité catalase endo et exogene, vis-à-vis 

de 1'H202 libérée par la NADH oxydase lutoïdique. Ainsi, contrairement à 

"l'effet catalase", cette compétition en faveur de la peroxydase exogène 

saturante (des substrats phénoliques accepteurs sont présents dans les 

lutoïdes), aboutit à une consommation de 1'H202 sans libération concomi- 

tante d'oxygène moléculaire, et donc à une activation apparente de la con- 

sommation nette d'oxygène dépendante du NADH. 

Le sérum albumine bovine de même que le mélange SOD + catalase 

dénaturé par choc thermique (10 min à 100°C) ne présentent pas d'effet 

significatif. 

6) En p&&zce d'actbzteun ~M-@UC (figure 55 et tableau 26) 

Deux cas différents sont à distinguer : 

- En présence de Fe3+/ADP, la consommation d'oxygène NADH 

dépendante est activée(+50 %) en absence d'enzyme exogène. L'addition 

de superoxydes dismutase, de catalase, de peroxydase, ou la combinaison 

de ces enzymes exogènes, aboutit aux mêmes types d'effets démontrés en 

absence d'activateur ferrique, les activités résiduelles restant sensi- 

blement supérieures à celles observées en absence de fer. 

- En présence de Fe 
3-k 

/EDTA, la consommation d'oxygène dépen- 

dante du NADH se trouve doublée par rapport à celle du témoin. L'addition 

des enzymes exogènes SOD, catalase ou peroxydase ou leur association ne 

présente que peu d'effet. Tout se passe comme si le flux d'électrons 

vers l'oxygène n'était pas orienté vers la synthèse d'eau oxygénée, ou 

que l'eau oxygénée éventuellement produite n'était pasconsommée par la 

catalase et de ce fait, non recyclée en oxygène moléculaire. Cet effet 

observé en présence de Fer/EDTA pourrait correspondre à la mise en place 

d'une compétition entre les activités SOD / catalase, et les réactions 
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Lutoïdes intacts 

Lutoïdes soniqué: 

(à l’air) 

6 8 10 
TEMPS de ‘stockage’ 
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Figure 56 : LATENCE DE L'APPARITION DES ACTIVITES NADH OXYDASES LUTOIDIQUES MAXIMA SELON DIFFERENTS TRAITEMENTS 

DE "CONSERVATION". 

Les consommations d'oxygène dépendantes du NADH sont mesurées après des temps de conservation plus ou moins longs 
sous atmosphère d'azote ou à l'air, de luto'ides (BP+ES) intacts ou soniqués (température de conservation : 7°C 
environ). Les conditions opératoires sont identiques (pH 7,4 
sion lutoïdique pour 5 ml total de milieu réactionnel). 

; NADH 0,5 mM; Saturation en air, 250 1.11 de suspen- 
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non enzymatiques en présence des catalyseurs ferriques (FENTON et HABER- I 

WEISS) vis-à-vis des formes toxiques de l'oxygène produites par la NADH 

oxydase lutoïdique CO;, H202) (cf. Introduction). 

- En présence de Fe3+ non chélaté, l'action des enzymes exogènes 

est du même type qu'en présence de Fer 3+/~~~A, mais les effets sont moins 

marqués. 

A.73 - LAJENCE VE l’APPAR7770N DES ACTTVTTES POTENTIELLES MAXIMA 

NAVHI02 OXYDUREVUCTASE : 

Les lutoïdes traités ou non aux ultrasons ne présentent pas 

immédiatement, après leur extraction du latex, leur maximum d'activité 

consommatrice d'oxygène dépendante du NADH. Les lutoïdes intacts ou soni- 

qués ne présentent que 60 ou 65 % de leur activité potentielle maximum 

immédiatement après leur extraction et leur activité maximale est atteinte 

apr&s 90 min de stockage à l'air dans le cas de lutoïdes soniqués et après 

180 min dans le cas de lutoïdes intacts (figure 56). 

Les lutoïdes intacts stockés sous azote à 7°C présentent une 

activité initiale égale à 50 % de leur activité maximum, cette derni&re 

est atteinte après 5 heures de stockage sous faible pression partielle 

d'oxygène. 

Après 6 heures de stockage à l'air libre ou 9 heures sous atmos- 

phère d'azote, les activités NADH/O, oxydoréductases diminuent sensiblement. 

Il semble donc qu'un certain "vieillissement" (destructuration, 

démasquage de sites ?> et (ou) un certain degré d'oxydation de la suspen- 

sion lutoïdique (oxydation de "réducteurs internes'linhibiteurs, formation 

de quinoïdes ?> soient nécessaires au fonctionnement optimal du système. 

Nous avons par ailleurs observé que les activités maxima pouvaient sou- 

vent être observées corrélativement à l'apparition d'un brunissement du 

matériel lutoïdique. Ceci suggère la participation d'éventuelles formes 

quinoniques ou semiquinoniques dans l'activité NADH/02 oxydoréductase 

lutoïdique. 

A.74 - INFLUENCE VE QUELQ.lES COMPOSES PHENOLIQUES ET QUTNONlQUES. 

INTERFERENCES AVEC LES PffENOL-OXYDASES ENVOGENES t7ufdh-u 271 : 

L'addition de tyrosine, de di-hydroxy-phénylalanine ou de sco- 

polétine augmente fortement la consommation d'oxygène NADH dépendante par 

les lutoïdes (BP + ES). Mais cette consommation d'oxygène est pour une 
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large part due à la présence d'activités phénoloxydases endogènes dans 

les sédiments du latex. Le rapport des activités en présence de NADH 

montre cependant une activation de 15 à 20 % de la consommation d'oxygène 

NADH dépendante en présence de ces composés phénoliques (oxydés ou en 

cours d'oxydation). 

. . Consommation d'oxygène : 
Effecteurs ajoutes ~1 o2 Consommation d'oxygène 

.min -1 . g.-l(lutoïdes) NADH dépendante % 

Sans NADH avec NADH 
(tampon9 0,5 mM 

Néant 092 5,4 100 

121 (+ 21 x9 

Di-hydroxyphénylalanine 8,5 14,7 114 (+ 14 %9 

Scopolétine 159 821 118 (+ 18 X) 

1-3-naphtoquinone 0,5 931 160 (+ 60 X9 

1-4-naphtoquinone 0,8 12,6 218 (+Il8 %> 

Galacol 0,7 13,4 236 (+136 %> 

Tableau 27 : Action de quelques composés phénoliques et quinoniques 
sur la consommation d'oxygène NADH dépendante par des lutoïdes (BP + ES) 
soniqués. Interférence avec les activités phénoloxydases. La consomma- 
tion d'oxygène due aux activités phénol-oxydases est enregistrée avant 
l'injection de NADH 0,5 mM à pH 7,4. Les pourcentages d'activation ont 
été calculés en appliquant la formule (VO2 (NADH + effecteur) - VO2 

(NADH) - VO2 (tampon). Concentration en effecteur 
es essais ont été réalisés en absence d'activateur ferrique. 

la consommation d'02; SL : Sédiment du latex, lavé). 

L'addition de di-quinones (naphtoquinones) augmente considéra- 

blement la consommation d'oxygène dépendante du NADH. L'isomke para (l-4) 

est deux fois plus efficace que l'isomère méta (l-39, et multiplie par 

deux la consommation d'oxygène dépendante du NADH. 

La très forte activation de la consommation d'02 dépendante du 

NADH (+ 136 %> en présence de gaïacol peut s'expliquer par deux phénomè- 

nes susceptibles d'agir en synergie : 

- la peroxydation du gaïacol en présence des activités peroxy- 

dase endogènes (cf. Chapitre III) et de 1'H202 libérée par l'activité 

NADH-oxydase lutoïdique. Cette compétition entre la peroxydase et la ca- 

talase endogène pour le même substrat H202 se traduit par une activation 

I 
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apparente de la consomation nette d'02 en présence simulhanée du NADH 

et du gaïacol ; 

- la peroxydation du gaïacol libère au moins transitoirement des 

quinones ou semi-quinones qui peuvent alors jouer un rôle analogue à celui 

démontré pour les naphtoquinones. 

Rappelons que de nombreux composés phénoliques sont présents dans 

le latex dont: la tyrosine, la di-hydroxyphenyl-alanine, la scopolétine... 

(HANOWER et de. (1979)),et que' des plastoquinones ont été également mises 

en évidence au niveau des particules sédimentables du latex. 

Il est classiquement reconnu que les composés phénoliques ou 

quinoniques participent activement aux transferts d'électrons dans de 

nombreux systèmes oxydoréducteurs, et qu'ils semblent impliqués directe- 

ment eux-mêmes dans la génération de formes toxiques de l'oxygène comme 

0; et 1'H202 (CRANE, 1977 ; BOVERIS et al. 1976 ; ELSTNER, 1982 ; ELSTNER 

et &.,1976 et 1979 ; HOCHSTEIN et de 1965 ; MISHRA et FRIDOVICH, 1972 . ..> 

Les composés phénoliques et le pool quinonique naturels, au sein du latex, 

pourraient donc jouer un rôle important, et moduler l'activité de la NADH 

oxydase lutordique. 

A.75 - ACTION DES SUBSTANCES REDUCTRICES PHYS7ULOG7@.fES ET DES 

REACTZFS DES GROUPEMENTS 7-HZOLS REVU’ITS : 

La présence de substances réductrices active sensiblement la 

consommation d'oxygène NADH dépendante par des lutoïdes soniqués. L'acide 

ascorbique est plus efficace que les composés thiols réduits. On note 

cependant, une activation de l'ordre de 25 % en presence de glutathion (SH) 

(tableau 28). 
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Consommati;n d'oxygène Activation NADH/02 

nl O2 .min- .g-1 (lut.9 oxydoréductase (%> 

sans NADH avec NADH 

Néant 0,24 5,12 0 

Ascorbate 1,28 8,12 + 40% 

Glutathion (SH) + 26% 

Cystéine 0,24 5,84 + 15% 

Tableau 28 : Action des quelques réducteurs physiologiques sur la con- 
sommation d'oxygène NADH dépendante par une suspension lutoldique (lut.9 
(BP + ES) soniquée. 
Aprês enregistrement des consommations d'oxygène en présence du réducteur 
seul (1,5 d49, la consommation d'oxygène NADH dépendante est initiée 
par l'injection de NADH (0,5 mM). Les essais ont été réalisés à pH 7,4 
en absence d'activateur ferrique (une moyenne de 3 essais). 

Une des hypothèses susceptibles d'expliquer l'effet activateur 

des différents composés réducteurs consiste à postuler la participation 

d'un groupement thiol, maintenu à l'état réduit, au niveau du système 

de transfert d'électrons lutoïdique. Cependant la très faible sensibilité 

de la consommation d'oxygène dépendante du NADH vis-à-vis des réactifs 

des groupements thiols (tableau 291, rend peu vraisemblable cette premie- 

re hypothèse. 

Consommation d'oxygène NADH dépendante 

pl 02 .min 
-1 -1 

.g (lut.) % d'inhibition 

Néant 6,04 

Iodoacétate 5,92 - 2% 

NEM 5,20 - 14 % 

PCMB 4,72 - 22 % 

Tableau 29 : Action des réactifs des groupements thiols. 
La suspension lutoïdique (BP + ES) a été préincubée 30 

minutes en présence ou non des réactifs des thiols (1 mM) . La consom- 
mation d'oxygène est initiée par l'injection du NADH. Les essais ont 
été réalisés à pH 7,4 en absence d'activateur ferrique (moyenne de 2 
essais). 
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Dès lors, plusieurs hypothèses, non mutuellement exclusives, 

sont envisageables : 

- la présence de composés réducteurs maintient un équilibre 

oxydoréducteur favorable au transfert des électrons du NADH vers l'oxy- 

gène. Ils peuvent par exemple assurer un recyclage sous forme semiquinone, 

plus réactives du pool quinonique éventuellement impliqué dans les proces- 

sus de transfert des e ; 

- les composés réducteurs piegent les formes toxiques de l'oxy- 

gène (Hz02, Oi, OH',;..) émises par la NADH oxydase. Ils détoxifient donc 

chimiquement le système, et .entrent en compétition avec la SOD et la ca- 

talase endogène, se traduisant par une consommation nette d'oxygène plus 

importante; 

- les réducteurs peuvent agir directement sur la SOD et (ou) 

la catalase endogènes défavorisant le recyclage des superoxydes et (ou) 

de l'eau oxygénée en oxygène moléculaire. 

A.16 - CONSERVATiUN ET ACTZON DES TEMPERATURES EXTREMES 

(tiReau 30) : 

Les lutoïdes soniqués conservés à la température de 10°C attei- 

gnent leur activité NADH/02 oxydoréductase optimum après deux à six heu- 

res de stockage (fig. 56). La suspension lutoïdique conservée CI 10°C pen- 

dant 4 heures (optimum d'activité) portée à ébullition pendant 10 minutes 

ne présente plus d'activité NADH/02 oxydoréductase confirmant ainsi le 

caractère totalement enzymatique de la réaction. 

Les lutoïdes conservés 24 heures à la temperatures de 10°C 

ne présentent plus que la moitié de leur activité maximum initiale. 
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Consommation d'oxygène NADH dépendante 

Températures 
-1 

Temps pl 02.min .g%ut;) Activité résiduelle 
% 

4h 6,40 100 
+ 10°C 

24h 3,12 48,5 
------------------------------------------------------------------------ 

Congélations 

- 16°C 

5h 6,60 103 

24h 2,48 39 

Décongelations 
successives 48h 1,72 26 

7j 0,72 11 
------------------------------------------------------------------------ 

- 16°C 
Continu 

2,08 32 

+ loo"c 10' 0,48 795 

Tableau 30 : Conservation et action des températures "extrêmes" sur la 
consommation d'oxygène NADH dépendante par des lutoïdes (BP + ES). 
Les lutoïdes soniqués ont eté laissés 4 heures à 10°C puis congelés 
à -16°C ou chauffés à 100°C pendant 10 minutes. 

Les lutoïdes stockés une semaine à -16'C en continu ne présen- 

tent plus que le tiers de leur activité maximum initiale.Enfin les tran- 

sitions thermiques répetées (congélation/décongélation/recongélation) 

aboutissent à une dégradation rapide des activités : après 3 congélations/ 

décongélations en 48 heures, l'activité résiduelle représente le quart, 

et après 4 traitements en une semaine le dixième de l'activité maximum 

initiale. 

La consommation d'oxygène NADH dépendante semble donc relative- 

ment labile et très sensible aux transitions thermiques répétées. 
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B - MISE EN ÉVIDENCE DE L’ÉMISSION D’ANIONS SUPEROXYDES LORS 

DU FONCTIONNEMENT DE LA NADH/02 OXYDASE LUTOÏDIQUE 

Les résultats décrits dans les paragraphes précédents définis- 

sent certaines caractéristiques de la consommation d'oxygène NAD(P)H dépen- 

dante au niveau des lutoïdes. L'inhibition partielle de cette activité par 

la SOD, et totale par la SOD + Catalase exogènes nous a conduit à émettre 

l'hypothèse d'une génération d'anionssuperoxydes et d'hydroperoxydes par 

cette activité enzymatique. Nous confirmons ci-dessous cette hypothèse. 

B.7 - UETECT70N VE L’EMlSS70N VE %PEROXYDES PAR LA METHOVE VE 

MIStlRA ct FRIV00TCI-I (1972 1 : 

Cette méthode consiste à suivre la CO-oxydation de l'épinéphrine 

(noradrénaline) en adrénochrome, induite par la présence des radicaux 0;. 

a) Ennain à pana% d’une nunpw&on Ru;toIdiyue btru& (;tabReau 311 : 

Des essais effectués directement sur des sédiments bruts de 

latex ont montré qu'il existait une très forte activité adrénaline oxydase 

en absence comme en présence de NADH. La présence de NADH n'active que très 

légèrement le phénomène. Par ailleurs cette activation par le NADH n'est 

que partiellement inhibée en présence de SOD. 

Le même type d'expérience réalisé sur le cytosol montre l'ab- 

sance d'activité adrénaline oxydase NADH dépendante ou non. 

La structure de la noradrénaline (0 -diphenol) suggère que 

l'activité noradrénaline oxydase en absence de NADH est due à la présence 

d'activités polyphénoloxydases contaminantes. Nous avons tenté d'éliminer 

cette interférence en éliminant les activités polyphénoloxydase connues 

pour être compartimentées dans les particules de FREY-WYSSLING (COUPÉ et 

cd. 1972 ; BRZOZOWSKA-HANOWER et ut. 1978). 

b1 La Dyne conhôlhe de pahticuRen de. FREY-WYSSLING pan k?.a 

o!igLtonLne (aî7bRcau 3 7 ) : 

La digitonine 0,5 mM est connue pour lyser spécifiquement 

les particules de FREY-WYSSLING sans dkstructurer d'une façon appréciable 

les particules lutoïdiques (COUPÉ ~2 a1 1972). 

Après traitement à la digitonine (voir matériel et méthodes) 

le culot lavé a perdu la quasi totalité de l'activité noradranéline oxydase 

indépendante du NADH qui se retrouve dans le surnageant du premier traite- 



DO-485(nm) .min-1 .ml d'extrait 
(apparition de l'adrénochrome) 

sans NADH avec NADH CO,5 mM) 

- SOD + SOD - SOD + SOD 
(1) (2) (3) (4) 

Al A2 

Sédiment brut 

Cytosol 

Sédiment Digit. 

Surnageant Digit. 

Sédiment saccharose 
1,2<M<1,8 

2,30 2,25 2,65 2,40 - 0,25 + @,35 

0,20 0,20 0,30 0,25 - 0,05 + Ç,lO 

0,70 0,72 1,52 0,95 - 0,57 + 0,82 

2,05 2,15 2,00 2,05 + 0,05 - 0,05 

0,36 0,35 1,28 0,62 - 0,66 + 0,92 

Tableau 31 : Détection d'une émission de superoxydes NADH dépendante (méthode de MISHRA et 
FRIDOVICH) - Interférence avec les polyphénol-oxydases des particules de FREY- 
WYSSLING. 

Le cytosol et le sédiment du latex centrifugé (150.000 g) sont séparés et leur aptitude à co- 
oxyder la noradrénaline est testée en présence ou non de NADH (03 mM) et de SOD (25 1-18) à 
pH 7,4. Le test a été réalisé également sur un sédiment traité 2 fois 40 minutes avec de la 
digitonine CO,5 mM) afin de lyser spécifiquement les particules de FREY-WYSSLING, puis lavé 
en présence de mannitol 0,3 M. Enfin, 
sur une couche 1,2/1,8 M saccharose. 

le test a été rdalisé sur culot "filtré" par densité 

A 1 = différence entre (3) et (4) : effet SOD 
A 2 = différence entre (1) et (3) : effet NADH 

(une moyenne de 3 essais par motif.) 
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ment. Par contre, le culot s'est considérablement "enrichi" en activité 

noradrénaline oxydase NADH dépendante et sensiblement inhibée par la 

superoxyde dismutase exogène. 

c) llFifWcct;tion” di~~tinenti&fZee du Lu-toZden e.t du pa&&ulu 

de FREY-WYSSLTNG nwr couche de. demi-t& de nacchanone : 

Une suspension du sédiment de latex brut dans du mannitol 

0,3 M, Tris-HCl(pH 7,4)est déposée sur un gradient de densité de saccha- 

rose (3 couches 0,8 M/l,2 M/l,8 M). Après centrifugation 120 min à 85.000 xg 

la couche située entre l'interface 1,2 M et 1,8 M est aspirée. Elle con- 

tient une forte concentration de lutoîdes dépourvue de particules de FREY- 

WYSSLING. Cette fraction montre en effet une très faible activité noradré- 

naline oxydase (indépendante du NADH) et par contre, un bon enrichissement 

en activité NADH dépendante,inhibée par la SOD exogène (tableau 31). 

La méthode de MISHRA et FRIDOVICH est donc critiquable du 

point de vue de la spécificité de la réaction en ce qui concerne notre 

matériel végétal. La mise en évidence de l'activité noradrénaline oxydase 

NADH dépendante et inhibée par la SOD, symptomatique de l'émission de 

superoxyde, nécessite une certaine purification des lutoïdes. Cette méthode 

ne sera donc gu&re utilisable en expérimentation de routine. 

B.2 - VETECTlON DES SUPEROXYDES PAR LA REVUCTION VU CYTOCWROME C 

(MC CORV ET FRTVOVICHI : 

Cette technique consiste à suivre la réduction non enzymatique 

du cytochromec par l'anion superoxyde. 

Nous avons testé cette méthode sur des sédiments bruts ou trai- 

tés à la digitonine,ou encore '"filtrés" sur couche de densité selon le 

même protocole que celui décrit dans le tableau 31. 

Les résultats ont montré une très forte activité cytochrome c - 
réductase localisée au niveau des lutoïdes et très peu inhibée par l'ad- 

jonction de SOD exogène. 

Cette réduction du cytochrome test très probablement due à - 

l'activité NADH cytochrome c oxydoréductase localisée au niveau de la 

membrane lutoïdique (MOREAU et CU?. 1975). Cette activité très forte, in- 

séparable de la NADH/02 oxydoréductase également lutoïdique masque la 

détection des superoxydes selon la méthode de Mc CORD et FRIDOVICH, qui 

s'avere donc inutilisable avec notre matériel végétal. 



- NADH 

DO (560 nm) .min 
-1 -1 

.ml d'extrait 

+ NADH CO,5 la) 

cx, 
+ SOD 

(xl 
+ SOD 

+ Toco. +Fer/EDTA + cu.so4 
+ Fer/EDTA 

xanthine + xox 

H P (SLS) 

BP + ES (SLS) 

1,28 1,28 0,37 0,15 o,42 0,60 0,28 
(71 x> (88 %> (67 %) (53 %> (78 %> 

0,oo 0,28 0,40 0,03 0,06 0,ll 0,05 
(61 %> (90 %> (79 x> (61 %> (81 X> 

0,oo 0,97 0,56 0,23 0,40 0,43 0,34 
(42 %> (76 %> (58 %> (56 s> (65 %) 

Tableau 32 : Mise en évidence de l'émission de superoxydes dépendante du NADH par des suspensions 
lutoïdiques fraîches originaires d'arbres HP ou BP + ES. 

Les culots 1utoIdiques ont été lavés à-3 reprises dans un tampon mannitol 0,3 M, Tris-HC1 50 mM à 
pH 7,4. Les sédiments ont ensuite été traités aux ultrasons. 
Une expérience "témoin"pavec un générateur d'02 (Xanthine + Xanthine oxydase) a été réalisée en 
triplicate. Les chiffres entre parenthèses indiquent l'inhibition (en %) de l'apparition du 
Formazan (x) (NADH t: SOD : une moyenne sur 14 HP et 14 BP + ES). (NADH : 0,5 mM ; + SOD 100 pg ; 
+ tocopherol (alcool) 25 pg ; + Fer/EDTA = 100/160 uM ; CuS04 : 15OpM ; SLS : sédiment lutoïdique 
soniqué : 50 p1/3 ml milieu réactionnel). 
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8.3 - DETECTION DES SUPEROXYDES PAR LA RE?UCT7UN VU NiTRUBLUE 

TETRAZOLZUM EN FORMAZAN (BEAUCHAMP ert FRIVUVTCH 79711 : 

Le tableau 32 met en évidence l'apparition de formazan NADH 

dépendante en présence de lutoïdes. Elle paraît trois à quatre fois plus 

élevée en présence de lutoïdes issus d'arbres bas producteurs ou atteints 

d'encoche sèche, 

Pour vérifier que cette réduction du NBT correspond effective- 

ment à une émission de superoxydes, il suffit de contrôler l'effet inhi- 

biteur de certains "capteurs" connus de ces radicaux, tels que la super- 

oxyde dismutase (MISHRA et FRIDOVICH 1972 ; FRIDOVICH, 19701, les toco- 

phérols (NISHIKIMI et al. 1980) et certains métaux dont le fer (Fe 3+) et 

le cuivre (DIGUISSEPI et FRIDOVICH, 1980). 

a1 Efi/&ab de. k?a nupuoxgde dinmtie cxoghe (SEVI : 

En utilisant la SOD du commerce nous avons tout d'abord 

testé l'efficacité de cetteenzyme sur un système connu, générateur d'a- 

nions superoxydes : l'oxydation de la xanthine par la xanthine oxydase 

(FRID~VICH, 1970). 

Xanthine 

v 

O2 
Formazan 

x0x 

Urée A 0; -x NBT 

> 

SOD 

H2°2 

La superoxyde dismutase qui consommeO; pour libérer de 

1'H202 entre en compétition avec le NBT pour le piégeage de l'anion su- 

peroxyde. L'inhibition de l'apparition du formazan n'est jamais totale. 

Pour une quantité élevée de SOD (300 unités dans la cuve) nous 

avons obtenu une inhibition maximum de l'ordre de 70 %; ordre de grandeur 
compatible avec les résultats publies par ailleurs (GIANNOPOLITIS et RIES, 

1977 ; ASADA et al. 1974). 
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Les résultats présentés dans le tableau 32 et la figure 54 

montrent une inhibition partielle, en présence de SOD, de l'apparition de 

formanan dépendante du NADH. 

Elle est du même ordre de grandeur 60 8 70 % pour des suspen- 

sions lutoïdiques provenant d'arbre HP que pour le système xanthine-X0X. 

Par contre, l'inhibition provoquée par la SOD est plus faible en présence 

de suspension lutoïdique BP + ES (42 %>. Ce phénomène peut être explicable 

par 3 hypothèses : 

- l'apparition de formazan NADH dépendante en présence de sérum 

lutoïdique n'est pas uniquement due à l'emission de superoxydes, 

- il est admis que l'action de la SOD est un phénomène "satura- 

ble" (GIANNOPOLIS e-t CLe. 1977 ; ASADA ~2 &. 1974). La presence d'une 

quantité,même très faible de SOD exogene n'aura que peu d'effet inhibi- 

teur supplémentaire sur un extrait présentant déjà une certaine quantité 

de SOD endogène plus ou moins importante selon l'origine de l'échantillon. 

Nous serons amené à reconsidérer ce problème, plus en détail plus loin, 

- le sérum lutoïdique renferme des composés ( tocophérols,Fer 

complexé,...) qui piègent compétitivement les 0; jouant un rôle analogue 

à la SOD exogène. Cet effet est dénommé sous un terme anglo-saxon "effet 

SOD-like" (WERRINGLOER~Z de. 1979 ; DIGUISEPPI et FRIDOVICH, 1980). 

61 E,j@s den -a3xophéxo& : 

Mc CAY et al. (1971) ont mis en évidence l'oxydation d'cY- 

tocophérols endogènes lors de l'émission de superoxydes pendant le fonc- 

tionnement de la NADH oxydase microsomale. 

L'oxydation des tocophérols en solution, par les superoxydes 

émis lors du fonctionnement du système xanthine-xanthine oxydase, a été 

confirmée sans ambiguité par NISHIKIMI et al. (1980). Dans ce cas il a 

été montré que l'oxydation des d-tocophérols est inhibée par la super- 

oxyde dismutase, mais pas affectée par la catalase ou le mannitol (cap- 

teurs des radicaux hydroxyled. Finalement il est admis que lesd-tocophérols 

sont bien des capteurs spécifiques des anions superoxydes. 

Les résultats rapportés dans le tableau 32 montrent que les 

d-tocophérols exogènes inhibent fortement l'apparition du formazan, en 

présence du système xanthine + xox, aussi bien que d'une suspension lutoï- 

dique complémentée de NADH. 

Le parallélisme significatif constaté entre l'inhibition de 

l'apparition du Formazan dépendante de la xanthine +xox, et de celle 
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dépendante du NADH en présence de lutoïdes, constitue un argument supple- 

mentaire en faveur de l'émission d'anions superoxydes lorsque les lutoî- 

des (BP + ES) sont mis en présence de NADH. 

cl Action den mé,k.ux à "eb4e.t SOV-L&e" : 

Les métaux de transition chélatés (Fe3+-EDTA) ou non (CuS04) 

ont été souvent décrits dans la littérature pour leur activité SOD-like. 

Du fait de leur niveau de potentiel rédox, ils sont en effet capables de 

détourner une partie du flux d'O? vers la formation soit d'eau oxygénée 

soit de radicaux hydroxyles.Bien que très réactives, ces dernières for- 

mes toxiques de l'oxygène sont cependant incapables de réduire le NBT 

ou le cytochrome c.. De ce fait une partie du flux d'anions superoxydes - 

n'est plus disponible pour réduire le NBT, d'où l'inhibition partielle 

de l'apparition du formazan ("activité SOD-like"). 

Nous avons montré précédemment (figures 51, 52 et 53) que 

le Fer chélaté ou le cuivre, activent fortement la consommation d'0 2 
dépendante du NADH. Les résultats rapportés dans le tableau 32 indiquent 

que ces cations métalliques réduisent fortement (55 %) l'apparition du 

formazan dépendante de la xanthine + X0X ou du NADH en présence de lutoï- 

des. Ces résultats confirment donc d'une part 1"'activité SOD-like" de 

ces métaux, et d'autre part l'émission d'anions superoxydes par la NADH 

oxydase lutoïdique. 

8.4 - NATURE ENZYMATIQUE RE L’EM7SSTON DES SUPEROXYV&S PAR LA NAUH 

OXYDASE LUT07VlQUE : 

7. ZGinatun&on ti~miyue et kXn&m.i&i de la nkation en 

~onc.aXon de la concentiatlon en ex;Drait 

La figure 57 (a) met en évidence la linéarité de l'émission 

des superoxydes dépendante du NADH (réduction du NBT en f'ormazan) en 

fonction de la concentration en suspension lutoïdique soniquée dans le 

milieu. 

La même expérience réalisée avec une suspension de lutoïdes 

soniqués, dénaturée par chauffage à 9OoC pendant 10 minutes, montre la 

labilité thermique du système générateur de superoxydes (figure 57-b). 

Ces deux phénomènes sont de bons arguments en faveur de la nature enzy- 

matique de la réaction. 
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50 100 200 
FI. s. LUTOIDES (BP-ES) 

Figure 59 : EFFETS DU pH DU MILIEU 

SUR LA REDUCTION DU NBT (EMISSION 

D'O$ PAR DES LUTOIDES EN PRESENCE 

DE NADH. 

(lutoïdes soniqués 100 ~1; satura- 
tion en air, NADH 0,5 &l; volume 
total: 4 ml) 

Figure 57 : EMISSION D'ANIONS 0;. 

DEPENDANTE DU NADH, EN FONCTION DE 

LA QUANTITE DE LUTOIDES AJOUTEE 

DANS LE MILIEU. 

L'émission de superoxyde est détec- 
tée grâce à leur aptitude à réduire 
le NBT en formazan (NADH 0,5 mM, pH7 
lutoïdes BP+ES dans 4 ml total). Un 
lot de lutoides a été préalablement 
chauffé 10 min à 90°C. 

2 
w 
2 
a 005 
Y ’ 

0 1 I I 

4 5 6 7 8 9 PH 

Figure 58 : NECESSITE DE LA PRESENCE SIMULTANEE DU NADH ET D'O2 POUR 

L'EMISSION DE SUPEROXYDES PAR LES LUTOIDES. 

Les lutoïdes soniqués (BP+ES; 50 ~1) ont été injectés dans 4 ml du mi- 
lieu réactionnel (pH 7,4; NBT 1 mg.ml-l) appauvri en 02 dissous (envi- 
ron 27 % de la saturation en air, soit 1,35 pl.ml-1). Les substrats 
dégazés sont injectés au travers du film de parafilm fermant la cuve 
(NADH : 200 pM finallinjection). L'air est apporté par suppression du 
parafilm et un bref bullage d'air. 
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2. Nécunnti& de .ta pné,wnce du deux nubm3mx2 de L’enzyme. 

L'expérience rapportée dans la figure 58 démontre que le 

fonctionnement du système générateur d'anions superoxydes lutoïdique 

nécessite la présence simultanée de deux substrats : le NADH et l'oxygène. 

Lorsqu'il y a pénurie de l'un de ces deux substrats, la génération de su- 

peroxydes s'arrête et ne peut être rétablie que par l'adjonction du subs- 

trat limitant. Nous avons tenté d'estimer, même très approximativement, la 

stoéchimétrie de la réaction, en postulant un enchaînement réactionnel . 
2e- 

aboutissant à la réduction complète de 1'02 en eau (NADH + 112 O2 H+ 

NAD + H20). Estimant la quantité d'02 présente au départ dans la cuve, 

et epuisée en fin de réaction, à 0,24 pmol, et la quantité de NADH néces- 

saire pour réduire la totalité de 1'02 à 1,3 nmol, on peut estimer qu'envi- 

ron 37 % du flux d'e- provenant du NADH a été capté par 1'02, en libérant 

transitoirement des anions 02 . 

3. Ed,(et du pH hwr L”érn,L&kwz du hupenoxydti NAVH dkpendavz& 

La figure 59 met en évidence une génération optimum d'anions 

superoxydes entre pH 7 et 8. Dans la zone de pH acide, l'allure. de la cour- 

be d'activation lorsque l'on se rapproche de la neutralité est la même que 

celle observée pour la consommation d'oxygène dépendante du NADH (figure 49). 

Dans la zone de pH plus basique, la diminution de la vitesse de l'appari- 

tion du formazan est moins brutale. Cette observation traduirait soit une 

durée de vie plus longue des anions superoxydes émis, donc une probabilité 

d'interaction plus élevée avec le NBT, soit d'une réactivité plus élevée 

du NBT, aux pH alcalins (Mac CORD & &!., 1977). 

4. EhaÀkdiOn den COIZM~W&A cintiquen poun t'6mihhion d'm..ioti 

hupea’coxydu pan L~A &.-toXda i&ig. 60 a et b 1 

Utilisant la méthode de détection des superoxydes par la ré- 

duction du NBT, nous avons testé l'effet de la concentration du NADH sur 

l'apparition du Fonnazan a pH 7,4. La représentation directe V=f (NADH) 

montrent une allure typiquement michaelienne et la représentation selon 

les inverses (LINEVEWER et BURK) nous ont permis d'estimer un Km d'envi- 

ron 52 PM pour le NADH vis-à-vis de la réduction du NBT et un Vm de l'or- 

dre de 1,17 ~.D056~. min 
-1 -1 

' . ml de sérum lutoldique (figure 60 a). 

Ce type d'expérience effectué à plusieurs reprises a montré que le Km 

(NADH) restait à peu près constant (autour de 50 PM) alors que le Vm était 

soumis à de grandes amplitudes de variations selon la provenance des lu- 

toïdes. 



Figure 60 : EVALUATION DES Vmax ET DES Km VIS A VIS DU NADH POUR LA REDUCTION DU NBT DEPENDANTE DU 

NADH, ET LA CONSOMMATION DU NADH PAR UNE SUSPENSION LUTOIDIQUE SONIQUEE (BP+ES). 

+30 l/(NADH] mM-’ 



NAVH nena2 invcurkble, R’aptitide de &‘enzyme à Srav~dé.~~u LU 6JkcBconh 

hun R'oxygdn~ et à é-me&& aitii du anionf, hupUcoxydU CA$ k?x;trr@memen;t 

vatri&Le nekkrn Rn phOVWUnce du ma..té.J&l végibîd. 

Nous avons de même, testé les constantes cinétiques de la 

consommation du NADH par des suspensions de lutoïdes (figure 60 b) et 

estimé ainsi un Km pour le NADH vis-à-vis de la consommation du NADH d'en- 

viron 50 PM, (du même ordre de grandeur quelle que soit la provenance des 

lutoïdes) alors que le Vm de consommation du NADH variait de 35 % autour 

d'une valeur moyenne Vm = 750 Pmoles. min 
-1 -1 

. ml SL, selon 

l'origine des lutoïdes. 

Tous les arguments présentés dans ces paragraphes : linéa- 

rité de la réaction en fonction de la concentration en extrait, thennola- 

bilité de la réaction' cinétique michaelienne et la sensibilité aux va- 

riations de pH physiologiques sont autant de caractéristiques démontrant 

la nature enzymatique de la génération de superoxydes par les lutoïdes, 

en présence de NADH. 

De plus, les résultats montrent que l'affinité du système 

pour le NADH (Km (NADH) = 50 PM) est du même ordre de grandeur d'une 

part pour la consommation du NADH (sans autres accepteurs exogène que 

l'oxygène), d'autre part, pour la consommation de l'oxygène et l'appari- 

tion du Formazan. Nous avons montré, par ailleurs, la nécessité de la 

présence simultanee des deux substrats NADH et oxygène pour qu'il y ait 

émission d'anions superoxydes. Enfin, nous avons mis en évidence une cer- 

taine similitude en ce qui concerne la sensibilité de toutes ces réactions 

vis-à-vis du pH (optimum entre 7 et 8). Tous ces arguments sont en faveur 

de l'existence d'unemême enzyme ou complexe enzymatique catalysant le 

transfert d'une partie des électrons du NADH vers l'oxygène moléculaire, 

pour émettre des anions superoxydes selon le schéma réactionnel : 

NADH + H+ +202 
NADH oxydase 

b NAD+ + 0; + 2 H+* 

8.5 - EFFETS DES 7NHlBlTEURS RES CUATNES RESF’lRATOZRES MlTO- 

CWNVRlALES : 

A l'instar des tests effectués sur la consommation d'02 dépen- 

dante du NADH (tableau 24), nous avons recherché l'effet des inhibiteurs 

classiques de la respiration mitochondriale sur l'émission de superoxydes. 

Les résultats sont presentes dans le tableau 33. 
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p.D0c560).min 
-1 

.ml -' lutoïdes (émission d'O?) 

Effecteurs ajoutés 

NADH 

NADH + Antimycine A (10B5M> 

NADH + Rotenone (10m7M> 

NADH + HOQNO (10-6M> 

NADH + KCN (10-3M) 

NADH + SHAM (10-3M> 

NADH + KCN + SHAM (10-3M> 

- SOD + SOD 

1,08 0,42 

0,95 0,34 

1,12 0,41 

1,15 0,53 

0,68 0,57 

1,62 0,74 

1,20 0,70 

Tableau 33 : Effets des inhibiteurs des chaînes respiratoires sur 
l'émission de superoxydes dépendante du NADH et de 32 
par des lutoïdes soniqués. 

Les essais ont été réalisés à pH 7,4, en absence de catalyseur ferri- 
que (tampon Tris-HC.1 50 mM ; NADH 0,5 mM ; lutoïdes (BP + ES). 

Les inhibiteurs des voies cytochromiques tels l'antimycine A, 

la rotenone, le .HOQNO n'ont pas d'effet significatif sur l'émission de 

superoxydes par les lutoîdes. Le cyanure, inhibiteur non spécifique de 

nombreuses enzymes à Fer ou à cuivre affecte significativement la réac- 

tion. 

Le cyanure peut présenter des effets inverses selon sa concen- 

tration dans le milieu (figure 61). Aux concentrations inferieures à 

250 pM (optimum entre 150 et 200 DM) nous avons observé une nette acti- 

vation de la réduction du NBT en formazan. Cette stimulation, aux fai- 

bles concentrations de KCN est d'amplitude extrêmement variable selon 

la provenance des lutoïdes (+ 15 à 38 %>. Au-delà de 400 à 500 uM, le 

cyanure commence dans tous les cas à inhiber l'apparition du formazan. 

On atteint ainsi une inhibition maximale (50 % environ) au-delà de 1,5 mM 

quelle que soit la provenance du matériel végétal. 

Ces effets inverses du cyanure peuvent s'expliquer par la su- 

perposition de deux phénomènes distincts, lorsque l'on travaille sur des 

extraits lutoïdiques bruts : 

- aux faibles concentrations c400 .pM) le cyanure pourrait in- 

hiber spécifiquement des activités SOD (à CU 
++ 

-Zn+) ou "SOD-1ike" en- 

dogènes (FRID~VICH, 1975 ; GIANNOPOLITIS et RIES, 1977 ; KONO & de.1979). 

L'inhibition des activités superoxyde dismutase se traduirait par une ac- 

tivation apparente de l'émission d'0; par l'activite NADH oxydase lutoïdique; 
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- aux fortes concentrations (supérieures à 500 PM) la NADH 

oxydase, moins sensible au cyanure que les SOD endogènes, commencerait 

seulement à être inhibée. Des arguments supplémentaires étayant cette 

hypothese seront exposés plus loin(cf. SOD, p. 396). 

A l'instar du phénomène mis en évidence lors de la caractéri- 

sation de la consommation d'oxygène dépendante du NADH (tableau 24), le 

SHAM active également sensiblement l'émission de superoxydes par les 

lutoïdes en présence de NADH. 
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C - DISCUSSION ET CONCLUSION 

Le latex renferme donc une activité NAD(P)H oxydase sédimentable, 

dont le fonctionnement engendre l'émission d'anions superoxydesetd'eau 

oxygénée. 

L' inefficacité (ou le très faible effet) des inhibiteurs classiques 

des chaines respiratoires mitochondriales cytochromiques (antimycine A, 

roténone, HOQNO, cyanure 0,5 et 1 mM) ou de la voie alterne (SHAM), sur 

l'absorption d'oxygene dépendante du NAD(P)H, de même que 1' inefficacité 

du succinate ou du malate 21 engendrer une consommation d'oxygène en pré- 

sence d'ATP et d'ADP, écarte à priori l'hypothèse d'une contamination 

mitochondriale significative. 

Les centrifugations isopycniques, montrent que l'activité NAD(P)H 

oxydase est superposable aux activités phosphatases acides typiquement lu- 

toïdiquea La NAD(P)H oxydase du latex serait donc localisée au niveau des 

lutoïdes. Quelques arguments sont en faveur de sa localisation au moins 

partielle sur le tonoplaste lutoïdique (adsorption?). 

L'activation de la NADH oxydase par les composés phénoliques surtout 

diquinoniques (ménadione, naphtoquinones) indique que le pool phénolique 

et quinonique du latex (plastoquinones membranaires) peut constituer un 

élément de la chaîne de transfert des électrons du NAD(P)H vers l'oxygène. 

Des résultats récemment obtenus en collaboration avec J. D'AUZAC à 

partir d'extraits de lutoïdes lyophylisés ont montré que : 

- la ménadione active non seulement la consommation d'02 dépendante 

du NADH, mais également active considérablement l'oxydation du NADH ; 

- le propyl gallate , au même titre que le SHAM, active très for- 

tement à la fois la consommation d'oxygène dépendante du NAD(P)H et l'oxy- 

dation du NAD(P)H. Rappelons que la structure moléculaire de ces inhibi- 

teurs de la voie alterne mitochondriale et de la lipoxygénase, possèdent 

en commun un noyau phénolique qui, par leur oxydation, peuvent donner 

naissance à des noyaux quinoniques ou semiquinoniques. 

- la consommation d'oxygène dépendante du NAD@)H activée par des 

catalyseurs métalliques ou des structures quinoniques est partiellement 

inhibée par la SOD et la catalase exogène. 

Onpeut des lors formuler l'hypothèse, selon laquelle l'activité "NAD 

(P)H oxydase" lutoïdique correspond à une activité quinone réductase. Elle 

opèrerait en effectuant le transfert d'un seul électron à la fois, et pour- 

rait donc donner naissance transitoirement à des structures semiquinoniques 
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instables, et facilement auto-oxydables, impliquges classiquement dans 

l'émission de formes toxiques de l'oxygène (0; et H202) (CRANE, 1977 ; 

BOVERIS et al. 1977 ; ELSTNER, 1982 ; ELSTNER et al. 1976, 1979 ; HOCHSTEIN 

et al. 1965 ; MISRA et FRIDOVICH, 1972...). 
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RESUME 

Les études rapportées dans ce chapitre 1 mettent en évidence 

la présence d'une activité enzymatique dans la fraction sédimentable 

du latex capable de consommer de l'oxygène moléculaire en présence de 

NAD(P)H, et d'émettre consecutivement des anions superoxydes dans le 

milieu. 

Les activités décrites de ce système enzymatique (consomma- 

tion d'02, consommation du NAD(P)H et émission d'Oi) sont strictement 

localisées au niveau des lutoïdes et l'hypothèse d'une contamination 

mitochondriale semble écartée. Le fait que les activités optimalffinéces- 

sitent la présence de la membrane indique que la majeure partie du sys- 

tème enzymatique est localisée sur la membrane lutoïdique (adsorbée ou 

constitutive?). 

Les caractéristiques cinétiques de ces activités et en parti- 

culier les affinités identiques pour le substrat NADH (Km = 50 PM) et 

leur dépendance vis-à-vis du pH indiquent que ces 3 activités sont le 

fait d'une seule enzyme ou d'un complexe enzymatique unitaire. 

L'activation de la consommation d'oxygène par les ions métal- 

liques (Fer et Cuivre) semble procéder d'une augmentation de l'affinité 

du système pour l'oxygène et non pour le NAD(P)H. 

L'activité optimum semble nécessiter un équilibre oxydoréduc- 

teur favorable au transfert des électrons du NADH vers l'oxygène. Des 

quinones et des ions metalliques multivalents pourraient être impliqués 

dans le phénomène. 

Enfin, le système NAD(P)H oxydase lutoïdique, générateur d'a- 

nions superoxydes, montre des variations d'activité de forte amplitude, 

dépendant de la provenance des 1utoEdes. Cette variabilité semble liée 

à la productivité ou à l'état physiologique des arbres (cf. chap. IV ). 
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ABSTRACT 

The studies mentioned in chapter 1 reveal the presence of an enzy- 

matic activity in the sedimentable fraction of the latex which cari 

consume molecular oxygen in the presence of NAD(P)H and release supero- 

xide anions into the medium. 

The activities of this enzymatic system (consuption of 02, consump- 

tion of NAD(P)H and release of 0,) are strictly localized in the lutoids 

and the hypothesis concerning a mitochondrial contamination seems to be 

dismissed. The presence of the membrane is necessary for the optimum 

membrane (adsorbed or constituent?). 

The kinetic characteristics of these activities and particularly 

the similar affinities for the NADH substrate (Km = 50~ M) and their 

dependence on pH show that these three activities are due to a single 

enzyme or to a unit enzymatic complex. 

The activation of the consumption of oxygen by the metallic ions 

(iron and copper) seems to result from an increase in the affinity of 

the system for oxygen and not for NAD(P)H. 

The optimum activity seems to require an oxidoreducing equilibrium 

being favourable to the electron transfer from NADH to oxygen, which 

could involve quinones and multivalent metallic ions. 

Finally, the lutoidic NAD(P)H oxidase system which generates 

superoxide anions shows some big variations in the activity being 

dependent on the origin of the lutoids. This variability seems to be 

related to the productivity or to the physiological state of the trees 

(cf. chapter IV). 
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SE EN EVIDENCE D'UNE PEROXYDATION DE LIPIDES INSATURES 

EXOGENES ET ENDOGENES LORS DU FONCTIONNEMENT DE LA NADH 

OXYDASE LUTOIDIQUE/IMPACT SUR LA STABILlTE DES STRUCTURES 

MEMBRANAI RES DU LATEX 

La ddgradation peroxydative des lipides insaturés en présence 

de "générateurs d'oxygène toxique" a fait l'objet de nombreuses études 

essentiellement au niveau des organes animaux (cf. Introduction). NOUS 

avons donc recherché dans un premier temps, la capacité de la NADH oxy- 

dase lutoIdique, génératrice de superoxydes, à provoquer une peroxyda- 

tion de lipides insaturés exogènes (acides linoléique et linolénique). 

0; et H202 sont des formes toxiques de l'oxygène, mais res- 

tent cependant relativement peu aggressives, en tant que telles, vis-à- 

vis de la plupart des structures organiques (BORS, 1980 ; FEE, 1980 ; 

CIBA, 1979). De part son potentiel redox positif très élevé (E'o = 

+ 1,8 v : demi -vie = 1 ns> (WILLSON, 1979 ; ELSTNER, 1982), le radical 

hydroxyleOH-,qui peut être produit par l'interaction des deux autres 

formes en présence d'un catalyseur métallique (Cf. Introduction), est 

considéré comme l'une des formes les plus réactives. Son intervention 

dans la dégradation peroxydative des lysosomes animaux a par exemple été 

bien démontrée (FONG et al., 1973). Lors d'expériences in V~&O, il est 

donc nécessaire d'éviter l'utilisation de solutés susceptibles de piéger 

ces formes agressives de l'oxygène. C'est en particulier le cas du man- 

nitol et de l'éthanol qui, à concentration suffisante, piégent et détoxi- 

fient le radical OH' (FONG et al., 1973). L'ensemble des expériences rap- 

portées dans ce chapitre a donc été réalisé avec des lutoïdes purifiés 

et incubés en absence de mannital et d'éthanol. Dans ce cas l'isotonicité 

du milieu est maintenue en présence de KG1 170 mM, et les solutés insolu- 

bles dans l'eau ont été émulsionnés en présence de DOC et/ou de digitonine. 

17.A - DETECTION DES SOUS-PROVUlTS VE PEROXYDATTON LTP7VZ~UE 

PAR LA V7NlTROPHENYLHYVRAZ7NE : 

La dégradation peroxydative des lipides insaturés aboutit 

à la libération de produits à groupements carbonyles(aldéhydes, cétones) 

detectables par la 2.4 dinitrophénylhydrazine. La figure 62 met en évidence 
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Figure 62 : DETECTION DES SOUS-PRODUITS A FONCTION CARBONYLE RESULTANT 

DE LA PEROXYDATION DES LIPIDES DEPENDANTE DU NADH, PAR LE REACTIF A LA 

DINITROPHENYLHYDRAZINE (2,kD.H. Phe.Hydr.9. 

Les lutoïdes (BP + ES9 ont été isolés et lavés à 3 reprises puis remis 
en suspension dans un tampon Tris-HC1 50 mM pH 7,4, rendu isotonique par 
KCl 170 mM. Toutes les expériences sont réalisées en présence de digito- 
nine 0,5 %. La teneur en acide linoléique exogène est de 1 % final (NADH 
1 mM; Fe3+/EDTA 0,l mM/O,16 mM). 
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une apparition d'hydrazones plus importante en présence de lutoïdes com- 

plémentés en acide linoléique + NADH, qu'en présence de lutoïdes seuls 

ou de lutoïdes + NADH. L'acide linoléique seul (en absence de lutoîdes 

ou de NADH) ne montre pas d'évolution significative quant à l'apparition 

de groupements réactifs à la 2,4-DNPH. Il faut cependant noter que cette 

méthode peut être assez critiquable du fait de sa non spécificité. En 

effet 1 apparition de produits réagissant à la DNPH peut être due à la 

somme d au moins deux réactions distinctes en présence de NADH : 

des lip 

- la formation de sous produits de la dégradation peroxydative 

des endogènes, à fonction carbonyle (effet recherché) ; 

- l'activité d'enzymes lutoïdiques dépendantes du NADH dont 

les produits spécifiques de réaction seraient des molécules de type 

aldéhydique ou cétonique ne peut être écartée à priori. 

Quoiqu'il en soit, en présence d'acide linoléique exogène, 

l'addition de NADH à une suspension de lutoïdes (BP + ES), aboutit à la 

libération de produits à groupements carbonyles beaucoup plus intense 

qu'en absence d'acides gras insaturés exogènes. La différence de ces 

deux cinétiques rend compte d'une dégradation peroxydative de l'acide 

linoléique exogène lors du fonctionnement de la NADH oxydase lutoïdique. 

71.8 - VETECTZUN VU MALONVTALZXffYVE (MVA) PAR LE REACTTF A 

L'ACIDE TlfTOBARBlTURTQUE (TBA) : 

Le malondialdéhyde est un sous produit de la dégradation pero- 

xydative de l'acide linolénique et dans une moindre mesure de l'acide 

linoléique. L'acide thiobarbiturique (TBA), réactif relativement spéci- 

fique du MDA, permet de doser colorimétriquement la dégradation peroxy- 

dative de ces lipides insaturés (STANCLIFF & &., 1969 ; BARBER et 

BERNHEIM, 1967). 

La figure 63 montre l'apparition de produits réagissant au TBA 

dans un milieu réactionnel contenant une suspension de lutoîdes soniqués 

en présence d'acides linoléique + linolénique exogènes et de NADH. La 

présence de NADH est nécessaire et les lutoïdes seuls ou les acides gras 

insaturés seuls ne montrent aucune évolution significative en ce qui 

concerne l'apparition de MDA. 
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Figure ~~:~DETECTION DU MALONDIALDEHYDE (MDA) SOUS PRODUIT DE LA DEGRA- 

DATION DES ACIDE§ GRAS 1NSATURES;PAR LE REACTIF A L'ACIDE THIOBARBITU- 

RIQUE; (TBA). 

Les experiences ont été réalisées dans les mêmes conditions que celles 
décrites dans la figure 62, mais en présence d'acide linoléique (0,5 %> 
et linolénique (0,5 %>, émulsionnés avec de la digitonine 0,5 % et du 
déoxycholate 0,5 X). 
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En présence de NADH, mais sans apport d'acides gras insaturés 

exogènes, la suspension lutoïdique ne donne qu'une très faible réaction 

au TBA ce qui peut traduire : 

- soit une faible proportion d'acide linoléique et (ou) lino- 

lénique dans la composition lipidique de la membrane des lutoîdes testés 

(DUPONT ct c&. 1976 ; HANOWER, résultats non publiés); 

- soit une "accessibilité" très faible de ces lipides lorsqu' 

ils font partie intégrante de la membrane ; 

- soit la présence de "protecteurs" (enzymatiques ou non) à 

leur proximité (adsorbée sur la membrane par exemple . ..>. 

L'inconvénient de cette méthode (plus spécifique que la méthode 

de détection des groupements carbonylespar la DNPH) réside dans le fait 

que les colorations obtenues par le TBA sont de très faibles intensités 

(0,020 4 DO< 0,070) et de ce fait peu précises. Il est cependant à 

noter que le MDA ne rend compte au maximum que de 10 à 15 % des sous 

produits de peroxydation des acides gras poly-insaturés (MAY et Mc CAY, 

1968) et essentiellement de l'acide linolénique (KWON et OLCOTT, 1966 ; 

MERZLYACK et al. 1978). De ce fait l'apparition de quantités même très 

faibles de produits réagissant au TBA rend compte d'une peroxydation 

significative des acides gras poly-insaturés (linoléique et surtout 

linolénique). Cette méthode peut donc être considérée qualitativement 

comme sensible et relativement spécifique, bien que quantitativement 

peu précise. Signalons par ailleurs que cette méthode exclut toute pos- 

sibilité d'experimentation avec des lutoïdes purifiés par ultracentri- 

fugation sur gradient de saccharose. Nous avons en effet noté que le 

chauffage en milieu acide de solutions (quelques mM) de saccharose donnait 

des produits de dégradation réagissant B l'acide thiobarbiturique, et 

masquait complètement la détection de sous produits de la peroxydation 

des lipides insaturés. 
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1l.C - EFFETS DES 1ONS METALll@fES FER ET CUTVRE, SUR LA 

PEROXYVATTON LlPlVl~UE, LORS VU FONCTIONNEMENT VE LA 

NAVH OXYDASE LUI-OlVl!&E : 

Les figures 62 et 63 montrent une activation de la peroxyda- 

tion lipidique en présence de Fer/EDTA, lors du fonctionnement de la 

NADH oxydase lutoïdique. 

Nous avonsvoulutester l'effet des différentes formes chela- 

tées ou non du Fer et du Cuivre, pour lesquelles nous avions mis en évi- 

dence une activation de la consommation d'02 dépendante du NADH (figu- 

res 51, 52 et 53), sur la peroxydation des lipides endo et exogènes. 

malondialdéhyde apparu 
(milli-DO 532nm 

) après 20 minutes d'incubation 

100 mg.ml-l 100 mg.ml-l acide 
lutoïdes lutoïdes linolénique 

+ 
seuls acides linoléniques seul 

tampon 70 150 100 

tampon + NADH 240 510 110 

Fer/EDTA 180 270 180 

Fer/EDTA + NADH 320 880 170 

Fer/ADP 150 320 190 

Fer/ADP + NADH 300 760 150 

cuso4 150 300 150 

cIlso + NADH 300 720 150 

Tableau 34 : Effet des ions Fer et Cuivre sur la peroxydation des lipi- 
des endo et exogenes, pendant le fonctionnement ou non de la NADH oxydase. 
Les lutoîdes (ES) ont été lavés dans un tampon KCl (170 mM) Tris-HC1 
(50 mM) à pH 7,4. Après traitement aux ultrasons, le lysat est dilué 
au l/lO par du tampon Tris-HC1 (50 mM) pH 7,4 contenant du DOC (0,l %> 
et complémenté éventuellement avec du Fer/E:.DTA (80/135 pM), du Fer/ADP 
(80/160 pM) ou du CU SO4(8O PM). L'acide linonélique émulsifié dans du 
DOC (0,l %> est préparé et ajouté extemporénament, à la concentration 
finale de 0,5 %. La concentration en NADH est de 1 mM. La réaction est 
arrêtée après 20 minutes d'incubation par l'addition de TCA (0,5 N final). 
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Les résultats rapportés dans le tableau 34 mettent en évidence 

les phénomènes suivants : 

1. En présence d'oxygène atmosphérique, les ions métalliques 

considérés activent systématiquement la peroxydation des lipides, en 

présence ou non de NADH. 

2. La peroxydation des lipides endo et exogènes est multipliée 

par un facteur 3 à 4 en présence de NADH et de lutoïdes. L'addition des 

ions métalliques augmente fortement les activités peroxydatives dépen- 

dantes du NADH. Dans tous les cas, le Fer/EDTA se montre le catalyseur 

le plus efficace. Ces résultats confirment donc les résultats acquis 

précédemment. 

Ainsi, selon leur état de chélation, qui détermine leur 

potentiel rédox, les activateurs métalliques Fer et Cuivre intervien- 

draient de deux façons complémentaires dans les processus de dégradation 

peroxydative des lipides insaturés : 

Ils faciliteraient le transfert des électrons du NADH, par 

l'intermédiaire de la NADH déshydrogénase, vers l'oxygène moléculaire, 

activant la NADH'oxydase et favorisant l'émission, entre autres, d'O*. . 
2 

Par les interactions ultérieures qu'ils catalysent entre les 

différentes formes toxiques de l'oxygène directement émises (réactions 

de FENTON et d'HABER-WEISS, Cf. Introduction), ils pourraient donner 

naissance à des formes radicalaires de l'oxygène, extrêmement agressives 

(OH'). 

3. En présence d'oxygène atmosphérique, les ions métalliques 

catalysent une peroxydation (non enzymatique) non négligeable de l'acide 

linolénique exogène (et endogène lutoïdique). En absence de NADH oxydase 

lutoïdique, le NADH avec ou sans catalyseur métallique reste sans effet 

significatif. Le fonctionnement .d'une NADH oxydase est donc nécessaire 

pour provoquer la peroxydation lipidique dépendante du NADH. Nous avons 

d'autre part vérifié qu'une suspension lutoïdique bouillie était sans 

effet, attestant ainsi la nature enzymatique de la dégradation peroxyda- 

tive des lipides en présence du NADH. 



malondialdéhyde apparue(milli-D0532nm) après 30 minutes d'incubation 

+ acide linonélique + lutoïdes soniqués (ES) 

Tampon + Fer/EDTA +cu 
++ 

Tampon + Fer/EDTA + CU 
++ 

xanthine + X.OX 380 790 580 210 470 360 

B202 190 920 460 180 610 470 

xanthine + xox + H 0 460 
22 

1390 710 320 810 630 

Lutoïdes + NADH 480 810 620 270 380 360 

Lutoïdes + NADH + H 0 22 580 1720 900 460 960 680 

Tampon + xanthine 80 120 120 110 190 150 

Tableau 35 : Aptitudes des systemes "& vi.0~0” générateurs d'oxygène toxique et du système 
NADH - oxydase, à induire la peroxydation des lipides insaturés endo et 
exogènes : 

Conditions expérimentales identiques au tableau 34. (H202) = 1 mM ; (x.anthine) = 3 mM ; 
(xanthine oxydase) = (X~X) = 5.10-2 unité/essai ; les témoins de lecture sont soit tampon 
+ acide linonéique, soit tampon + lutoïdes, traités au réactif TBA. 



407 

11.0 - COMPARATSON AVEC. DES SYSTEMES “in via%o” GENERATEURS 

“V’(IXYGENE TOXIQUE” :. 

Certains systèmes générateurs des formes toxiques d'oxygène 

tels l'anion superoxyde, et les radicaux hydroxyles ont été décrits 

&ABER et WEISS, 1934 ; FRIDOVICH, 19701, et leur participation aux 

phénomènes de peroxydation lipidique confirmée (FONG &?Z cd. 1973 ; LAI 

et PIETE, 1978). Nous avons donc expérimenté ces systèmes dans nos con- 

ditions expérimentales et comparé leur efficacité à engendrer une pero- 

xydation de lipides exo ou endogènes, au système NADH-oxydase lutoîdique. 

Le tableau 35 reproduit les résultats les plus significatifs 

obtenus B partir de nos différentes expériences : 

1. Le système xanthinefxanthine oxydase (X~X); générateur d'anions 

superoxydes (FRIDOVICH, 1970) induit une peroxydation significative de 

l'acide linolénique exogène et dans une moindre mesure des lipides lu- 

toïdiques. Le Fer chélaté amplifie d'un facteur supérieur à 2 les phéno- 

mènes de peroxydation (réaction d'HABER et WEISS) ; le cuivre, moins 

actif en tant que catalyseur, augmente cependant significativement l'ef- 

ficacité du systeme xanthine-xox à provoquer la peroxydation des lipides 

tant exo qu'endogènes. 

2.L'eau oxygénée seule, induit également une apparition signi- 

ficative de MDA mais à un degré moindre que le système enzymatique pré- 

cédent. Cependant en présence de Fer/EDTA, l'activité peroxydative 

d'H202 se trouve amplifiée d'un facteur 4 à 5 et ce "système non enzy- 

matique" est plus actif que le système enzymatique décrit précédemment 

(réaction de FENTON). 

3. La combinaison des deux systèmes xanthine + xox + H202, par- 

tiellement additifs, se trouve être le plus efficace tant en absence qu'en 

présence de catalyseur métallique, et provoque une forte peroxydation des 

lipides tant exogènes qu'endogènes. 

4. Comparativement, le système lutoîdes + NADH se comporte d'une 

manière similaire au système xanthine + xox, attestant encore la capacité 

de la "NADH oxydase" lutoïdique (ES) à émettre l'anion superoxyde. Les 

phénomènes peroxydatifs dépendants du NADH ou du H202 en présence de 

lutoïdes sont également additifs et activés par les ions métalliques Fer 

et Cuivre. 
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17.E - 7Nff781TlON VE LA VEGRAVATTON PEROXYVATTVE VE L’AUDE 

LlNOLEN7QUE EXOGENE PAR LES PIEGEAGES DES DIFFERENTES 

FORMES TOXl@lES VE L'OXYGENE : 

Certaines enzymes et produits chimiques sont connus pour leur 

action plus ou moins spécifique au niveau du piégeage ou de la transfor- 

mation des différentes formes toxiques de l'oxygène. Ainsi la superoxyde 

dismutase (SOD) dismute les anions superoxyde en eau oxygénée, et la 

catalase transforme l'eau oxygénée en eau et oxygène. 

L'éthanol et le mannitol sont connus comme des agents piégeant 

spécifiquement les radicaux hydroxyles OH' qui peuvent naître de l'inter- 

action entre anions superoxydes et eau oxygénée et des réactions du type 

de FENTON (STAUDINGER et &.,1964) ou d'HARER-WEISS. 

Le tableau 36 met en évidence les phénomènes suivants : 

1. La superoxyde dismutase exogène n'a que peu d'effet sur la 

peroxydation lipidique NADH dépendante comme sur celle induite par le 

système xanthine-xox générateur de superoxyde. Il apparaît donc que 

l'anion superoxyde émis par ces deux systèmes ne soit pas le principal 

agent provoquant directement la dégradation peroxydative des lipides 

insaturés exogènes. 

2. La catalase exogène,à quantité (unités) égale a la SOD, pro- 

voque une inhibition de l'apparition du malondialdéhyde de 60 à 65 %. 

Ce phén;mène suggère l'intervention de l'eau oxygénée issue de la dis- 

mutation spontanée ou enzymatique des anions superoxydes (emis par les 

systèmes enzymatiques testés) dans les processus peroxydatifs des lipi- 

des insaturés. Cette inhibition est du même ordre de grandeur en pré- 

sence comme en absence de Fer/EDTA 

3. La présence de SOD + catalase n'est pas beaucoup plus effi- 

cace que la catalase seule. 

4. Les pièges à radicaux hydroxyles,tels le mannitol et l'étha- 

nol,provoquent une inhibition de la dégradation peroxydative des lipides 

pouvant atteindre 60 %, surtout lorsque cette de,rnike s'effectue en pré- 

sence du Fer/EDTA. 
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5. L'association des systèmes enzymatiques "protecteurs" (SOD + 

catalase) avec le mannitol provoque une inhibition de l'apparition du 

malondialdéhyde de 70 B 90 %, l'inhibition est plus efficace dans les 

systèmes contenant du Fer/EDTA. 

Ces différents résultats indiquent que le radical hydroxyle 

est le principal agent catalysant la dégradation peroxydative des lipides 

insaturés dans nos systemes testés. Les schémas r&actionnels additifs 

catalysés par la NADH oxydase lutoïdique comme par la xanthine oxydase 

exogène peuvent se résumer ainsi (FONG et al. 1973.1 : 

supposonsdes syst&mes enzymatiques émettant des anions superoxydes tel : 

xanthine + 0 
x0x 

2r 
acide urique + 0 ' + H+ 

2 

ou NADH +202 
oxydase ,N&)+ +20; + H+ 

les anions superoxydes libérés peuvent soit se dismuter spontanément soit 

enzymatiquement (SOD) en produisant de l'eau oxygénée 

0; + 0; + 2H+-+H202 + O2 

les deux formes en présence peuvent interagir entre elles surtout en 

présence de catalyseurs métalliques selon la réaction d'HABER-WEISS avec 

émission du radical hydroxyle: 

H2°2 
+ 0; v-+02 + OH- + OH' 

l'anion superoxyde peut aussi interagir directement avec le catalyseur 

métallique de potentiel rédox adéquat selon la réaction de FENTON ; 

0; + Fe3+ /EDTA--b O2 + Fe2+ /EDTA 

Fe2+ /EDTA + H202.-+Fe 3+ /EDTA + OH- + OH' 

L'inhibition en présence de mannitol ou d'éthanol seul n'étant 

pas totale,il est probable que d'autres formes toxiques de l'oxygène tel 

l'oxygène singulet (SUGIOKA et NAKANO, 1976) interviennent dans les pro- 

cessus de peroxydation lipidique obtenues (l'oxygène singulet peut en 

effet être libéré suite à la dismutation non enzymatique de 0; >. 
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77.F - AUTOLYSE DES LUTO’IVES CONSECUTIVE A LA PEROXYVATZON 

DES LIPIDES INSATURES LORS VU FONCTIONNEMENT VE LA 

NAVH OXYDASE LUTùZVl~UE 1N VITRO : 

Par analogie avec les études réalisées sur des lysosomes (FONG 

Qt de. 1973 ; CHEN et Mc CAY, 1972), nous avons cherché à vérifier si 

l'addition de NADH à une suspension lutoïdique entraînait une lyse de ces 

particules. 

Afin d'éviter une simple lyse osmotique nous avons testé diffé- 

rents systèmes peroxydatifs lipidiques dans des milieux d'isotonicités 

voisines mais de compositions différentes. 

Indice d'éclatement des lutoïdes (%) ' 

Mannitol Saccharose KCl 
330 mM 330 InM 170 InM 

temps 
(min) 

lutoïdes 
0 30 0 30 0 30 

HP 21 22 24 
&%) 

BP + ES 34 32 
<+;:x, 

37 
(1113%) 

Tableau 37 : Lyse des lutoïdes atteints d'encoche sèche lors du fonc- 
tionnement de la NADH oxydase lutoïdique, en présence de Fer/ADP. 
Les lutoïdes intacts (mélange HP ou BP + ES) sont lavés à deux reprises 
dans du tampon Tris 50 mM, pH 7,4 ; saccharose 0,33 M puis remis en sus- 
pension dans des tampons d'isotonicité voisine, à base de mannitol 0,33M, 
saccharose 0,33 M ou KCl 0,170 M à pH 7,4 en présence de Fer 3+/A~~ (501 
100 FM). Au temps "zéro", le NADH 1 mM est ajouté et les suspensions 
maintenues sous agitation (agitateur giratoire) à température ambiante, 
a l'air. (Les chiffres entre parenthèses indiquent l'augmentation des 
indices d'éclatement par rapport aux temps "zéro" ou se fait l'addition 
du NADH pour chaque motif). 

Le tableau 37 met en évidence deux types de résultats intéres- 

sants : 

1. Les essais réalisés en présence de mannitol montrent une très 

faible augmentation de l'indice d'éclatement des lutoïdes 30 minutes après 

l'addition du NADH. Par contre, en présence de saccharose ou de KCl l'addi- 

tion du NADH dans le milieu,contenant du Fer/ADP,provoque une forte lyse 
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des lutoïdes. Cette constatation confirme les résultats exposés dans le 

paragraphe précédent indiquant l'effet protecteur du mannitol. Il est en 

effet supposé piéger à cette concentration (0,33 M) la quasi totalité des 

radicaux hydroxylesémis par l'interaction des anions superoxydes émis lors 

du fonctionnement de la NADH-oxydase lutoïdique. Nous avons vérifié d'au- 

tre part que l'émission de superoxydes dépendante du NADH n'était pas si- 

gnificativement inhibée en présence de mannitol (tableau 38) attestant 

ainsi la spécificité marquée du mannitol en tant que piège à radicaux 

hydroxyles.Ces résultats confirment donc l'intervention majeure des ra- 

dicaux hydroxyles dans les processus de dégradation peroxydative des lipi- 

des membranaires. 

U.D0~560nm~.min-1 .m1 
-1 d'extrait 

Mannitol 330 mM KCl 170 mM 

néant + Fer/ADP néant + Fer/ADP 

Lutoïdes ES + NADH 0,90 0,39 0,96 0,44 

Xanthine + X0X 1,26 0,71 1,32 0,77 

Tableau 38 : Génération de superoxydes lors du fonctionnement de la 
NADH oxydase lutoïdique en présence de mannitol : piège spécifique à 
radicaux hydroxyles (50 pl de suspension lutoïdique soniquée). La détec- 
tion des 0; est suivie par la réduction du NBT en formazan, à 560 nm. 

2. Les lutoïdes provenant d'arbres bas-producteurs ou atteints 

d'encoche sèche, se caractérisent par un indice d'éclatement initial plus 

élevé, et une tr&s forte auto-lyse lors du fonctionnement de leur NADH 

oxydase, in V&lO, par rapport à leurs homologues provenantd'arbres sains 

haut -producteurs (tableau 37). Cette constatation est à rapprocher des 

résultats, rapportés précédemment, montrant que les lutoïdes isolés d'ar- 

bres atteints d'encoche sèche se caractérisent par une consommation d'02 

dépendante du NADH (tableau 18 et figure 46) et une émission de super- 

oxydes en présence de NADH (tableau 32) beaucoup plus importante que 

les lutoïdes isolés du latex d'arbres sains bon -producteurs. 

L'expérience décrite dans la figure 64 met en évidence la simul- 

tanéité des différents phénomènes décrits : l'apport de NADH à une suspen- 

sion isotonique (KCl 170 mM) de luto.zdes à forte activité NADH oxydase 

("encoches sèches") déclenche : 
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,.f’Malondialdehyde 

,Y 
*.** 

‘!, ..* 
“A. Consommation 

10 

15 

‘. 
*\ 

Consommation 
t 

d‘oxygene 

s 
nin. 

275 

I 
-----A DO.340 

Figure 64 : MISE EN EVIDENCE DE LA DEGRADATION DE LA MEMBRANE LUTOIDIQUE, 

LORS DU FONCTIONNEMENT DE LA NADH OXYDASE DES LUTOIDES ISOLES D'ARBRES 

ATTEINTS D'ENCOCHE SECHE. 

Les lutoïdes d'arbres atteints d'encoche sèche "partielle" ont été isolés, 
lavés et remis en suspension dans un même tampon Tris-HC1 40 mM à pH 7,4 
rendu isotonique par KCl 170 mM. Le milieu d'incubation est complémenté 
en NADH 1 mM et en Fe3+/ADP (50 ~M/l00 PM). Dans le cas du dosage de la 
peroxydation lipidique par le réactif de l'acide thiobarbiturique (malon- 
dialdehyde), la suspension a été complémentée an acide linolénique 
(0,5 mM) et acide linoléique (0,5 mM) en présence de digitonine + DOC 
0,5 %. Les différents dosages sont effectués selon les techniques @cri- 
tes dans le chapitre matériel et méthodes sur des parties aliquotes de 
la même suspension initiale. 



Mesures après 10 minutes d'incubation 

1 

néant 
SOD catalase mannitol SOD cytosol cytosol 

50 fl. 50 p. 100 mM +catalase 
imannitol (25%) 

I Consommation d'02 (~1) 14 726 725 13,5 3,2 7,2 11,8 I 
Apparition de superoxydes (p.DO 560) 0,381 0,120 0,305 0,315 0,102 0,178 0,255 

Apparition de malondialdehyde (milli-D0532) 6l 58 23 24 13 31 48 

Indice d'éclatement (%> 68 58 43 40 36 50 59 

1 I I 
Tableau 39 : Effet des "protecteurs" exogenes et endogènes sur les paramêtres : consommation d'oxygène, 
apparition de malondialdehyde (acide linolénique 0,l %> et indice d'éclatement en presence de NADH + 
Fer/ADP, et de l'apparition d'anions superoxydgen présence de NADH sans catalyseur Ferrique. (Indice 
d'éclatement initiale = 31 %> - les lutoïdes proviennent d'arbres atteints d'encoche sèche partielle. 
(La teneur en lutoïdes de la suspension est d'environ 100 mg.ml-1). 
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- une consommation d'oxygène parallèle à celle du NADH, 

- une apparition de malondialdéhyde, produit de la dégradation 

peroxydative de l'acide linoléique + linolénique ; 

- une forte augmentation de l'indice d'éclatement des lutoïdes 

déjà fragiles. 

Dans les mêmes conditions, des lutoïdes provenant d'arbres 

hauts-producteurs sains montrent une consommation d'oxygène NADH dépen- 

dante beaucoup plus faible (5 pl O2 après 15 minutes d'incubation), une 

apparition de malondialdehyde à la limite du détectable (1,8x10 -2 U.DO 

532/15 minutes) et une faible augmentation de leur indice d'éclatement 

qui passe de 18 à 23 % dans le temps. 

77.G - EFFETS VE QUELQUES “PROTECTEURS” SUR LES VTFFERENTS 

PARAMETRES INTERVENANT VANS LA DEGRADATiON PEROXYVA- 

TTVE DES l?J’TVES MEMBRANATRES VES 1UTOiVES : 

Le tableau 39 présente les résultats les plus significatifs 

obtenus lors de différentes tentatives en vue d'inhiber les phénomènes 

impliqués dans la dégradation peroxydative des lipides membranaires lu- 

toïdiques. 

1. La SOD exogène, en dismutant l'anion superoxyde émis par 

l'activité NADH oxydase, et grâce à la présence d'une activité catalase 

sédimentable endogène, provoque une inhibition apparente de la consomma- 

tion d'oxygène, et une inhibition réelle de l'accumulation des superoxy- 

des. Par contre la SOD ne provoque aucune inhibition significative de la 

peroxydation lipidique et ne protège donc pas efficacement les lutoïdes 

de l'autolyse. 

2. La catalase exogène, en recyclant partiellement sous forme 

d’02, l'eau oxygénée produite par la NADH oxydase, provoque une inhibition 

apparente de la consommation de l'oxygène mais n'a pas d'effet marqué sur 

l'apparition des anions süperoxydes. Par contre, comme mentionné précédem- 

ment, la catalase protège les acides gras insaturés de la dégradation 

peroxydative, et de ce fait stabilise la membrane lutoïdique. 
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3. Le mannitol n'a aucune action sur la consommation d'oxygène 

ni sur l'émission de superoxydes. Son action protectrice se situe en aval 

de la chaîne reactionnelle aboutissant à la peroxydation des lipides et à 

la dégradation des structures membranaires. Le mannitol semble se comior- 

ter comme un agent protecteur des plus efficaces contre la dégradation 

des lipides insaturés lutoïdiques,confirmant encore l'intervention de ra- 

dicaux du type hydroxyledans ces processus de peroxydation lipidique. 

4. L'association SOD + catalase + mannitol est partiellement 

additive et inhibe puissamment tous les phénomènes observés. 

5. le nétrum cytoptaimiiyue phovenan;t d’un mLtknge. d’atrbhti haut7 

phoducteunn phot&gC p.&~ etj&icacement RU &Lp.ida m&nbha&aiJuU de .&Lw~ 

ddghadtion pchoxydaL&e que Le n~~um d’atrbhe BP / ES. L~A modaLL& d’ac- 

tion du né.hum cqXop.km@u? ne happhocheti de ka “pho&xLLon” a~mu&.? pah 

L’annocia;tion SOV + Ca;tdtie + MawuXoL. 

11 appma2.t donc C&&C cjue Le &wn cytopRtimique du .i?a;tex 

nentje.hme. du agent% photectew enzymtiyuti ou non, nuneeptiblu de pho- 

tégu L~A nrtrructuhen membhan&h~ cana% La d8ghada;tion pe.hoxydative de 

Lewrn Lipiden i~na;tcutén. 
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R E .S U M E 

1. L'activité NAD(P)H lutoïdique du latex, génératrice d'anions 

superoxydes, provoque la dégradation peroxydative des lipides polyinsatu- 

rés exogènes (acides linoléique et surtout linolénique) et endogènes du to- 

noplaste lutoïdique . La peroxydation de ces lipides aboutit à la lyse 

des structures membranaires et en particulier des lutoïdes. 

2. La peroxydation des lipides induite lors du fonctionnement 

de la NADH oxydase lutoïdique ne semble pas procéder essentiellement d'une 

action directe des anions superoxydes sur les lipides insaturés. Elle sem- 

ble résulter de l'action d'une forme plus réactive de l'oxygène ayant tou- 

tes les propriétés du radical hydroxyk (OH'). Ce dernier pourrait naître 

en effet de l'interaction des anions superoxydes entre eux ou avec l'eau 

oxygénée résultant de leur dismutation. Le phénomène est fortement ampli- 

fié en présence de catalyseurs ferriques chélatés, ou d'autres agents de 

potentiel rédox analogue tel le cuivre. 

3. L'activité peroxydative dépendante du NADH est particuliè- 

rement élevée chez les arbres bas-producteurs et atteints d'encoche sèche. 

4. Selon sa provenance (HP, BP, ES), le cytosol du latex ren- 

ferme des activités protectrices inhibant plus ou moins efficacement la 

dégradation peroxydative des lipides exogènes et des structures membra- 

naires. 

L'étude de ces "protecteurs" endogènes fait l'objet du 

chapitre suivant. 
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ABSTRACT 

1. The lutoidic NAD(P)H activity of the latex which generates su- 

peroxide anions leads to the peroxidative degradation of the polyunsa- 

turated exogenous (linoleic and mainly linolenic acids) and endogenous 

lipids of the lutoidic tonoplast. The peroxidation of these lipids 

results in the lysis of the membrane structures and particularly of the 

lutoids. 

II. The peroxidation of the lipids induced in the lutoidic oxidase 

NADH does not seem to result mainly from a direct action of the supero- 

xide anions on the unsaturated lipids. It seems to result from the action 

of a more reactive form of oxygen displaying a11 the properties of the 

hydroxyl radical (OHO). The latter could originate from the interaction 

of the superoxide anions among themselves or with the hydrogen peroxide 

resulting from their dismutation, which is largely developed in the 

presence of chelate ferric catalysts or other agents whose redox poten- 

tial is similar such as copper. 

III. The NADH- dependent peroxidative activity is particularly 

high in the low-yielding trees and the trees affected by brown bast. 

IV. The cytosol of the latex as related to its origin (HP, BP, ES) 

contains some protective activities which inhibit more or less effecti- 

vely the peroxidative degradation of the exogenous lipids and of the 

membrane structures, 

These endogenous "protective agents" are studied in the following 

chapter. 
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DANS LE LATEX FRAIS 
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LES "PROTECTEURS" ENZYMATIQUES ET NON ENZYMATIQUES PRESENTS 

DANS LE LATEX FRAIS 

A - LES PROTECTEURS ENZYMATIQUES AGISSANT DIRECTEMENT SUR 

LES FORMES TOXIQUES DE L’OXYGÈNE 

A. - LES PROTECTEURS ENZYMATTQ.lES AGISSANT DIRECTEMENT SUR LES 

FORMES TOXl@fES VE L'OXYGENE : 

A.1 - LES SUPEROXYDES VISMUTASES (SUVI 
Rappelons que cette enzyme catalyse la dismutation rapide des 

anions superoxydes, présents dans le milieu, en eau oxygénée + oxygène 

selon la réaction : 

0. + 0. + 2H+ 
S.O.D. 

2 2 - H202 + O2 

a) M&e en hidence et qu&~ic&an : 

Nous avons utilisé la méthode de BEAUCHAMP et FRIDOVICH 

(1971) dans laquelle les radicaux superoxydes sont générés par la xanthine 

10m4M en présence de xanthine oxydase et détectés par la réduction du NBT 

en formazan. L'activité superoxyde dismutase est estimée par l'aptitude 

de l'échantillon à inhiber l'apparition du formazan grâce au piégeage 

spécifique des superoxydes par l'enzyme (SOD). 

Dans un premier temps nous avons verifié que la méthode 

employée permettait, dans nos conditions, une détermination quantitative 

satisfaisante des activités SOD. 

La figure 65 montre une courbe typique d'inhibition de 

l'apparition du Formazan "xox dépendante" , par des quantités croissantes 

de SOD purifiée du commerce, similaire à celles décrites par ASADA et 

&. (1974) et GIANNOPOLITIS et &(1977). Le calcul des rapports V/v pré- 

conisés par ces auteurs (cf. Méthodes) permet de déterminer la quantité 

de SOD ajoutée au milieu. 

Dans nos conditions opératoires où la dilution de l'échan- 

tillon est de 1/51, on détermine un rapport V/v, pour 50 % d'inhibition, 

égal à 2,l. L'application de l'équation décrite dans le chapitre matériel 

et méthodes permet donc d'estimer une activité SOD d'environ 56 unités. 
-1 

ml , pour environ 59 unités théoriques réellement ajoutées au milieu 

xanthine + xox. 
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30 75 150 300 , 
ls.cml (mitir) 

Figure 65 : INHIBITION DE L'APPARITION DU FORMAZAN DEPENDANTE DE 

L'ACTIVITE XANTHINF, OXYDASE IN VZTRO, EN PRESENCE DE QUANTITES CROIS- 

SANTES DE SUPEROXYDE DISMUTASE (SOD) DU COMMERCE. 

Les anions superoxydes (0;) sont générés par l'activité xanthine oxy- 
dase du commerce à pH 7,4 en présence de xanthine lO-4M. La détection 
des superoxydes se fait en suivant la réduction du NBT en formazan à 
560 ~III. (V max : vitesse d'apparition du fonnazan en absence de SOD; 
Vi : vitesse d'apparition du formazan en présence d'une quantité donnée 
de SOD). 

20 i -1 

O- 1 

25 

1 1 1 1 I i 
50 75 100 125 )II. 

Serum Lutoïdique QI.) 

Figure 66 : INHIBITION DE L'APPARITION DU FORMAZAN DEPENDANTE DE 

L'ACTIVITE XANTHINE OXYDASE 7N VITRO, EN PRESENCE DE QUANTITES CROIS- 

SANTES DE "SERUM LUTOIDIQUE". 

Les conditions expérimentales sont identiques à celles décrites pour la 
figure 65. On remplace la SOD du commerce par des quantités croissantes 
de sérum lutoïdique. 
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Cette méthode de quantification des activités SOD semble 

donc satisfaisante et appliquable dans nos conditions expérimentales. 

La figure 66 montre le même type d'expérience que celle 

réalisée dans la figure 65, en testant dans ce cas le pouvoir inhibiteur 

d'un sérum lutoïdique obtenu par ultra centrifugation (1 h. ; 4°C ; 

160.000 g> de lutoïdes soniqués. 

On observe également dans ce cas une courbe d'inhibition 

analogue à celle décrite en utilisant la SOD du commerce. Les 50 % d'in- 

hibition sont atteints lorsqu'environ 68 ul de sérum lutoïdique ont été 

ajoutés au milieu xanthine + xox (3 ml). Pour cette valeur, le rapport 

V/v est égal à 2,4 et permet d'estimer une activité SOD dans les lutoïdes 

correspondant à environ 63 unit&.ml 
-1 

. 

Différentes expériences de ce type ont pu montrer que la 

quantitb de SOD dans les lutoïdes est éminemment variable selon la pro- 

venance du latex (les extrêmes enregistrés étant de 10,s et 127 unités 

SOD.ml-l). 

Le tableau 40 met en évidence que la majeure partie de 

l'effet inhibiteur du sérum lutoïdique est attribuable à une activité 

enzymatique thermolabile et de poids moléculaire supérieur à 10.000. 

Inhibition de l'apparition du formazan 

Cytosol sérum lutoïdique 

témoins non traités 
dénaturation thermique 
ultrafiltrat PM 10 

48 (100 %> 32 (100 %> 
12 ( 25 %> 5 ( 16 %> 
15 ( 31 %> 7 ( 17 %> 

Tableau 40 : Effets de la dénaturation thermique et de la déprotéinisa- 
tion par ultrafiltration sur les activités SOD du cytosol et du sérum 
lutoïdique. 
Les essais ont été réalisés avec 50 1.11 d'extrait, non traités, ou déna- 
tures 3 minutes à 95"C, ou déprotëinisés par ultrafiltration sur membrane 
AMICON PM 10.000. Les résultats sont exprimés en % d'inhibition de la ré- 
duction du NBT en formazan en présence de xanthine + xox, et correspondent 
à une moyenne de 3 essais. Les chiffres entre parentheses indiquent le % 
d'activité résiduelle par rapport aux motifs témoins non traités. 
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+Tampon 
xanthine 

Figure 67 : EXISTENCE D'ACTIVITES SOD DANS LE CYTOSOL DU LATEX 

(Conditions expérimentales identiques à celles des fig. 65 et 66) 
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Figure 68 : REVELATION SPECIFIQUE DES ACTIVITES SUPEROXYDE DISMUTASES 

DU CYTOSOL ET DU SEDIMENT DU LATEX, APRES ELECTROPHORESES. 
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Cependant, même après 3 minutes de traitement thermique 

à 95°C ou après ultra-filtration sur cellule AMICON PM 10, nous consta- 

tons sur cesextraits, la persistence d'une activité non négligeable 

inhibitrice de l'apparition du Fonnazan. 

Cette importance activité résiduelle, tr8.s probablement 

non enzymatique, est sans doute attribuable à des effets "SOD LIKE" que 

peuvent présenter certains solutés et en particulier les sels de métaux 

tels le fer ou le cuivre, connus pour catalyser des réactions "parasites" 

à partir de l'anion superoxyde (voir p.355 ). 

La figure 47 montre que l'activité SOD sédimentable semble 

essentiellement lutoïdique, bien que cette compartimentation ne soit pas 

tres nette. 

c 1 Ativitb SOU dam Le cqtonol : 

La figure 67 démontre que le cytosol du latex possède éga- 

lement une activité superoxyde dismutase. Nous avons pu montrer que cette 

activité SOD cytosolique est généralement moins forte que celle des lu- 

toïdes. Les extrêmes enregistrés sont respectivement de 7,2 et 54,5 U.SOD. 

ml 
-1 

cytosol. La majeure partie des activités SOD du sérum cytosolique 

est thermolabile et retenue par ultrafiltration sur PM 10 (tableau 40). 

Cependant il reste encore dans les extraits cytosoliques traités une cer- 

taine activité SOD-LIKE souvent plus importante que celle mise en évidence 

dans le sérum lutoïdique. Cette dernière activite pourrait être attribua- 

ble à la présence de solutés piégeant les anions superoxydes (thiols, . . . >. 

d) Mi& w &Ldcnce ~CUL t?,h.Ltophon~ne : 

- Electrophorèse sur gel d'amidon (figure 68). 

Nous constatons l'existence d'au moins 4 isozymes (peut- 

être 51, dans les extraits cytosoliques. La bande de moindre intensité 

(rf : 0,3) peut correspondre à une contamination lutoïdique. 

L'extrait lutoïdique semble montrer l'existence de 3 ban- 

des, dont une extrêmement active (de rf : 0,29). Les SOD des 2 comparti- 

ments sont de caractère anodique. 

- Electrophorèse sur gel d'acrylamide (figure 68). 

Sur ce type de gel, les bandes paraissent mieux séparées 

et beaucoup moins diffuses. Cette technique confirme les résultats précé- 

dents : 
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. Il existe 5 bandes dans le cytosol dont 2 particulièrement 

intenses et de rf élevés (0,82 et 0,76) et une bande de faible intensitts, 

de rf : 0,46, correspondant probablement à une contamination par l'isozyme 

très active caractéristique du sérum lutoïdique (de rf 0,45). 

. On constate la présence d'au moins 3 isozymes lutoïdiques 

dont l'unetrès largement majoritaire se caractérise par un rf : 0,45, dans 

nos conditions expérimentales. 

el lnhibiteu~~ du nupuoxyda dihmu.tu.tt~ du .4?a&zx : 

Nous avons testé quelques inhibiteurs possibles des super- 

oxydes dismutases du latex. Les résultats présentés ci-dessous montrent 

que seul l'ion cyanure semble inhiber fortement l'ensemble des activités 

SOD des deux compartiments. 

% d'inhibition de la SOD par rapport au témoin (0%) 

KCN 0,25 mM KCN. 1,5 mM DIECA 1 mM Azide 0,5 mM 

SOD Cytoplasmique 75 % 92 % 10 % 12 % 

SOD Lutoïdique 70 % 83 % 18 % 10 % 

Tableau 41 : INHIBITION DES SOD DU LATEX PAR LE CYANURE 

Il est donc probable que les différentes isozymes de la SOD 

des deux compartiments du latex soient des enzymes à Cu-Zn ou à Fer mais 

pas b Manganèse (BEEM Qt c& 1974 ; PUGET et MICHELSON, 1974 ; KIRBY et 

d, 1980). L'inhibition des activités SOD du latex aux faibles concentra- 

tions en cyanure (250 PM) constitue un argument favorable à l'interpréta- 

tion des effets du cyanure sur l'émission de superoxydes dépendante du 

NADH rapportés dans la figure 61. 

Les deux compartiments du latex renferment donc des activi- 

tés enzymatiques superoxyde dismutases. Ces activités sont extrêmement 

variables selon la provenance du latex. 
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A.2 - LES CA?-ALASES (CI&.) : 

Cette enzyme catalyse la dégradation de l'eau oxygénée selon 

la réaction globale : 

Cat. 
2 .*2O2 - 

2 H20 + O2 

a] Mia en évidenet et qu.anL&ca;tion : 

Vu la relative turbidité et l'absorption importante des 

extraits cytoplasmiques et lutoîdiques dans les ultraviolets lointains 

nous avons préféré mesurer les activités catalases à l'aide d'un oxygra- 

phe , en enregistrant la cinétique de dégagement de l'oxygène au moyen 

d'une électrode de type CLARK. 

Les cinétiques de dégagement d'oxygène obtenues (figure 69) 

que ce soit en présence de catalase purifiée du commerce ou des extraits 

du latex sont de type"sigmoîdale ".Les activités sont quantifiées par le 

calcul de la pente maximum au point d'inflexion. 

61 Ac.t.ivi~~ ca;tdetiu dam le niidimeti du Laakx : 

Nous confirmons la présence d'activités catalases dans le 

sédiment du latex (figure 69). La distribution bimodale des activités 

catalases dans les fractions denses d'un gradient de saccharose (figure 

47) confirme les résultats obtenus par COUPÉ et al. (1972). Ainsi, des 

activités catalases seraient localisées au nive'au des lutoîdes, et dans 

une organite moins dense, différente des particules de FREY-WYSSLING 

caractérisée par la présence des activités polyphenol oxydases. 

Les séries de mesures effectuées nous ont permis de mettre 

en évidence une variabilité extrêmement importante des activités catala- 

ses sédimentables. Les extrêmes enregistrés correspondent respectivement 

à une consommation de 3,4 et 67,0 pmol H202. min 
-1 -1 . ml de sédi- 

ment soniqué. 

c) A,zx2hLth cdtia q.jtonoLiyu~ : 

Le cytosol du latex contient également des activités cata- 

lases (figure 69 et 47). Les activités catalases cytosoliques sont le 

plus souvent inférieures aux activités sédimentables, et montrent éga- 

lement une grande variabilité selon la provenance des latex (HP, BP, ES). 

Les activités Sont généralement compris entre 4,3 et 35,O pmol H202 con- 

s ommé 
-1 *min l ml-1 de cytosol. Nous avons parfois enregistré des 

activités quasiment nulles. 
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Figure 69 : CINETIQUES DES ACTIVITES CATALASES DU COMMERCE, DU SEDIMENT 

ET DU CYTOSOL DU LATEX, MESUREES A L'OXYGRAPHE. 

Les essais sont réalisés à pH 7,0 (tampon phosphate 20 mM) en présence 
d'H202 (0,7 % final). La première cinétique est effectuée avec de la 
catalase du commerce. Les cinétiques suivantes sont réalisées respec- 
tivement avec 50 ul de sédiment soniqué et 50 ul de cytosol, isolés du 
latex d'Hévéas hauts producteurs. 

CYTOSOL SEDIMENT 

t 

- Dépot initiai 

Gel d’amidon Gel d’ acrylamide 

Figure 70 : REVELATION SPECIFIQUE DES ACTIVITES CATALASES APRES ELECTRO- 

PHORESES DU CYTOSOL ET DU SERUM DU SEDIMENT DU LATEX. 
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d) Mi~e. CM évidence ci&cIxopho&.Xju~ : 

La révélation des isozymes des catalases du latex est sou- 

vent difficile, et les bandes visualisées très fugaces. 

- Electrophorèses sur gel d'amidon (figure 70) : 

La représentation schématique des électrophorégrammes 

des catalases du cytosol et du sédiment soniqué du latex permet de visua- 

liser : 

rf : 0,213 

2 isozymes 

électrique 

Cette faib 

. La présence de 2 isozymes, dont l'uneextrêmement active de 

la secondeisozyme est à peine perceptible. 

. Le sérum du sédiment se caractérise par la présence de 1 ou 

(très peu séparés) qui ne migrent quasiment pas dans le champ 

dans nos conditions opératoires (que ce soit à pH 6 ou à pH 8). 

le mobilité électrophorétique pourrait correspondre 21 une adsorp- 

tion des catalases sédimentables sur les structures membranaires présentes 

dans l'échantillon soniqué. 

- Electrophorèse sur gel d'acrylamide : 

Les électrophorèses sur gel d'acrylamide confirment les 

résultats décrits ci-dessus (figure 70) : 

. Présence de 2 isozymes dans le sérum cytoplasmique dont 

l'une plus active montre un rf : 0,30 

. Présence d'au moins uneisozyme de la catalase, différente 

des isozymes cytoplasmiques, dans le sédiment. Cette isozyme.ne migre pra- 

tiquement pas dans nos conditions expérimentales. 

Nous avons testé l'action de différents inhibiteurs clas- 

siques des catalases sur celles du latex : les résultats montrent que 

comme toutes les catalases, celles du latex renferment au moins un atomè!. 

de fer au niveau de leur site actif (SCHONBAUM et CHANCE, 1976). 
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Inhibition des activités catalases du latex (en X) 

KCN Hydroxylamine Azide(Na) DIECA 

1mM 0,5 mM 0,5 mM 1mM 

Catalase sédiment 90 % 88 % 94 % 

Catalase cytosol 82 % 90 % 95 % 22 % 

Tableau 42 : INHIBITION DES CATALASES DU LATEX PAR LES COMPLEXANTS DU FER. 

ij) ConUion : 

Nous avons confirmé dans cette partie que le latex présente 

des activités uatalases dans le sérum cytoplasmique comme dans les parti- 

cules sédimentables, dont les lutoïdes. 

Comme dans le cas de la SOD, les catalases des différents 

compartiments montrent des activités extrêmement variables selon la pro- 

venance du latex d'un même clône. Il semble exister un troisième compar- 

timent dans le latex renfermant au moins des catalases, à l'exclusion 

des autres activités enzymatiques étudiées ici. 

A.3 - LES PEROXYDASES iPenox.1 : 

Rappelons que ces enzymes, classiquement ferriques, catalysent 

l'oxydation peroxydative de substrats "donneurs d'hydrogène" (R-H) géné- 

ralement polyinsaturés, souvent du type noyau phénolique, selon le schéma 

réactionnel global : 

Perox. R-H + H202 .-k R-OH + H20 

Le schéma réactionnel détaillé fait intervenir des formes 
. 

radicalaires quinoniques (QO ), et engendre leur condensation en compo- 

sés polyphénoliques (mélanines, tannins condensés... >. Toutes ces for- 

mes sont relativement toxiques, car elles entraînent l'inactivation de 

certains enzymes et l'agglutination des protéines. 

Paradoxalement, dans certains cas, les activités peroxydases 

peuvent être considérées comme "détoxifiantes". Elles entrent en effet 

en compétition pour leur substrat : H202, avec les mécanismes non enzy- 
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Peroxydases 
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Figure 71 : CINETIQUE DES ACTIVITES PEROXIDASES DU SEDIMENT DU LATEX. 

La réaction est initiée par l'addition de 25 ~1 de sérum du sédiment du 
latex à 3 ml d'un tampon cacodylate à pH 6,0, contenant du gaîacol(l4 mM) 
du CaC12(5 mM)et de l'eau Oxygénée(1 mM) 
L'addition d'H202 lors de l'infléchissement de la cinétique réinitie la 
réaction.' 
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0 1 2 3 4 5 6 minutes 

Figure 72 : ACTIVITE PEROXYDASE CYTOSOLIQUE. EXISTENCE D'UN TEMPS DE 

LATENCE POUR L'APPARITION DU PRODUIT DE PEROXYDATION COLORE. 

Le temps de latente est proportionnel à la quantitg de cytosol brut 
ajoutée (50 et 100 1-11 respectivement). Les conditions expérimentales 
sont identiques à celles décrites pour la fig. 71. 

Sédiment 1 Cvtosol 
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3* 

-Front 

- +u.co 
- +0.53 
_ +0.44 
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Figure 73 : REVELATION SPECIFIQL'E DES ACTIVITES PEROXYDASES APRES ELEC- 

TROPHORESES DU CYTOSOL ET DU SERUM DU SEDIMENT DU LATEX. 
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matiques catalysant l'émission des formes les plus "agressives de l'oxy- 

gène" tels le radical hydroxyle(OH') et l'oxygène singulet (0:) 

a) MiAine en hidence e-t yuanCL&LcaZLon : 

Les activites peroxydases sont mesurées avec le gaFaco1 

en tant que substrat donneur d'hydrogène. Sous l'action de la peroxydase, 

en présence d'H202, cet o-méthoxyphénol donne naissance aux diméthoxybi- _ 

phénoquinones de couleur rouge caractéristique. 

6 J len ac;tiv.Ltti pmoxydtiti du hfimeti : 

La figure 71 montre une cinétique typique des activités 

peroxydasessédimentables. Nous constatons : 

- des activités élevées, les extrêmes enregistrés (chez GTl) 

sont respectivement de 1,85 U.DO(470 ndmin 
-1 

. 50 1.11 
-1 sédiment et des 

minimadeO,15 U.DO.min -l 50 111-t séd. L'activité moyenne est de 0,78 f 

0,33 U.DO.min 
-1 

50 ~1 (72 échantillons analysés) ; 

- une cinétique linéaire immédiate (pas de temps de latente 

sur sédiment lavé) ; 

- une inflexion progressive de la cinétique en fin de réaction. 

Celle-ci peut être au moins partiellement restaurée par l'addition d'H202 

supplémentaire. Ce substrat est en effet rapidement épuisé par les actions 

conjointes des peroxydases et des catalases présentes dans le sédiment. 

La figure 47 confirme la localisation lutoïdique des peroxyda- 

ses sédimentables. 

c) L~A activiZ& pnoxydti~ du cytono-t : 

Les cinétiques présentées dans la figure 72 permettent de 

constater : 

- la présence d'un temps de latente à l'apparition du dimbtho- 

xybiphéno-quinone coloré. Celui-ci est proportionnel a la quantité d'ex- 

trait cytosolique brut ajouté dans le milieu réactionnel ; 

- une cinétique de type sigmoïdal dont la pente au point 

d'inflexion est proportionnelle à la quantité de sérum cytosolique (enzyme) 

ajoutée ; 

- l'absence de nouveau temps de latente, lorsque, ayant atteint 

la zone d'infléchissement de la cinétique initiale (pénurie d'H202), l'eau 

oxygénée est rajoutée. 
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Figure 74 : EFFET DE L'ACIDE ASCORBIQUE EXOGENE SUR LA PEROXYDATION 

ENZYMATIQUE DU GAÏACOL. 

Les expériences sont réalisées avec des quantités identiques se sérum 
lutoïdique. Le temps de latente est proportionnel à la concentration en 
acide ascorbique exogène dans le milieu. 
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Figure 75 : EFFETS DE LA CONCENTRATION EN ACIDE ASCORBIQUE EXOGENE SUR 

LE TEMPS DE LATENCE ET L!ACTIVITE PEROXYDASE LUTOIDIQUE. 

Latenke avec 50 ~1 (@> et 100 ~1 (*> de sérum lutoi'dique 
Activité résiduelle (0) avec 50 ~1 de sérum lutoïdique 



435 

Ainsi, tout se passe comme si la "substance" provoquant le 

temps de latente avait 6té totalement épuisée en début de cinétique. 

L'identification de la (des) substance(s) responsablesde ce temps de 

latente est rapportée dans le paragraphe "c" (inhibiteurs) de ce chapitre. 

dl ELe&ophotciW : 

Seuls les électrophorégrammes effectués sur gel d'amidon, 

les plus fiables,sont reproduits dans la figure 73. On constate : 

- dans le sérum lutoïdique la présence de 4 isozymes "d'inten- 

sité" équivalente, à caractère anodique (+ une tâche floue de faible in- 

tensité), ainsi que 3 isozymes, à forte activité, cathodiques; 

- dans le sérum cytosolique la présence d'une isozyme également 

très active, à caractère anodique et à forte mobilité électrophorétiquo, 

ainsi que d'une bande extrêmement fine et intense (anodique) (aucune bande 

cathodique n'est décelable). 

el Tnhibition du paoxydtiu du &ztex : 

On distingue les inhibiteurs "indirects", qui ne semblent 

que peu ou pas agir sur l'enzyme elle-même, et les "inhibiteurs vrais", 

agissant directement au niveau de l'activité enzymatique. 

- Les inhibiteurs"indirects": ce sont en fait des antioxydants --------------m-------s- 
qui agissent sur les produits d'oxydation (ou de peroxydation) : 

+ l'acide ascorbique à faible concentration n'affecte pas 

très fortement l'activité de l'enzyme (figure 74 et 75). 

Par contre, à concentration constante en peroxydase, le 

temps de latente (apparition du produit coloré) augmente 

proportionnellement avec la concentration d'acide ascor- 

bique ajouté dans le milieu. Ce temps de latente dépend à 

la fois de la concentration en acide ascorbique et de la 

quantité d'enzyme présente (figure 75). Ainsi, à même con- 

centration en ascorbate dans le milieu, si l'on ajoute une 

quantité double de peroxydase, nous constatons une diminu- 

tion d'un facteur 2 du temps de latente. Ce phénomène indi- 

que que l'acide ascorbique est consommé. A plus fortes con- 

centrations, l'acide ascorbique provoque une inhibition 

significative de l'enzyme (52 % d'inhibition en présence 

d'.acide ascorbique 4 mM T ; figure 75). 
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L'acide ascorbique retarde donc l'apparition de quinones toxi- 

ques et, de ce fait, sans toutefois inhiber très fortement les activités 

peroxydases, inhibe indirectement l'action potentiellement toxique de 

ces enzymes. 

Divers autres anti-oxydants (reducteurs) ont été testés 

(tableau 43). 

anti-oxydant concentration latente (sec.) activité peroxydase 
(A Vm) 

néant 2 100 

d-tocopherols 10 pg.ml -1 13 89 

20 pg.ml -1 29 83 

50 ug.ml -1 68 79 

‘glutathion (SH) 1 mM 58 32 

cystéine 1mM 50 58 

DIECA 1mM 47 48 

Tableau 43 -- : Effets de différents anti-oxydants sur les activités pero- 
xydases lutoîdiques du latex. 

+ Les ci-tocophérols jouent un rôle similaire à celui de 1' 

ascorbate : ils affectent peu l'activité enzymatique, mais retardent 

également considérablement l'apparition des quinones colorées (tableau 

41). 

+ Les composés thiols tels le glutathion et la cystéine mon- 

trent une double action : à concentrations physiologiques ils inhibent 

efficacement l'activité peroxydase (68 % d'inhibition pour GSH 1 mM) et 

augmentent le temps de latente. Cependant les composés thiols se montrent 

moins efficaces pour retarder l'apparition du produit de peroxydation 

coloré que les anti-oxydants comme les vitamines C et E. (Figure 74 et - - 

75 ; Tableau 43). 

+ Le DIECA, semble plus agir sur la rbaction par l'intermediaire 

de son pouvoir réducteur, que par sa capacité à piéger sélectivement un 

eventuel cation divalent nécessaire à l'activité enzymatique. Il montre 

en effet une action du même type que celle mise en évidence pour les com- 

~OS& thiols (temps de latente et inhibition partielle). 



437 

- Les inhibiteurs "'vrais" : ils sont supposés agir directement au niveau _-_-------------w----v 

de l'activité enzymatique &W&L Akn~C~O : 

inhibiteurs 

néant 

PCMB 

NEM 

NaN3 

KCN 

concentration latente (sec.) activité peroxydase 
6nM) résiduelle (% Vmax) 

2 100 

091 2 80 
095 1 78 
0,5 2 85 

0,5 2 69 

130 2 22 
2,o 2 8 

Tableau 42 : Effets de quelques inhibiteurs sur les activités peroxydases 
lutoïdiques du latex. 

Les peroxydases lutoïdiques sont extrêmement peu sensibles aux 

réactifs des groupements thiols et à l'azoturé de soklium. Comme de nom- 

breuses peroxydases elles sont par contre inhibées fortement par le 

cyanure dès 1 mM (tableau 44). 

dl Conctfuionh : 

Nous confirmons ici l'existence d'activites peroxydases au 

sein des compartiments cytosolique et vacuolaire du latex (TATA et EDWIN, 

1970 ; COUPÉ et 0x. 1972). 

Les peroxydases participent à l'elimination de l'eau oxygé- 

née engendrée (accidentellement ou non) par diverses activités enzymati- 

ques rédox. Elles limitent donc son accumulation dans le milieu, et di- 

minuent ainsi les probabilités de l'apparition des formes les plus agres- 

sives de l'oxygène (OH' et 0:) (réactions de FENTON et d'HABER-WEISS). 

Ce rôle détoxifiant des peroxydases est pleinement assuré dans la mesure 

où le milieu cellulaire contient des teneurs suffisamment élevées en anti- 

oxydants (réducteurs). Ces derniers retardent en effet l'apparition des 

formes quinoniques et de leurs produits de condensation (mélanines, tan- 

nins...), également toxiques, engendrées normalement par les activités 

peroxydases. 
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Figure 76 : ACTIVITES GLUTATHION PEROXYDASES CYTOSOLIQUE ET SEDIMENTABLE DU LATEX. 

Les activités glutathion peroxydases du sédiment ou du cytosol (ultrafiltré ("U.F.") ou non) ont été testées 
dans un tampon phosphate 25 mM à pH 6,8 contenant du glutathion réduit (GSH) 2 mM, en présence de tertiobutyl- 
hydroperoxyde (100 uM> (cinétiques A) ou d'eau oxydénée (500 PM) (cinétiques B) en tant que substrats donneurs 
d'électrons. On a ajouté 100 1.11 de sérum cytosolique ou lutoïdique pour 3 ml de milieu réactionnel. 
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A.4 - ACTIVITES GLUTATfiTON PEROXYVASES : 

Contrairement aux activités catalases et peroxydases, les acti- 

vités glutathion peroxydases (GSH perox.) présentent l'avantage d'utili- 

ser les peroxydes organiques, tels que les produits de la dégradation 

peroxydative des acides gras insaturés, comme substrats donneurs d'élec- 

trons. 

En effet l'oxydation des structures insaturées par les formes 

toxiques de l'oxygène (0; ; OH' ; O:...) aboutit à la libération de fonc- 

tions peroxydes organiques (ROOH) susceptibles d'amorcer des réactioons 

peroxydatives en chaînes. 

Le système détoxifiant GSH peroxydase catalyse la réduction des 

peroxydes organiques par le glutathion, évitant la propagation de la 

réaction : 

GSH Perox. 
ROOH + 2 GSH pb GSSG + ROH + H20 

La figure 76 (a) montre l'existence d'activités glutathion 

peroxydasesdans le latex, en utilisant le tertio-butyl-hydroperoxyde 

comme substrat. Cette activité est essentiellement localisée dans le 

cytosol. La faible activité sédimentable est probablement le fait d'une 

contamination par l'enzyme cytosolique adsorbée sur les structures mem- 

branaires du latex. L'expérience témoin réalisée avec du cytosol dépro- 

téinisé par ultrafiltration (PM.lO) montre une légère activité résiduelle. 

Cette dernière est probablement due à la peroxydation non enzymatique du 

glutathion en présence de peroxydes organiques. 

Des expériences analogues, dans lesquelles le t-butyl-hydro- 

peroxyde était remplacé par 1'H202 comme substrat donneur d'électrons 

(figure 76-b), ne nous ont pas permis de distinguer d'une manière irré- 

futable, une activité enzymatique utilisant 1'H202, de la peroxydation 

non enzymatique du GSH en présence de ce substrat. 

CU nbW p~metieti néaMmoiti de meA% en hidence le 

nôRe dtioxi&ianX dhec;t du gRu;taRkion. Ce tckductewr e.~nt en e8@t capable 

de pikget napidement, e.t de dqon non enzymaL+e, .fZ’ea,u oxygknée phxn- 

;te dam Re milieu. 

La présence, au sein du latex, d'une glutathion peroxydase cy- 

tosolique, utilisant les peroxydes organiques (t-Bu) et accessoirement 

H2°2' s'avère d'un intérêt capital dans les mécanismes de détoxification. 
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Figure 77 : MISE EN EVIDENCE D'UNE ACTIVITE GLYOXALASE 1 DANS LE CYTOSOL 

DU LATEX. 

Dix 1.11 de cytosol du latex ont été injectés dans un milieu tamponné à 
pH 6,8 (tampon phosphate 50 mM) contenant du glutathion réduit 2 mM. La 
réaction est initiée par l'addition de methyl glyoxal (45 PM final envi- 
ron>. L'apparition du S-lactoyl glutathion est détectée spectrophotomé- 
triquement à 240 nm, contre un témoin sans cytosol. 
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Elle permet en particulier de détoxifier les hydroperoxydes organiques 

formés lors de l'interaction des formes ultra-toxiques de l'oxygène 

(OH',O; . ..> avec‘les structures moléculaires insaturées. On pense 

avant tout aux lipides insaturés membranaires, et,dans le cas particulier 

du latex, aux doubles liaisons des molécules de &-poly-isoprène (caout- 

chouc). 

Rappelons que le bon fonctionnement de cette enzyme nécessite 

un tumover suffisant du glutathion réduit. Le recyclage de ce cofacteur 

sous sa forme réduite active sera abordé dans un paragraphe ultérieur. 

A.5 - LES GLYOXALASES : 

Ces enzymes catalysent la détoxification des P-cétoaldéhydes. 

Ces substrats(2-cétoaldéhydes) résultent de l'oxydation puis hydratation 

des fonctions styrènes (R-CH=CH2) en glycol (R-CHOH-CH20H), suivies d'une 

déshydrogénation par une alcool déshydrogénase (MANNERVIK, 1980). L'oxy- 

dation initiale peut résulter de l'interaction des formes agressives de 

1'02 avec les structures insaturées. Les 2-cétoaldéhydeslibérés sont des 

électrophiles présentant de fortes activités cytotoxiques (FRENCH et 

FREEDLANDER, 1958). 

Le rdle essentiellement détoxifiant du système glyoxalase est 

joué par la glyoxalase 1 (~NERvICK, 19801, qui catalyse en présence de 

glutathion réduit la formation d'un thioester du glutathion, selon la 

réaction : 

R-CO-CH0 + GSH (glyoxalase 1) )R-CHOH-CO-SG 

dont le produit ne présente aucune toxicité vis-à-vis des structures 

biologiques. 

Une deuxième étape, catalysée par la glyoxalase II, recycle 

sous forme réduite le glutathion utilisé par la glyoxalase 1, et liber-e 

un acide fort (RACKER, 1952) : 

R-CHOH-CO-SG + H20 
(glyoxalase II) 

)R-CHOH-COOH + GSH 

L'apparition de S-lactoyl-glutathion lorsque quelques 1.11 de 

cytosol du latex sontmis en présence de GSH et de méthylglyoxal (figure 

77) montre l'existence d'une activité glyoxalase 1 (RACKER, 1952). La 

pente initiale de la cinétique est linéaire pendant 2 minutes environ. 

L'infléchissement progressif de la cinétique peut être attribuable à une 
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activité glyoxalase II, métabolisant le produit de la réaction I (glyo- 

xalase 1). 

Le role physiologique de ce système enzymatique demeure obscur, 

essentiellement à cause d'une relative méconnaissance des précurseurs mé- 

taboliques susceptibles de donner naissance aux cétoaldéhydes dans les 

milieux cellulaires (MANNERVIK, 1980). Notons, à ce titre, que chez les 

végétaux, la double liaison des molécules d'éthylène peut constituera 

p&,&i, une cible d'interaction avec les formes réactives de l'oxygène et 

constituer de ce fait un précurseur possible du glyoxal, l'un des substrats 

du système glyoxalase. Rappelons B ce propos que l'oxyde d'éthylène, un 

intermédiaire obligatoire de l'éventuelle action de l'éthylène avec cer- 

taines formes agressives de 1'02, a été mis en évidence par JERRIE et 

HALL (1978) comme l'un des produits principaux du métabolisme de l'éthy- 

lène exogène chez Vicia @a. 

Quoiqu'il en soit, la présence de ce système enzymatique dans 

le cytosol du latex (nous n'avons pas détecté d'activité glyoxalase 1 

dans le sédiment), assure une protection du contenu laticifère en cas 

d'une libération de ce type d'électrophile toxique, suite CI l'émission 

de formes agressives de l'oxygène. 

Insistons enfin sur le fait que, dans la mesure ou le système 

est présent dans son intégralité (glyoxalase 1 et II), cette chaîne dé- 

toxifiante ne consomme globalement pas de glutathion. Celui-ci est en 

effet recyclé sous sa forme réduite, au cours de la réaction II. 

B - LES PROTECTEURS CHIMIQUES “ANTIOXYDANTZ? 

Ce sont des composés chimiques naturels, généralement réduc- 

teurs,caractérisés par un potentiel rédox compatible avec la capture des 

électrcns des différentes formes toxiques de l'oxygène. 

L'oxydation de ces protècteurs a l'intérieur de la cellule, 

posecependant le probleme de leur régénération, ou de leur recyclage sous 

leur forme réduite. Ce recyclage peut être assuré par des chaînes d'oxy- 

doreduction, enzymatiques ou non, considérées de ce fait elles-mêmes, 

comme des systèmes "protecteurs" (indirects). 
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13.1 - L’ACIPE ASCORBIQUE : 

Les analyses portant sur le latex de 70 arbres (clône GTl) mon- 

trent que les concentrations moyennes en acide ascorbique réduit cytosoli- 

que sont situées autour de 3,3 1 0,6 mM avec des minima de 2,2 et des 

maxima enregistrées de l'ordre de 4,S mM. 

Le sérum lutoïdique ne contient pratiquement pas d'acide 

ascorbique, du moins sous forme réduite. 

b) Rôkk pnotectewr : 

L'acide ascorbique est un réducteur puissant capable de 

réduire nombre de substances oxydées à caractere toxique, et en particu- 

lier les quinones et les oxyflavones libérées par les activités phénolo- 

xydases et peroxydases largement répandues dans le monde végétal. 

Nous avons en particulier vérifié ce pouvoir détoxiiiant 

de l'zicide ascorbique, vis-à-vis des produits d'oxydation de la dihydro- 

xyphényl-alanine (DOPA), substrat des polyphénoloxidases du latex. 

Pour ce faire, nous avons mesuré les activités polyphéno- 

loxydases selon deux méthodes différentes : en suivant à l'oxygraphe la 

consommation d'0 
2 

en présence de DOPA d'une part, et en détectant spec- 

trophotométriquement (DO470 nm) l'apparition du produit d'oxydation co- 

loré (rouge). 

En absence d'acide ascorbique exogène (figure 78), l'addi- 

tion de sérum du sédiment (100 p1/3ml) induit l'apparition immédiate de 

la couleur rouge caractéristique d'une émission de quinones oxydées. On 

constate parallèlement une consommation importante d'oxygène, linéaire 

en début de cinétique. 

L'addition d'ascorbate (100 pM final) entraîne une décolo- 

ration immédiate du milieu reactionnel (totale en 1 minute environ) tra- 

duisant la réduction des quinones précédemment émises par l'activité po- 

lyphénol oxydase. On constate par contre que la consommation d'oxygène 

se poursuit et semble même s'accélérer. Si l'acide ascorbique est ajouté 

avant la DOPA, l'addition du sérum du sédiment n'induit qu'use très faible 

consommation d'0 2. Ce résultat traduit l'absence virtuelle d'ascorbate oxy- 

dase dans l'extrait (ou une très faible activité). L'introduction de DOPA 

dans le milieu provoque une consommation intense d'oxygène due à l'activité 

PPox, alors que le milieu reste incolore dans un premier temps. La coloration 

rouge ne débute qu'après un temps de latente (environ 2 minutes dans nos con- 

ditions expérimentales) proportionnel à la quantité d'ascorbate initialement 

présent. 
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Figure 78 : EFFETS DE L'ACIDE ASCORBIQLJE SUR LA CONSOMMATION D'O2 EN 

PRESENCE DE DOPA ET SUR L'APPARITION DES PRODUITS D'OXYDATION COLORES 

DE LA DOPA, PAR LE SERUM DU SEDIMENT DU LATEX. 

On a injecté 100 pl de sérum du sédiment dans 3 ml de tampon cacodylate 
100 mM à pH 6;0 contenant du CaC17 (5 mM) et de la DOPA (1 mM). L'acide 

- ascorbique est 0,l mM final. 

5 10 15 20 25 minutes 

Figure 79 : REDUCTION NON ENZYMATIQUE DU DEHYDROASCORBATE PAR LE CYTOSOL 

DU LATEX DEPROTEINISE PAR ULTRAFILTRATION. EFFET D'UN APPORT DE CYSTEINE 

OU DE GLUTATHION REDUITS. 

La réduction du déhydroascorbate est initiée par l'addition de 2 ml de 
cytosol (HP) à 2 ml d'une solution de déhydroascorbate 2 mM. L'appari- 
tion de l'ascorbate réduit est dosé ponctuellement sur des prélèvements 
du mélange, à l'oxygraphe, en présence d'ascorbate oxydase du commerce. 
Après 15 minutes d'incubation, on ajoute de la cysteine ou du glutathion 
réduit 2 mM final. 

25 
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Ces expériences montrent que l'acide ascorbique n'inhibe 

pas les activités polyphénoloxydases en tant que telles. Ce réducteur 

retarde l'apparition des produits d'oxydation coloré, en les recyclant 

immédiatement et non enzymatiquement sous leur forme réduite non toxique. 

Ces résultats confirment le rôle direct de l'acide ascor- 

bique dans la détoxification des fonctions quinoniques toxiques résultant 

des activités polyphénol oxydases et peroxydases. Ce réducteur participe 

donc indirectement à l'élimination des formes toxiques de 1'02 (H202 et 

QO'), et de l'excès d'oxygène dissous dans le milieu par l'intermédiaire 

des activités polyphénol oxydases. 

cl Régh?mkion de L1acide ticonbiyue : 

En présence même de tracesd'02,et des activités oxydases 

qui en découlent, l'acide ascorbique présent dans le milieu doit être pro- 

bablement rapidement oxydé. Il est donc nécessaire que son recyclage, 

sous forme réduite active, soit assuré en permanence. 

- Réduction non enzymatique du déhydroascorbate Par le cytosol du latex : ---------v--e---- ____ __--_____ _______-_-__- -----me ----e-s_--_--- 

Le cytosol du latex, déprotéinisé par ultrafiltration (PM 10) 

est capable de réduire chimiquement une solution de déhydroascorbate. 

Dans le cas de la figure 79, l'additionde filtrat de cytosol provenant 

d'un arbre haut-producteur(ascorbate 4,l mM et thiols réduits 3,4 mM 

endogènes) réduit non enzymatiquement environ 65 % d'une solution d'acide 

déhydroascorbique exogène 2 mM B pH 6,5 en moins de 15 minutes. L'addi- 

tion ultérieure de cystéine aboutit à la réduction complète du déhydro- 

ascorbate exogène en moins de 12 minutes. L'addition de glutathion ré- 

duit est beaucoup moins efficace. 

La réduction non enzymatique du déhydroascorbate par le cys- 

téine a également été mentionnée par YAMAGUCHI et JOCELYN (1951). Selon 

ces auteurs cette réaction interférerait fortement dans le dosage de la 

déhydroascorbate réductase. 

- Réduction enzymatique du déhydroascorbate ? --_---------- ---- _-------_ -___-------- 

Des activités déhydroascorbate réductase dépendante du gluta- 

thion ont été mises en évidence dans de nombreux tissus végétaux (CROOK, 

1941 ; COLUMBICK et MATILL, 1941 ; BUDKIN, 1943...). Cette enzyme cata- 

lyse la réaction : 
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déhydroascorbate + 2 GSH 
(dhA. red.) 

b GSSG + ascorbate 

La forte interférence due à la présence d'une quantité élevée 

de substance réductrice dans le cytosol, ne nous a pas permis de carac- 

tériser d'une façon catégorique la présence d'une déhydroascorbate réduc- 

tase dans le cytosol du latex. L'enzyme n'existe pas dans les organites 

sédimentables du latex. 

cl ConcXuGokz : 

En retardant l'apparition de quinones toxiques, sans toute- 

fois fortement inhiber les activités phénoloxydases et peroxydases, l'a- 

cide ascorbique inhibe indirectement l'action potentiellement toxique 

de ces enzymes. Dans la mesure où la concentration en réducteurs est 

suffisante dans le milieu, on peut considérer que les activités polyphé- 

noloxydases et peroxydases assurent un role detoxifiant, en soustrayant 

les excès d'02 et surtout d'H202 endogènes, potentiellement très toxiques 

pour les structures cellulaires. 

Nous n'avons pas pu mettre en évidence d'activité déhydroas- 

corbate réductase au sein du latex. Cependant, la réduction chimique du 

déhydroascorbkte par les composés réducteurs (thiols) du cytosol peut 

assurer un recyclage permanent de l'acide ascorbique. Cette assertion 

repose avant tout sur l'existence de réductase capable de régénérer les 

thiols eux-mêmes sous leur forme réduite active, au sein du latex. 

8.2 - LES COMPOSES THIOLS REDUlTS : 

a) Mi&? en évidence c.t quanZ$icaLLon danfi Le latex : 

La présence et la composition d'un pool de composés thiols 

de bas poids moléculaire au sein du latex a été décrite par Mc MULLEN 

(1960). Nous avons pu confirmer, par chromatographie, la présence de 

quantités notables de glutathion, de traces de cystéine et de son dérivé 

l'acide Cyst&ique. D'autres spots répondant positivement aux divers réac- 

tifs des thiols n'ont pu être identifiés (non montré ici). 

L'analyse de 70 extraits de latex (cloneGT1) nous a permis 

de déterminer une concentration moyenne en thiols réduits dans le cytosol 

de 2,2 + 0,5 mM. Nous avons enregistré des maxima avoisinant 3,7 mM et 

des minima de 1,2 mM. 
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Le sérum intralutoïdique ne contient que très peu de compo- 

sés thiols réduits. Leur concentration est toujours inferieure à 0,25 mM. 

6) Rôle pmteetewr : 

Le rôle détoxifiant des composés thiols rbduits a été lar- 

gement abordé dans les paragraphes concernant la mise en évidence des 

activités glutathion peroxydase et glyoxalase dans le cytosol du latex. 

Son rôle protecteur direct, par voie non enzymatique, a 

également été abordé. Il concerne essentiellement la réduction chimique 

de l'acide déhydroascorbique, l'inhibition partielle des activités pero- 

xydases du latex, et enfin la réductionanon enzymatique des composés 
. . , phenoliques oxydes, potentiellement toxiques. 

Enfin, le rôle détoxifiant direct du glutathion vis-à-vis 

de l'eau oxygenée a également été discuté lors de la mise en évidence 

d'une activité glutathion peroxydase cytosolique (figure 76). Nous avons 

en effet pu montrer que le glutathion réduit peut se comporter comme un 

véritable piège B H202. Il évite ainsi son accumulation, et l'emission 

potentielle de radicaux hydroxyleset d'oxygène singulet résultant de 

l'interaction d'H202 avec d'autres formes toxiques de 1'02 (réactions de 

FENTON et d'HABER-WEISS). 

cl Recy&.ge du g,&tathion noti na donme nédu& i g,tTuhthion 

n6ductanel : 
Le rôle de première importance joué par le glutathion dans 

les processus de detoxification enzymatique et non enzymatique des for- 

mes agressives de l'oxygène, pose le problème fondamental de sa synthèse 

et surtout de sa regenération sous forme réduite active. Nous aborderons 

ici uniquement ce dernier point. 

+ Mise en évidence d'une activité glutathion réductase dans le ___--_--____________------------ -_-__-_-----__------------- 

latex : --w-e 

Le cytosol laticifère catalyse la réduction du glutathion 

oxydé (GSSG) en présence de NADPH ou de NADH (figure 80). Cette activité 

thermolabile (non montré ici) rend compte de la présence d'une glutathion 

réductase, utilisant le NAD(P)H dans le cytosol du latex. A concentration 

égale en cofacteur réduit (1 mM), la glutathion réductase cytosolique est 

environ 15 fois plus active avec le NADPH comme substrat qu'en présence 

de son homologue non phosphorylé (NADH). 
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Figure 80 :MISE EN EVIDENCE 

D'UNE ACTIVITE GLUTATHION 

REDUCTASE DANS LE CYTOSOL. 

(tampon phosphate 50 mM ; 
pH 6,8; NADPH 0,5 mM et NADH 
2 mM) 

SEDIMENT (us.) 
, ’ l 

;+>- 
+++ 

f ! 
+ _ --_- +-l-+-l- +*+ + 

NADH NADPH NADPH NADH 
1 l 

I 
I +GSSG 
I 
I 1 

glutathion-réductase + NAD(P)H oxydase 

.~ 

ffff 
+++ 
+ 

NADIPIH 

(seul) 

Figure 81 : MISE EN EVIDENCE ELECTROPHORETIQUE DES ACTIVITES GLUTATHION 

REDUCTASES DEPENDANTES DU NAD(P)H DANS LE CYTOSOL ET LE SEDIMENT DU LA- 

TEX. 

Electrophorèses sur gel de polyacrylamide réalisées à partir de 15 pl 
de cytosol ou de sédiment lavé et soniqué. La révélation des activités 
en présence et en absence de GSSG (2 mM) permet de différencier les ac- 
tivités glutathion réductases dépendantes du NAD(P)H, des activités 
NAD(P)H déshydrogénases ("rien réductases"). 
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Il existe également une activité glutathion réductase utili- 

sant le NADPH au niveau des organites sédimentables du latex. Elle reste 

toujours détectable après trois lavages successifs du sédiment par un 

tampon isotonique contenant du NC1 100 mM, mais elle est environ 20 fois 

moins active que l'enzyme soluble dans le cytosol. 

+ Mise en évidence électroEhorétique : ___---____-_______-_____ ------ -- 

Les électrophorèses sur gel de polyacrylamide (figure 81) 

montrent l'existence d'une seule glutathion réductase utilisant préfé- 

rentiellement la NADPH, commune aux deux compartiments. La révélation 

des zymogrammes en présence et en absence de glutathion oxydé (GSSG) 

permet de différencier sans équivoque les activités NAD(P)H déshydrogé- 

nases ("nothing réductase", NAD(P)H oxydase) des activités glutathion 

réductases, dans les deux compartiments. La mobilité électrophorétique 

similaire des "isozymes" cytosoliques et sédimentables, conforte l'hypo- 

thèse d'une contamination des organites du latex par une forte adsorption 

de la glutathion réductase cytosolique sur les structures membranaires. 

Cette adsorption probable de l'enzyme sur les structures membranaires 

peut d'ailleurs être significative du rôle protecteur physiologique de 

la glutathion réductase, vis-à-vis des lipides insaturés membranaires, 

cibles privilégiées des formes agressives de l'oxygène. 

dl Conek’bion~ e-t dincunnion : 

Les composés thiols, et en particulier le glutathion, jouent 

un rôle central dans les processus de détoxification enzymatique OU mn, 

de nombreuses formes agressives de l'oxygène ou de leurs dérivés (OH' 

H202, hydroperoxydes organiques , quinones et semi-quinones, déhydroascor- 

bate,... ). Tres sollicité dans ces processus de détoxification cellulaire, 

le glutathion est recyclé normalement en permanence sous sa forme réduite 

active, grâce à une activité glùtathion réductase cytosolique, utilisant 

préférentiellement le NADPH. Cette enzyme a été récemment purifiée et 

partiellement caractérisée (PREVOT & d. 1984). Elle catalyse irréversi- 

blement la réduction du GSSG en GSH. Elle fonctionne effectivement essen- 

tiellement avec le NADPH comme cofacteur, et son substrat, le GSSG est très 

spécifique. Dans la zone physiologique du pH physiologique (6,6 à 7,4), 

le Km de l'enzyme varie respectivement de 15 à 6 pM pour le NADPH, entre 

7,5 et 8,0. Cette enzyme peut avoir un rôle important en ce qui 
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concerne la physiologie des laticifères. En effet, le GSH qu'elle régénère 

tient une place essentielle dans la protection des membranes subcellulai- 

res contre les phénomènes d'oxydation pouvant se produire in &.&A.. 

8.3 - LES COMPOSES PtfENOLZ~UES : 

Ces composés réducteurs, abondamment réprésentés chez les 

végétaux, sont le substrat de deux enzymes : les polyphénols oxydases 

et les peroxydases. Ils participent donc indirectement au piégeage et 

à l'élimination de tout excès dl0 
2 

et surtout d'H 0 dans le milieu 
22 

cellulaire, évitant ainsi l'apparition des formes radicalaires les plus 

toxiques de l'oxygène. On peut considérer, en première approximation, 

que leur rôle protecteur sera efficient dans la mesure ou les quinones 

(ou leurs produits de condensation) potentiellement toxiques résultant 

de leur oxydation, pourront être elles-mêmes détoxifiées grâce à l'action 

de réducteurschimiques endogènes puissants (ascorbate + RSH, essentiel- 

lement). 

Les composés phénoliques du latex ont fait l'objet d'études 

antérieures (CRETIN, 1979 ; HANOWERct &. 19799. Leur concentration 

dans le latex est extr8mement variable. Elle dépend du cycle saisonnier, 

du mode d'exploitation des arbres, et des individus eux-mêmes. On peut 

trouver de 160 B 1100 vg d"'équivalents noyau phénolique" totaux par 

ml de latex, ce qui correspond à des concentrations s'étalant entre 1,7 

et 11,7 mM. 

Rappelons par ailleurs que les valeurs minima et maxima de la 

somme (ascorbate + RSH) cytosolique sont respectivement de 3,5 à 8,4 mM 

dans le latex. 

On peut admettre ainsi que la somme (phénols + ascorbate + RSH) 

constitue, dans la phase aqueuse du latex, une "réserve d'hydrogène" recy- 

clable, et donc l'essentiel du pouvoir réducteur, susceptible d'assurer 

une protection efficace des laticifères vis-à-vis de certaines formes 

agressives de l'oxygène (H202; 0; ; QO*). Cependant, si le rapport (phé- 

nols totaux)/(ascorbate + RSH) est supérieur à l'unité, c'est-à-dire, si 

les composés phénoliques se trouventen excès par rapport à la concentra- 

tion en réducteurs forts, les composés quinoniques, alors non réductibles, 

sont susceptibles de jouer un rôle éminemment toxique vis-à-vis des struc- 

tures biologiques (dénaturation et agglutination des protéines,...). Cette 

situation sera essentiellement réalisée dans le cas de latex se caractéri- 

sant par de très fortes activités oxydases et peroxydases. 
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8.4 - LES TOCOPffEROLS ET LES TOCOTRTENOLS DANS LE LATEX : 

Les tocophérols et tocotriénols sont des antioxydants puissants, 

mais ils sont également très labiles car ils constituent des cibles privi- 

légiées pour les formes les plus toxiques de l'oxygène (NISHIKIMI ti de. 

1980 ; Mc CAY & &. 1971). Leur rôle capteur des anions superoxydes 

a d'ailleurs été vérifié dans nos conditions expérimentales (tableau 32 9. 

Dans le latex, les tocophérols et tocotriénols sont essentiel- 

lement localisés à la périphérie des particules de caoutchouc (DUNPHY d 

al. 1965 ; WHITTLE et &. 1966). Cette localisation paraît très signifi- 

cative lorsque l'on sait que le caoutchouc naturel est en fait un polymè‘re 

de Gin-polyisoprène. Ses doubles liaisons, comme celles des 

polyènes analogues, sont susceptibles d'être oxydées puis rompues en 

présence de radicaux libres ou d'oxygène singulet (BATEMAN, 1946 ; LEONG 

et d. 1976). 

On peut concevoir en l'occurrencequ'une activation des systè- 

mes générateurs d'oxygène toxique (NADH oxydase...) associée à une dimi- 

nution des activités protectrices (enzymatiques ou non), puisse engendrer 

une dégradation peroxydative partielle des chaînes de polyisoprène, in 

A&!&. Une telle attaque peroxydative des doubles liaisons du polyisoprène 

peut se répercuter sur les propriétés technologiques de caoutchouc (vis- 

cosité, plasticité et PRI), qui de ce fait seraient prédéterminées & 

&&L (HANOWER e.2 u.X. 19809. 

Une partie des tocophérols et tocotriénols est également loca- 

lisée au niveau des organites sédimentables du latex (ARCHER et al. 1969). 

Ils doivent dans ce cas assurer une protection efficace des lipides membra- 

naires contre les éventuelles agressions peroxydatives. 

C - LES PROTECTEURS DU LATEX : DISCUSSION ET CONCLUSION 

Le latex contient donc tout un "arsenal", enzymatique et non 

enzymatique, capable d'assurer une détoxification efficace vis-à-vis des 

formes toxiques de l'oxygène, libérées par l'activité NAD(P)H oxydase lu- 

toïdique. 

La planche V illustre comment l'enchainement des diverses acti- 

vités enzymatiques protectrices remplit ce rôle. Dans ce schéma, les "voies 

horizontales" correspondent aux "voies peroxydatives toxiques", aboutissant 

à la dégradation de la plupart des structures biologiques (lipides insatu- 

rés, acides nucléiques, protéines,...). Les "voies verticales" correspon- 

dent aux mécanismes protecteurs. 
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La Premiere "ligne de défense" est assurée par les activités 

superoxydes dismutases. Elles évitent, entre autres, l'accumulation des 

superoxydes, qui, par interaction, peuvent libérer 0: (très toxique). En 

"deuxième ligne", les activités catalases, peroxydases non spécifiques et 

glutathion peroxydases se partagent le rôle d'éliminer l'eau oxygénée li- 

bérée dans le milieu. Elles réduisent ainsi les probabilités d'interaction 

d'H202, et l'émission consécutive des formes les plus toxiques de l'oxygène 

(OH' et 0:). En dernière "ligne de défense", nécessaire seulement dans le 

cas où des structures insaturées ont malgré tout subi une attaque peroxy- 

dative, le glutathion peroxydase reste la seule enzyme capable d'empêcher 

la propagation de la réaction en chaîne. 

Ces voies enzymatiques spécialisées dans la protection des mi- 

lieux biologiques vis-à-vis des formes agressives de l'oxygène, sont dou- 

blées d'une defense "apparemment passive", correspondant aux actions direc- 

tes et indirectes des anti-oxydants, tels les &-tocophérols, et, dans une 

moindre mesure, les composés thiols réduits (glutathion) ainsi que l'acide 

ascorbique. Nous insisterons cependant sur le rôle central joué par le glu- 

tathion (GSH). Les schémas présentés dans la plance VI, résument l'inter- 

vention du GSH et de l'ascorbate dans la protection directe contre les 

agressions peroxydatives, et surtout, leur rôle essentiel dans les systèmes 

de recyclage de l'un des anti-oxydants des plus efficaces : lesd-tocophé- 

rols. Le recyclage de ces derniers reste sous la stricte dépendance du re- 

cyclage du glutathion lui-même sous sa forme réduite active, grâce à l'ac- 

tivité GSSG réductase dépendante du NADPH. A ce titre, la disponibilité 

en NADPH dans le latex doit jouer un rôle clé. 

Toutes les enzymes et les anti-oxydants nécessaires à une pro- 

tection efficace des structures biologiques contre des agressions peroxy- 

datives sont donc présentes dans le latex. La dégradation peroxydative des 

structures membranaires, in &..k, ne peut donc être initiée que dans la 

mesure où il s'établit un "déséquilibre" anormal, entre activités peroxy- 

datives toxiques et l'ensemble des activités protectrices au sein des la- 

ticiferes. 
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PLANCHE VI 

OXYOATlON-.+WlPtlÉRYL qUINON 

1% - TOGOPHÉROL] 

GLUTATHION PERQXYDASE GLUTATHION PERQXYOASE 

GLYOXALASES GLYOXALASES 

DÉHYDROASCORBATE RÉBUCTASE DÉHYDROASCORBATE RÉBUCTASE 

INHIBITION PEROXYBASE INHIBITION PEROXYBASE 

ASCORBATE ASCORBATE 

RECYCLAGE DES RECYCLAGE DES 

o(-TOGOPHERGLS o(-TOGOPHERGLS 

El DES PHENOLS El DES PHENOLS 

RÉDUCTION DIRECTE 

4 PIÉGEAGE / 

.PLANCHE VI : ROLES, INTERFERENCES ET SYSTEMES ASSUtiT LE RECYCLAGE, ENZYMATIQUE OU CHIMIQUE, DES 

ANTI-OXYDANTS (REDUCTEURS) BIOLOGIQUES 
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LES PROTECTEURS ENZYMATIQUES ET NON ENZYMATIQUES ---_-------------------------SS------------s--s- ---_-----------------------------em-s---------s- 

PRÉSENTS DANS LE LATEX FRAIS -----------------------s--s- -----------------------e--s- 

RESUME 

Le .i?a.tex con.Cent tout un “ah5enaP, enzymtiquc et non enzyma- 

tique, n~c~ptib.t?e d’tiawru e&jieaeement au p~oaktion vd-à-v& du don- 

rne,s toxiques de. L’oxygkne [CI~, if202, Off’,...), fibék~ pan R’activité. 

NAZI I P 1 fi otijdtic Ruto1diqu.e. 

Nous confirmons l'existence et rapportons quelques caractéris- 

tiques, des activités catalases et peroxydases au sein du latex. 

Nous mettons en évidence des activités superoxyde dismutases 

dans le cytosol et les lutoldes, ainsi que des activités glutathion iGSH) 

peroxydase, glutathion (GSSG) réductase à NADPH, et glyoxalase 1, locali- 

sées dans le cytosol du latex. Nous en rapportons également quelques carac- 

téristiques. 

Nous confirmons également la présence d'acide ascorbique et de 

thiols réduits (essentiellement sous forme de glutathion) dans la phase 

cytosolique du latex. Le rôle de ces anti-oxydants, associés aux tocophé- 

rols et aux composés phénoliques, est abordé en relation avec leur inci- 

dence dans les systèmes de détoxification du latex, vis-à-vis des formes 

les plus agressives de l'oxygène. Nous insistons particulièrement sur le 

rôle central joué par le glutathion. 

NOM en eoncluoti que. Ru diignadaation penoxydtive dti nrDruc;t~~~ 

membnanah~ in nLtu ne peti t.tte que Le né~nuRta,t de la mine en place d’un 

dé&iquiLLbne anonmat (iivwtueUement pa;thologiqueJ, wttc RU acLLviX& 

pctoxydtiven toxiquti iNAD [P)ti oxydtie .!Zu/to~d~q~, . . 1 et C’ enxwmble du 

ativith pnotetiice-l [wzymtiqu.~ et non enzymaLiqu~1 au nein du 

ce&lu ,tT.aLiei~ enen. 
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THE ENZYMATIC AND NON ENZYMATIC PROTECTIVE AGENTS ---------------_____~~~~----------------~~~~----~ ---------------_____~-~---------------~~~~~~---~~ 

IN THE FRESH LATEX __--_----------~-- ------------------ 

ABSTRACT 

The latex contains a whole enzymatic and non enzymatic system 

likely to protect itself effectively from the toxic forms of oxygen 

CO,, H202> OHO...) released by the lutoidic NAD(P)H oxidase activity. 

We confirm that the catalase and peroxidase activities exist 

within the latex and we give a few characteristics of them. 

We reveal some dismutase superoxide activities in the cytosol and 

the latex and we give a few characteristics of them. 

We reveal some dismutase superoxide activities in the cytosol and 

the lutoids as well as some glutathione (GSH), peroxidase, NADPH reduc- 

tase glutathione (GSSG) and glyoxalase 1 activities which are localized 

in the cytosol of the latex. We also give e few characteristics of them. 

We also confirm that the ascorbic acid and the reduced thiols 

(mainly in the form of glutathione) are present in the cytosolic phase 

of the latex. The role of these antioxidants ass0ciate.d with the toco- 

pherols and the phenolic compounds is studied as related to their in- 

fluence on the detoxifying systems of the latex as compared to the 

most aggressive forms of oxygen. We lay particular stress on the main 

role played by glutathione. 

We some to the conclusion that the peroxidative degradation of the 

in situ membrane structures cari result only from an abnormal imbalance 

(possibly pathological) between the toxic peroxidative activities 

(lutoidic NAD(P)H oxidase...) and the whole protective activities 

(enzymatic and non enzymatic) within the latex cells. 



DEUXIÈME PARTIE 

CHAPITRE IV 

DESTABILISATION PEROXYDATIVE DES MEMBRANES 

RELATIONS AVEC LA PRODUCTIVITE 

ET L'ETAT PHYSIOLOGIQUE DES LATICIFERES 

(ENCOCHES SECHES> 
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DESTAB 1 L 1 SAT 1 ON PEROXY DAT IVE DES MEMBRANES, RELAT 1 ONS AVEC 

LA PRODUCTIVITE ET L'ETAT PHYSIOLOGIQUE DES LATICIFERES 

(ENCOCHES SECHES) 

La productivité des hévéas dépend en premier lieu de la durée 

de l'écoulement du latex après la saignée. Cette durée d'écoulement est 

déterminée par le déclenchement plus ou moins précoce des processus con- 

duisant à la coagulation du latex sur l'encoche d'exploitation. A la li- 

mite, la coagulation peut être si précoce que le latex "perle" à peine 

lors de la saignée, et parfois même, ne s'écoule pas du tout, au moins 

sur une portion de l'encoche. Ces deux derniers cas correspondent au syn- 

drome de l'encoche sèche, bien connu en hévéaculture (cf. Introduction). 

Toutes les études menées jusqu'à ce jour montrent que & kk&'X 

ContiievLt, à t’e;tat ,tkakti, non phophe hgntème in;tenne de coag&tiOn.Les 

agents coagulants apparaissent tous être compartimentés à l'intérieur 

d'organites limitées par une membrane simple (lutoïdes) ou double (parti- 

cules de FREY-WYSSLING) (cf. Introduction). C’CZ& donc de ta &&.&i.k~k 

de CU membhane( que dépendrra La ph&coci;té de”l’initiaeina;tion”d~ pho- 

cennti condubay& à La coagulaCon du latex e.t X’obnhuction du &x.Cti- 

IgJLeA. 
Nous venons de mettre en évidence deux grands types de facteurs 

biochimiques susceptibles de jouer un rôle déterminant dans la stabilité 

des systèmes membranaires au sein du latex : 

x Des facteurs _---e------m- provoquant ---- la déstabilisation et la dégradation __-__-----------_--_-----~--~~~~ -------- 

des membranes biologiques. -_---..-----------m-- - --- Il s'agit essentiellement de la NAD(P)H oxydase 

lutoïdique, qui catalyse indirectement la dégradation des lipides insatu- 

rés membranaires par émission de formes toxiques de l'oxygène CO,, H202, 

OH' ,...>. On y associe dans une certaine mesure, les activités peroxyda- 

ses, dont l'activité peut libérer, dans certaines conditions, des quino- 

nes toxiques QO* ou leurs produits de condensation agglutinants. 

x Des facteurs "protecteurs" des structures membraoaires. Cette 

protection est assurée avant tout par l'activité de certaines enzymes dé- 

toxifiantes, telles les catalases et les superoxyde dismutases. Elle est 

également assurée par des réducteurs chimiques cytosoliques comme les 
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composés thiols réduits, l'acide ascorbique, les tocopherols,... 

Nous avons analyse un certain nombre de ces caractéristiques 

biochimiques au sein du latex. la motiva.tion de cti avu&hcs ut de de- 
teJcminen commfxt ne ntiue;tuneti &A ck~@J~eti ~acL&wrA, et &WL hek?a;tion 

avec la phoductivitk ek X'é&zt phgGoRog.ique du rt;inm~ .tlatici~èn~ de, 

néviian. 

A - SELECTION DES ARBRES ET CARACTERISTZQUES B70CfflMTQUES ANALYSEES : 

1) SéRec;tion den akbha : 

Dans un premier temps 70 hévéas ont été échantillonnés au vu 

de leur aspect végétatif homogène et de leur productivité, apres avoir 

vérifié qu'ils sont indemnes d'attaques parasitaires(fomès, chancre,...) 

Les individus ont été ensuite répartis arbitrairement en 4 catégories : 

- les arbres "hauts producteurs" (HP > (g/a/s>76 g > 

- les arbres "moyens producteurs" (MP) (76 < g/a/s (41 g..) 

- les arbres "bas producteurs" (BP) (g/a/s/<41 g > 

- les arbres "atteints d'encoche sèch.e" (ES> 20 %>(g/a/S <40 g> 

Dix caractéristiques biochimiques ont été analysées au niveau 

du latex de chaque individu : 

- la consommation d'oxygène dépendante du NADH, par les lutoïdes; 

- l'oxydation du NADH par les lutoïdes; 

- l'indice d'éclatement des lutoïdes; 

- l'activité peroxydase du cytosol; 

- l'activité peroxydase des lutoïdes; 

- l'activité catalase du cytosol; 

- l'activité catalase du sédiment; 

- l'activité superoxyde dismutase totale; 

- les teneurs en acide ascorbique du cytosol; 

- les teneurs en composés thiols réduits du cytosol. 

Leur production de caoutchouc sec par saignée, a été systémati- 

quement mesurée. 

Ces données ont été traitées par différentes méthodes d'ANALYSE 

MULTIVARIABLE : Analyse en Composantes Principales (ACP), Analyses Facto- 

rielles des Correspondances (AFC), Analyse Discriminante (AD) et Classi- 

fication Ascendante Hiérarchique (CAH). Seuls sont rapportés ici les ré- 

sultats obtenus en ACP et CAH. 
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B- ANALYSES DES VONNEiS: 

1) Qdquen donnh &taAd;tiqu~ : 

Le tableau (44) ci-dessous fournit quelques données statis- 

tiques concernant la variabilité des paramètres biochimiques du latex 

étudiés. 

Paramètres 
analysés 

Moyenne 
écart erreur 
type standard 

minimum maximum 

thiols cyt. 2,176 0,546 0,065 1,250 3,660 

ascorbate cyt. 3,323 0,584 0,070 2,250 4,730 

catalase cyti 18,470 0,052 1,082 6,400 54,000 

catalase séd. 36,431 21,903 2,618 5,000 99,500 

peroxydase séd. 0,776 0,330 0,039 0,150 1,840 

peroxydase cyt. 0,194 0,085 0,010 0,044 0,415 

SOD totale 41,586 11,535 1,379 16,000 63,000 

O2 consommé 39,929 36,377 4,348 1,000 193,000 

NADH oxydase 12,397 10,586 1,265 1,000 58,100 

indice éclat. 29,429 10,786 1,289 14,000 52,100 

production '51,357 30,997 3,705 10,500 130,000 

Tableau 4 : Quelques données statistiques concernant Les parametres 
biochimiques du latex et la productivité. Etude réalisée sur 70 Hévéas 
(~~11. 
Les concentrations sont exprimées en mM, 
dégagé.min-'; 

les activités catalases en 1.11 O2 
les activités peroxydases en U.DO (480 ndmin-1; les super- 

oxydes dismutases en % d'inhibition U.DO (560 nm); la consommation d'oxy- 
gène dépendante du NADH en 1.11 02.min -1 
NADH par les lutofdes en pM.min-l; 

(lutoydes soniqués) l'oxydation du 
l'indice d'éclatement des lutoïdes en % 

la production de caoutchouc sec en g/a/s. (Cyt = cytosol; Séd. = sédiment) 
Toutes les activités enzymatiques sont rapportées à 50~1 d'échantillon à 
l'exception de la consommation d'02 !250 1.11 lutoïdes). 



thiols ascorb. catal. catal. perox perox SOD 
O2 

NADH indice Prod: 
cyt. séd. Sed. cyto totale consom. oxydé éclat. 

thiols 1,000 

ascorbate 0,710 1,000 

catalase cyto. -0,119 -0,023 1,000 

catalase séd. 0,081 0,246 0,636 1,000 

perox séd. 0,197 0,149 -0,403 -0,179 1,000 

perox cyto. -0,587 -0,639 0,032 -0,257 -0,268 1,000 

SOD latex -0,022 0,061 0,042 0,129 -0,467 -0,027 1,000 

O2 consommé -0,630 -0,402 0,148 0,034 -0,249 0,551 -0,016 1,000 

NADH oxydé -0,567 -0,414 0,391 0,142 -0,301 0,524 -0,120 0,751 1,000 

1. éclatement -0,686 -0,717 0,156 -0,167 -0,340 0,741 -0,022 0,608 0,712 1,000 

production 0,686 0,697 0,029 0,227 0,407 -0,670 -0,163 -0,599 -0,587 -0,794 1,000 

Tableau 46 : Matrice des corrélations reliant par couple les parambtres biochimiques du latex suivants : 
teneurs encomposesthiols et en ascorbate cytosolique, activités catalases cytosoliques et sedimentables, 
activités peroxydases sédimentahles et cytosoliques, activités superoxydes dismutases totales des deux 
compartiments, consommation d'oxygene dépendante du NADH par les lutoïdes; oxydation du NADH par les lutoï- 
des ; Indice d'éclatement des lutoïdes mesuré "au champ"; production en grammes de caoutchouc sec/arbre/ 
saignée. (Les analyses ont porté sur 70 individus). 
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On notera, en particulier, l'énorme variabilité enregistrée sur ' 

la plupart des activités enzymatiques testées. 

2) MatrUce du conn2&om pan couph~ de pammhu : 

Le tableau 46 regroupe les corrélations par couples de para- 

mètres biochimiques étudiés. On remarquera en particulier : 

a) les corrélations positives très hautement significatives _____________--__ ___-_-___-__________------ _--_-_----- 

Entre : ----- 

- teneurs en acide ascorbique et teneurs en thiols, traduisant 

le pouvoir réducteur du latex ; 

- les teneurs en thiols et en ascorbate avec la production. 

Ainsi un pouvoir réducteur élevé du latex serait plutôt favorable à la 

production du latex ; 

- la consommation d'02 dépendante du NADH par les lutoïdes, et 

l'oxydation du NADH par les luto?des ; 

- l'indice d'eclatement et la consommation d'02 et de NADH par les 

lutoldes. Il y a donc bien une liaison entre l'activité NADH oxydase lu- 

toïdique et l'instabilité de ces organites. 

b) Les corrélations inverses L----------------AL---------> très hautement si nificatives ___-_--_-_--------------- 

entre : _---- 

- le "pouvoir réducteur du cytosol" (thiol et/ou ascorbate), 

et les activités NADH oxydase et peroxydase cytosolique, ainsi que l'in- 

dice d'éclatement des lutoïdes ; 

- la production et les activités peroxydases cytosoliques. - 

Trois des corrélations parmi les plus marquantes sont figu- 

rées en annexe : la corrélation négative très hautement significative 

entre la production (log) et l'indice d'éclatement (AnnexeIILl),Ies cor- 

rélations positives, également très hautement significatives, entre les 

teneurs en thiols réduits du cytosol et la production (Annexe 111.2) d'une 

part, et l'indice d'éclatement des lutoïdes et la consommation d'oxygène 

ddpendante du NADH par les lutoïdes (AnnexeIII.3) d'autre part. 



Tableau 47 

INTERPRETATION ET INERTIE DES TROIS PREMIERS AXES DES A.C.P. PRENANT OU NON EN COMPTE LA PRODUCTION 

(1) : Variables biochimiques + production ; (II) : Variables biochimiques seules 

"Activités oxydatives toxiques" 
1 II 

Thiols -0,828 -0,830 

Ascorbate cyt. -0,777 -0,763 

Catalase cyt. +0,194 +0,256 

Catalase Lut. -0,119 -0,072 

Peroxydase Cyt. +0,810 +0,809 

Peroxydase Lut, -0,418 -0,409 

Superoxyde-dismutase +0,039 +0,004 

Oxygbne Cons.Lut. +0,772 +0,788 

Oxydation NADH Lut. +0,787 +0,814 

Indice d'éclatementLut. +0,913 +0,907 

Production -0,877 

"Activités catalases" 
1 II 

+0.070 +0,1c9 

+0,271 +0,303 

+0,829 +0,803 

+0,840 +0,834 

-0,193 -0,230 

-0,554 -0,560 

+0,355 +0,391 

+0,103 +0,061 

+0,263 +0,215 

-0,063 -0,102 

+0,126 

"Activités superoxydes dismutases" 
1 II 

+o,o58 +0,004 

+0,011 +0,076 

+0,276 +0,287 

+0,258 +0,312 

-0,038 -0,118 

+o,526 +0,529 

-0,838 -0,825 

+0,192 +0,146 

+0,336 +0,302 

+0,022 -0,039 

+0,242 

INERTIE des axes (%> 45.36 42.68 18.56 20.24 12.14 12.73 
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3) Andynu en compona~~W pnintipah : 

Nous avons dans un premier temps effectué 

deux analyses en Composantes Principales (ACP) normées. Dans la première 

ACP ("I"), les variables biochimiques et la production des arbres ont 

été introduites ensemble, en tant que variables actives. Dans la seconde 

ACP ("II"), seules les variables biochimiques du latex ont été prises en 

compte, à l'exclusion du paramètre production. 

a) Les résultats de ces deux ACP comparés dans le tableau 47 _-_____---~----------~~~~~~~~~--~ ____--------------__~~~ 

montrent l'identité des axes : --------------------------,~- 
- la ptu3nuXQ componante aAn0c.h Ru “fjon;tea ativiX& 

oxydchm toxiques” (NADH oxydase lutoïdique et peroxydases cytosoliques) 

à de faibles teneurs en réducteurs protecteurs chimiques cytosoliques 

(acide ascorbique et composés thiols). La conjonction de cet ensemble 

de paramètres se traduit par des indices d'éclatement des lutoïdes. plus 

élevés, et une diminution corrélative de la production des hévéas. Ce 

premier axe, qui explique environ 45 % de la variabilité introduite, ne 

fait pas intervenir les enzymes classiquement détoxifiantes (catalase et 

SOD). Il s'agit donc d'un axe rendant compte essentiellement du caractère 

"oxydatif" (ou en sens opposé "réducteur") du milieu intralaticifère. 

- Le deuxieme axe fait intervenir essentiellement les for- 

tes activités catalases du cytosol et du sédiment, associées à de faibles 

activités peroxydases lutoïdiques, Un pi2.d ah& tin-imilu cet axe à un 

“a%2 cataetie”. Il rend compte d'environ 20 % de la variabilité introduite. 

- Enfin, Le XJZO&&?.~W uw O~PON de &Cb.h ativiX& M~M- 

oxyde ddmutahu, à des "activités oxydatives'toxiques" élevées (NADH oxy- 

dases et peroxydases lutoïdiques). Cet axe rend compte d'environ 12,5 % 

de la variabilité introduite. 

Ces trois premiers axes regroupent environ 77 % de la variabi- 

lité totale observée dans les deux types d'analyses. On considère donc 

les 7 (1) ou 8 (II) axes, se partageant les 23 % de la variabilité non 

expliquée par les trois premiers, comme des axes résiduels. 
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Figure 82 : PROJECTION DES INDIVIDUS HEVEAS DANS LES PLANS (l-2) (fig. 82-A) ET (2-3) (fig. 82-B), DEFINIS PAR 

LES PÀRAMETRES BIOCHIMIQUES DU LATEX, ETUDIES DANS L'ANALYSE EN COMPOSANTES PRINCIPALES. 
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b) Proiection des individus dans les plans définis par les ___ ___________--_______---------- _-___-------- -e---w 

variables biochimiques i ________--_------- --- 

La figure 82 représente la projection des individus dans les 

plans l-2 et 2-3 définis par les paramètres biochimiques de leur latex. 

Chaque individu hévéa est affecté d'un symbole différent selon son appar- 

tenance à un groupe de productivité (HP , klP, BP) ou son état physiologi- 

que (ES). 

La figure 82-a montre que dans le plan l-2, la composante 

d"'activité oxydasique toxique" (axe 1) oppose bien l'ensemble indivisi- 

ble des arbres haut et moyen -producteurs, aux arbres bas-producteurs 

et/ou atteints du syndrome d'encoche sèche. 

Les deux figures montrent que les activités catalases (axe 2) 

permettent de différencier les arbres atteints d'encoche sèche d'un groupe 

particulier d'Hévéas bas producteurs (noté B), caractérisé par de fortes 

activités catalases mais de faibles activités superoxyde dismutases. 

Enfin, la figure 82-b met en évidence que les "activités 

superoxyde dismutase" (axe 3) séparent le groupe des bas producteurs du 

"type A" (SOD élevés) des deux groupes d'arbres atteints d'encoche sèche 

'ou bas-producteurs du "type B". 

La figure 83 présente les résultats de la Classification 

ascendante hiérarchique (programmeADDAD:UTCAHCOP). La CAH confirme la 

présence des 4 sous-ensembles, définis de manière quasi-disjonctive par 

différentes orientations des voies enzymatiques impliquées dans la sta- 

bilisation-déstabilisation des structures membranaires au sein du latex 

d'Hévéa. 

On remarquera en particulier que le groupe des arbres haue 

producteurs et moyen -producteurs reste parfaitement indivisible. Les 

variables prises en compte dans cette analyse n'expliquent donc que les 

variations extrêmes des productivités, en discriminant parfaitement les 

arbres bon -producteurs des arbres bas producteurs et/ou atteints d'en- 

coche sèche. 

On notera également que les encoches shches constituent un 

cas particulier des bas-producteurs et ne semblent pas dériver directe- 

ment des arbres à tendance "haut-producteurs". 
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C - VTSCUSSlON ET CONCLUSTON : 

Les differentes méthodes d'analyse des données utilisées nous 

ont permis de montrer que les variables biochimiques étudiées suffisent 

à expliquer les variations "extrêmes" de la productivité des Hévéas d'une 

part, et une anomalie physiologique du fonctionnement de leurs tissus 

laticifères : le syndrome des encoches sèches, d'autre part. 

Quelle que soit la méthode d'analyse utilisée (ACP, CAH et AFC 

(voir CRETIN et NOIROT, 1982)), nous avons pu définir des groupes d'indi- 

vidus caractérisés par des "HYPER-ACTIVITES" ou des "HYPO-ACTIVITES" 

ENZYMATIQUES. Ces activités correspondent aux composantes décrites par 

les différentes analyses, à tel point que l'on peut assimiler "une com- 

posante principale à une voie enzymatique"! 

Nous avons pu ainsi déterminer comment se structurent les dif- 

férents facteurs stabilisant et déstabilisant les systèmes membranaires 

en relation avec la productivité et l'état physiologique des tissus la- 

-ticifères. D'autres types d'analyses biochimiques, concernant l'intensité 

du métabolisme régénératif intralaticifère (cf. 1 ch.11) ont déjà permis 

de discriminer les groupes d'arbres bas producteurs, moyen:-producteurs 

et haut -producteurs. Cependant cette dinurimintion biochimique happoh- 

tée iti en&? ban-phoductmhn e.X ahbh&S &eiM;tn d’encoche. nkhe, ont à 

nOfJU2 connainnancc, .f.a p4emiètre qui appatrainne cmemmeti. ~'impohtance 

du ph&nomèna d’oxydtion du Llpidti i~a;twrti membhanainen, ~xpk3yuan.t 

.!.a &uqiX.Xé. du ohgani&% du &atex, dam Re cti d’h&Gti ban phoducteum 
ou aAZtin& d’encoche &icche, n ’ en ;t/rouue ningti&menX hen6 ohcik. 

Notons, en outre, que la déstabilisation membranaire n'atteint 

pas spécifiquement et uniquement les lutoïdes. Nous avons en effet montré 

par ailleurs (CRETIN et BANGRATZ, 1983) que d'autres organites du latex, 

comme les particules de FREY-WYSSLING, sont également lysées dans le cas 

d'arbres atteints d'encoche seche. Cette lyse est d'ailleurs proportion- 

nelle à la gravité de l'atteinte. 11 nem6Re dèn Rom ;Drb phobaf&? que 

toti &U ny&tCrnti membhanc&U .iti&tici~&ti (p~mahmme, mitochon- 

&LU, membhane nuc.&ia.ik~,... ) noieti ~gabnment touchiL3 patc le phénombze 

oxydtidi Noti en imaginoti aiAiment RU cov&quencu nk&&en au nkau 

den div~nnen ~ontioti ceReLLeaAn~, incompaLl6.t~ avec Re maintien d’une 

vie ce&?&a,i&e n0hmu.k. 7R n’agit .i!ù dl un vtible phénomdne dg n&nek 

cence ceWe ou &kwfkAe, iM& au niveau du @onomc+ eux-mCmU 

(1~ lu-tokfu 1, au nein du .taAex . 
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La figure 84 résume les différentes, situations mettant en re- 

lation les composantes biochimiques intervenant dans la stabilité et la 

déstabilisation de la membrane lutoi'dique (comme modèle), avec la produc- 

tivité des hévéas ou l'état physiologique de leurs laticifères. 

Les flèches sombres correspondent aux activites oxydatives 

et peroxydatives à caractère toxique ; les flèches claires correspondent 

aux activités (enzymatiques ou non) detoxifiantes vis-à-vis des formes 

agressives de l'oxygène ; enfin la taille des flèches donne une indica- 

tion des activités relatives de chaque enzyme, ou des teneurs en "pro- 

tecteurs", impliquées dans le système. 

Si les arbres bon- producteurs, se caractérisent par des acti- 

vités enzymatiques détoxifiantes relativement faibles, ils se caractéri- 

sent également par des activités génératrices d'oxygène toxique faibles 

ou nulles. Ils sont par ailleurs protégés d'une activation accidentelle 

des enzymes peroxydantes, p ar de fortes teneurs en composés réduits. 

Ainsi, en prenant comme base de comparaison les arbres dits 

"normaux" (globalement bon -producteurs : HP et MP), les arbres bas pro- 

ducteurs et ceux atteints d'encoche sèche se caractérisent par une hyper- 

activité NADH oxydase lutoïdique émettant des formes toxiques de l'oxygè- 

ne (0; et H202). 

- en présence de faibles activités catalases et de fortes acti- 

vités SOD, les "bas-producteurs du type A" vont avoir tendance à accumu- 

ler de 1'H202. Celle-ci sera utilisée par les fortes activités peroxyda- 

se émettant probablement des quinones toxiques du fait des relativement 

faibles teneurs en réducteurs protecteurs. Une autre partie de 1'H202 

pourra entrer en interaction avec d'autres formes toxiques de 1'02, et 

provoquer une certaine dégradation des structures membranaires insaturés. 

- en présence de faibles activités SOD, les "bas producteurs du 

type B" auront tendance à accumuler anormalement les anions superoxydes 

Coi>. Ceux-ci, en présence de traces d'eau oxygénée et de catalyseur 

métalliques toujours présents dans le latex, vont entrer en interaction 

selon une réaction du type HABER-WEISS, et libérer ainsi des radicaux 

hydroxyks hautement toxiques. Cependant le système reste relativement 

protégé grâce à la présence de fortes activités catalases qui empêchent 

toute accumulation d'H202. 



472 

1~ ban ptroduc$eunn ont donc pendu une du deux enzyme c&&s 

de RQW woi~ dktotidiantu, m& au moiti 1’ wze d’ &U nen;te ;ttrti atiue 

ISOÛ powr “A” et ca;taeane poun ‘Wr ) .QmiZant a&.i &a dégtradaa%on comp.f%.te 

du &~U~LULU membhanaia~. Par ailleurs, les fortes activités peroxyda- 

ses,bien que toxiques,évitent toute accumulation d'H202, et les quinones 

émises peuvent dans une certaine mesure encore être partiellement déto- 

xifiées par l'intermédiaire de teneurs encore non négligeables en réduc- 

teurs protecteurs. Les systèmes membranaires sont donc fragilisés mais 

pas détruits. 

Remarquons enfin que si un bas producteur perd son activité 

catalase (type B) ou superoxyde dismutase (type A) il semble probable 

qu'il devienne un arbre atteint d'encoche sèche. 

Les arbres atteints d'encoche sèche se caractérisent par des 

hyper-activités NADH oxydases, de très faibles SOD, et une disparition 

virtuelle des activités catalases. Il y a donc forte accumulation d'anions 

superoxydes. Ces derniers peuvent se dismuter spontanément en H202 (+ len- 

tement) qui s'accumule également. Ils peuvent alors entrer en interaction 

avec une très forte probabilité, selon les réactions de FENTON et d'HABER- 

WEISS, et donner naissance aux formes les plus agressives de l'oxygène 

(OH; 0:). Les lipides insaturés sont donc exposés à une intense dégrada- 

tion peroxydative. En absence de concentration suffisante. en réducteurs 

protecteurs chimiques, les très fortes activités peroxydases contribuent 

à la dégradation du système en émettant des quinones toxiques et des pro- 

duits de leur condensation. 
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DESTABILISATION PEROXYDATIVE DES MEMBRANES __---_--_--_______------------------------ __---_--_-________-_---------------------- 

RELATIONS AVEC LA PRODUCTIVITE ET L’ÉTAT ------_-__-____------~~-~~~~~----------- ------_-__-____------~~-~~~~~----------- 

PHYSIOLOGIQUE DES LATICIFÈRES -_--_-____------------------- -_--_-____------------------- 

(ENCOCHES SÈCHES) ___A----------- ___------------ 

RESUME 

Nous étudions 10 caractéristiques biochimiques du latex rendant 

compte des activités peroxydatives toxiques et des activités protectrices, 

supposées impliquées dans les phénomènes de stabilisationfdéstabilisation 

des structures membranaïres. 

Le latex provient de 70 arbres : 

- sains (haut-, moyen- ou bas-producteurs) ; 

- ou atteints d'encoche sèche (non délibérément induite). 

I 

Différentes méthodes d'analyse multivariable des données (ACP, 

cm,...) montrent que les variables biochimiques prises en compte suffi- 

sent à expliquer les variations extrèmes de la productivité des hévéas, 

ainsi que l'anomalie physiologique correspondant au syndrome des encoches 

sèches. Ainsi, quelle que soit la méthode utilisée, nous avons pu définir 

des groupes d'individus (hévéas) caractérisés par des 'WPER-ACTIVITES" ou 

des'kY~0-ACTIVITES" ENZYMATIQUES. On peut alors déterminer commentse struc- 

turent, entre eux, les différents facteurs biochimiques stabilisant et 

déstabilisant les systèmes membranaires, en relation avec la productivité 

et l'état physiologique des tissus laticifères. 

Le groupe des hévéas bas-producteurs ou atteints d'encoche sbche 

se différencie du groupe indivisible des arbres haut- et moyen-producteurs, 

par des "hyper-activités peroxydatives toxiques" (fortes activités NADH 

oxydase lutoïdique et peroxydase cytosolique) associées à de faibles te- 

neurs en antioxydants cytosoliques(acide ascorbique et thiols réduits). 

La conjonction de cet ensemble de paramêtres se traduit par une déstabi- 

lisation de la membrane lutoldique (indice d'éclatement élevé), et une 

diminution corrélative de la production des arbres. 
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Un deuxième facteur, représenté par les activités catalases du 

latex, permet de différencier le groupe des arbres atteints d'encoche 

sèche, d'un groupe particulier d'arbres bas-producteurs. 

Un troisième facteur, correspondant essentiellement aux activités 

superoxyde dismutases, sépare un autre groupe d'hévéas bas-producteurs, du 

groupe des arbres atteints d'encoche sèche. 

L'ensemble des résultats acquis nous permettent de modéliser les 

différentes situations rencontrées : 

- les arbres bas'producteurs se caractérisent par des activités 

NADH oxydases lutoîdiques anormalement élevées, et par la perte de l'une 

des deux activités enzymatiques clefs impliquées dans les systèmes de dé- 

toxification (SOD ou catalase). - Cependant l'une d'elles reste encore suf- 

fisamment active, et les :concentrations en antioxydants cytosoliques encore 

suffisantes, pour limiter la dégradation des structures membranaires. 

- Les arbres gravement atteints d'encoche sèche (non délibérément 

induite) se caractérisent par des hyper-activités NADH oxydase lutoïdique 

et peroxydases cytosoliques, ainsi que par la qua& disparition des acti- 

vités SOD et catalases, associée à de très faibles teneurs en antioxydants - 

(protecteurs chimiques). Chez les arbres atteints d'encoche sèche, les 

structures membranaires du latex sont donc complètement déstabilisées. L'une 

des conséquences en est la lyse des lutoïdes, et l'épanchement dans le mi- 

lieu intralaticifère, des facteurs coagulants qu'ils contiennent normale- 

ment à l'état latent. Il s'en suit la coagulation du latex .& A.hh, et 

l'arrêt définitif de son écoulement. 

Notre théorie postulant l'intervention d'un déséquilibre patholo- 

gique entre "activités peroxydatives toxiques" et "activités protectrices" 

des structures membranaires, au sein des laticifères des arbres atteints 

d'encoche sèche, se trouve ainsi singulièrement confortée. Le syndrome des 

encoches correspondrait donc bien à un processus de dégénérescence ou de 

sénescence précoce des cellules laticifères, induit par un déséquilibre 

rédox intra-cellulaire, et dont la phase décisive correspond à une auto- 

lyse in &,k des structures lysosomales, que constituent les lutoïdes. 
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THE PEROXIDATIVE DESTABILIZATION OF THE MEMBRANES : 
================================================= 

RELATIONS WITH THE PRODUCTIVITY AND THE PHYSIOLOGICAL STATE ----------------------------------------------------------- --_----_-__--_-_-___--------------------------------------- 

OF THE LATICIFERS (BROWN BA~T) _______w--_--------m---------e ____-_--------m--------------e 

ABSTRACT 

We study 10 biochemical characteristics of the latex by accounting 

for the toxic peroxidative activities and the protective activities 

which are supposed to be involved in the stabilizationfdestabilization 

phenomena of the membrane structures. 

The latex originates from 70 trees : 

- healthy ones (high, mean, or low-yielding) ; 

- or affected by brown bast (net induced deliberately). 

Various methods of multivariate analysis (ACP, CAH...) show that 

the biochemical variables considered are adequate to account for the 

extreme variations in the hevea productivity as well as the physiologi- 

cal anomaly corresponding to the syndrome of brown bast. Therefore, 

whatever the method used may be, we could define some groups of indi- 

viduals (heveas) characterized by ENZYMATIC "HYPERACTIVITIES" or 

"HYPOACTIVITIES". Then, one cari determine how the different biochemi- 

cal factors which stabilize and destabilize the membrane systems are 

structured as related to the productivity and the physiological state 

of the laticiferous tissues. 

The group of low-yielding heveas or of heveas affected by brown 

bast is distinguished from the indivisible group of the high and mean 

yielding trees by some "toxic peroxidative hyperactivities" (strong 

NADH oxidase lutoidic and peroxidase cytosolic activities) associated 

with low percentages of cytosolic antioxidants (ascorbic acid and 

reduced thiols). The whole parameters result in a destabilization of 

the lutoidic membrane (high splitting index) and in a correlative 

decrease in the tree production. 
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A second factor which is represented by the catalase activities 

of the latex allows to distinghuish the group of trees affected by 

brown bast from a specific group of low-yielding trees. 

A third factor which corresponds mainly to the dismutase supero- 

xide activities differentiates another group of low-yielding Heveas 

from the group of trees affected by brown bast. 

The whole results obtained allow us to modelize the different 

situations observed : 

- the low-yielding trees are characterized by abnormally high 

NADH oxidase lutoidic activities and by the loss of one of the two key 

enzymatic activities involved in the detoxifying systems (SOD or - 

catalase). However, one of them is still active enough and the concen- 

trations of cytosolic antioxidants are still adequate to limit the 

degradation of the membrane structures. 

- the trees which are severely affected by brown bast (net induced 

deliberately) are characterized by NADH oxidase lutoidic and peroxidase 

cytosolic hyperactivities as well as by the quasi disappearance of the 

SOD and catalase activities associated with very low antioxidant 

contents (chemical protective substances). Therefore, the membrane 

structures of the latex are totally destabilized in the trees affected 

by brown bast, thus resulting in the lysis of the lutoids and the 

overflow in the intralaticiferous medium of the coagulants which are 

normally contained in them at the latent stage. Then on cari observe 

the coagulation of the latex in situ and the stoppage of its flow. 

Our theory which assumes the existence of a pathological imba- 

lance between the "toxic peroxidative activities" and "the protective 

activities" of the membrane structures within the laticifers of the 

trees affected by brown bast is particularly confirmed. Therefore, the 

syndrome of brown bast would, indeed, correspond to a process of early 

degeneration or senescence of the latex cells which is induced by an 

intracellular redox imbalance and whose final phase corresponds to an 

autolysis in situ of the lysosomal structures formed by the lutoids. 



DEUXIÈME PARTIE 

CHAPITRE V 

INDUCTION D'UN TYPE D'ENCOCHE SECHE 

LORS DE LA SURSTIMULATION DES HEVEAS 

PAR L'ETHREL 
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INDUCTION D'UN TYPE D'ENCOCHE SECHE LORS DE LA 

STIMULATION DES HEVEAS, PAR L'ETHREL 

Les Hévéas atteints d'encoche sèche se caractérisent par une 

instabilité extrème des organites de leur latex. 

Nous avons par ailleurs démontré une corrélation positive entre 

l'intensité des traitements stimulants à 1'Ethrel (fréquence et dose > et 

le nombre d'arbres, sains au départ, ou le syndrome d'encoche sèche appa- 

raît (CRETIN, 1979-a; BZROZOWSKA-HANOWER ert de., 1979). Les arbres chez 

lesquels le syndrome d'encoche sèche a été volontairement induit par une 

surexploitation (surstimulation), se caractérisent également par une dimi- 

nution, voire par une disparition virtuelle, de la fraction sédimentable, 

après centrifugation de leur latex (cf. page 81, planche III) (CRBTIN, 

1979-a). 

Il semble donc que la surstimulation hormonale des arbres puis- 

sent constituer l'un des facteurs causal, induisant l'apparition d'encoches 

sèches. 

Nous avons tenté de vérifier dans quelle mesure la surstimula- 

tion des Hévéas par 1'Ethrel était capable d'induire une déstabilisation 

des organites du latex. Pour ce faire, nous avons suivi dans le temps, et 

au cours de stimulations successives, un certain nombre de paramètres, 

biochimiques du latex que l'on sait importants dans les processus condui- 

sant à la stabilisation ou à la déstabilisation des structures membranai- 

res au sein du latex. 
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A- SÉLECTION DES ARBRES ET PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

7 - SELECTION ET EXPLOZTATION DES ARBRES : 

Dans un premier temps,48 arbres âgés de 16 ans (clône GTl) ont 

été sélectionnés au vu de leur aspect végétatif homogène et de l'absence 

de tout symptôme apparent d'encoche sèche. Ces arbres supposés sains au 

départ, sont catalogués comme "moyen-producteurs" (62 f 7 grammes de caout- 

chouc sec/arbre /saignée), et sont saignés en spirale entière, deux foix 

par semaine (S 513 J/4), depuis 18 mois au moins, avec 3 stimulations an- 

nuelles. La demiere stimulation de tous les arbres a été effectuée 4 mois 

avant le début de l'expérimentation. 

Les 48 arbres sélectionnés sont divisés en 4 lots de 12. Deux lots 

sont exploités en S 513 J/4, et non stimulés. Ils correspondent aux arbres 

"témoins". Les deux autres lots, également saignés en S 513 J/4,sont stimu- 

lés sous encoche, par une surdose d'Ethre1 (220 mg de matière activelarbrel 

traitement), et en surfréquence (8 fois par an). 

2 - PROTOCOLE EXPERlMENTAL ET ANALYSES BIOCHlM7QUES EFFECTUEES : 

a) PnotocoRe. : 

Tous les arbres sont saignés le même jour. Dans le cas des ar- 

bres stimulés, le traitement stimulant est appliqué systématiquement dans 

l'intervalle J/4, c'est-&-dire 2 jours après la dernière saignée précédant 

la stimulation, et 2 jours avant la Premiere saignée consécutive B l'appli- 

cation de l'agent stimulant. Dans la mesure où aucune perturbation (clima- 

tique) empêche le prélèvement des échantillons de latex, le latex de 12 

hévéas stimulés et 12 hévéas témoins sont prélevés systematiquement, 2 sai- 

gnées avant la stimulation (notées -2 et -1) puis au cours des9 saignées 

suivant la stimulation (notées +l, +2, +3,... +9>. 

Ne connaissant pas au début de l'expérience la probabilite 

d'obtenir des arbres atteints du syndrome d'encoche sèche, et par suite 

des contraintes matérielles (capacité de centrifugation puis d'analyses des 

échantillons), un lot d'arbres traités et son lot témoin sont suivis le plus 

régulierement possible au cours d'une "campagne de stimulation" (2 saignées 

avant et 9 saignées après) : soit 24 arbres suivis individuellement et si- 

multanément. L'autre lot (traité et témoin) est suivi en alternance au cours 

de la campagne de stimulation suivante. Dès que dans un lot d'arbres stimu- 

lés, les premiers symptomes d'encoche sèche typique ont été perceptibles 

(fortes difficultés d'écoulement, apparition de zones non productrices), 
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nous avons suivi préférentiellement ce lot d'arbres le plus fortement 

atteint (constitué au départ) avec son lot témoin . 

On a récolté (dans un bain de glace) 20 ml de latex par arbre 

sur lesquels on a mesuré individuellement l'indice d'éclatement des lutoî- 

des, puis après centrifugation (75.000 g, 40 min) on a déterminé (voir 

matériel et techniques), individuellement sur chaque latex : 

- l'activité NADH oxydase lutoïdique, en suivant la consom- 

mation d'oxygène par les lutoïdes, en présence de NADH (0,5 mM) et de 

Fe3++ADP (50 et 100 PM respectivement); 

- les teneurs en thiols réduits cytosoliques; 

- les activités superoxyde dismutases totales; 

- les activités catalases du cytosol et du sédiment. 

D'autres caractéristiques biochimiques ont été également sui- 

vies plus ponctuellement (les teneurs en acide ascorbique cytosolique, les 

activités peroxydases et polyphénol oxydases, et l'émission de superoxydes 

par les lutoïdes en présence de NADH). 

Les résultatsrapportés ici ne concernent que les analyses sui- 

vies régulièrement, et les plus significatives. 

Les productions sont estimées par peséedes coagulums de "fond 

de tasse", séchés à l'étuve, corrigée pour les volumes de latex prélevés 

pour les différentes analyses. 

B - RÉSULTATS 

Les résultats sont exprimés en % par rapport aux valeurs de la 

moyenne des 12 arbres témoins (ligne de base 100 %> calculés pour chaque 

prélèvement. La valeur moyenne pondérale des caractéristiques du lot 

d'arbres témoins (12 arbres) et son écart type, calculée pour chaque 

"campagne de stimulation" (2 saignées avant et 9 saignées après l'appli- 

cation du traitement stimulant sur le lot homologue traité),sont reportées 

au niveau de la ligne de base de chaque figure. La réponse à la stimula- 

tion du lot considéré est scindée en deux courbes : 

- une courbe présentant la réponse moyenne des arbres qui sont 

restés sains (ou apparemment sains) après la septième stimulation (sym- 

boles "pleins" et traits "pleins"); 



482 

- une courbe présentant la réponse moyenne des arbres qui ont 

présenté des symptomes évidents d'encoche sèche, avant ou à partir du 

septième traitement stimulant (symboles vides et pointillés). 

Ces deux sous ensembles ont été constitué, a p02detti0hi. 

7 - APPARITION DES SYMPTOMES V'ENCOCffE SECUE : 

U) Sur les douze arbres surstimulés, suivis le plus réguliere- 

ment, et tous sains au départ, deux arbres ont présente des signes carac- 

téristiques d'encoche sèche à la deuxième saignée consécutive à la cin- 

quième stimulation (fin juillet), sous forme d'un tarissement total et 

définitif d'une portion de leur encoche (18 et 27 % de la longueur totale, 

dans le tiers supérieur). Deux autres arbres présentaient dans le même 

temps des difficultés d'écoulement évidents, sans toutefois montrer de 

zone sèche typique. 

Lors de la deuxieme saignée consécutive à la septième stimu- 

lation (fin septembre) les deux arbres précédemment atteints (5ème Sti.) 

montraientune extension significative et irréversible de la longueur de 

leur encoche sèche (respectivement 26 et 58 %>. L'un des deux arbres 

présentant des difficultés d'écoulement (5ème Sti.) était atteint d'en- 

coche sèche typique sur 21 % environ de la longueur de son encoche (dans 

le tiers inférieur),et lè deuxième arbre présentait une encoche irréguliè- 

rement tarie (18 % au total,répartis sur toute la longueur de son encoche 

d'exploitation). 

Dans le même temps, le lot d'arbres témoins correspondant ne 

présentait aucun signe véritablement typïque du syndrome d'encoche sèche 

(seul un arbre présentait, quelques difficultés d'écoulement, sans jamais 

toutefois devenir sec, ou partiellement sec>. 

6) Dans le deuxième groupe d'arbres, dont nous ne rapportons pas 

ici les résultats des analyses biochimiques trop fragmentaires, deux ar- 

bres sur les douze stimulés présentaient des symptomes d'encoche sèche à 

la cinquième stimulation (10 et 16 % de l'encoche), et trois au total après 

la septième stimulation (8 et 18 et 25 %),tous situés dans la moitié supé- 

rieure de l'encoche). Le 'groupe correspondant d'arbres témoins n'a montré 

aucun symptome typique de. sécheresse. 



v 
3 
0 150 
5 
l- 
5 0 
25 

100 

483 

Figure 85 : EFFETS DES SURSTIMULATIONS DES HEVEAS A L'ETHREL SUR LA 
PRODUCTION DE CAOUTCHOUC 
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Cl Au total, sur les 24 arbres surstimulés, après 10 mois 

d'expérimentation et 7 stimulations. (en sur-dose) 1 arbre était gravement 

atteint d'encoche sèche (58 %), 2 arbres présentaient des symptomes d'en- 

coche sèche irréversible sur au moins 25 %,et 3 arbres sur au moins 18 % 

de la longueur totale de leur encoche. Enfin, 1 arbre était irrégulièrement 

tari ("points secs"). 

2 - SURST7MULATZON ET PRODUCTION DU LATEX (FIGURE 8.5) : 

a) LOVA de RU pnemih ntition (fin janvier) (figure 85-a); 

les deux sous-groupes d'hivéas (les 8 qui resteront sains, et les 4 qui 

présenteront ultérieurement des symptomes d'encoche sèche 9 répondent 

d'une façon analogue. L'effet est maximum dans les deux cas ( > 200 % par 

rapport au témoins) pendant les trois premières saignées après l'applica- 

tion du traitement stimulant. L'allure des réponses à la stimulation est 

tout à fait comparable lors des 3 traitements suivants (mi-février, fin 

avril, début juin) (non figurées ici). 

6) On note UVZGZ d.i,$~tienc~ n~n&b&t du niipovws, Rom de Ra 

5èJW ntimuJ?tion (fin juillet), entre les deux sous-groupes constitués 

LX pOA???h~Ohi (figure 85-b) : 

- le groupe des arbres qui resteront sains tout au long de 

l'expérimentation, présente une réponse normale, analogue à celle observée 

lors des stimulations précédentes. Ils ont une production encore sensible- 

ment supérieure à celle des témoins à la 9ème saignée après le traitement 

stimulant ; 

- le groupe des arbres qui présenteront des symptomes d'encoche 

s&che, montre une réponse d'amplitude normale lors de la première saignée 

suivant le traitement stimulant. Dès la deuxième saignée, leur réoonse à 

la stimulation diminue fortement, et leur production passe en-dessous de ~ . ._. - 
celle du groupe des témoins non stimulés, dès la 4ème saignée. Le déficit 

de production persiste par la suite, et se stabilise B des valeurs 20 % ---- .-. 
en-dessous de celles des arbres témoins. 

Dès la 2ème saignée, 2 arbres sont partiellement secs (18 et 

27 % de l'encoche); et 2, autres présentent des difficultés d'écoulement. 

Notons que la réponse à la 6ème stimulation (non figurée) est 

analogue à celle décrite ci-dessus. 
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Figure 86: EFFETS DES SURSTIMULATIONS DES HEVEAS A L'ETHREL SUR 
L'INDICE D'ECLATEMENT DES LUTOIDES 
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~1 LOAA de k. 7&~ &Limtion, (fin septembre), le groupe des 

8 arbres sains présente une réponse d'allure et d'amplitude normale, leur 

production reste toujours supérieure 21 celle des arbres non stimulés. 

Les arbres presentant des symptomes avancés d'encoche sèche, 

ou des difficultés d'écoulement avant cette stimulation, voient une aggra- 

vation de leur atteinte. De fait, s'ils gardent encore une capacité à ré- 

pondre au traitement stimulant, leur réponse est faible, et leur production 

lors des deux premières saignées consécutives à cette stimulation dépasse 

à peine celle des témoins. Par la suite, leur production se stabilise à 

un niveau correspondant à peine à 50 % de la production des arbres non sti- 

mulés. A ce stade, 4 arbres présentent des symptomes typiques d'encoche 

sèche. 

3 - SURSTTMULATION ET ZND7CE D’ECLATEMENT DES LUTOTDES (FIGURE 861 : 

Chez les arbres qui resteront sains tout au long de l'expérimen- 

tation, la stimulation à L'Ethrel se traduit systématiquement (quelle que 

soit l'époque) par une très légère augmentation fugace de l'indice d'écla- 

tement de leurs lutoïdes, lors de la première saignée après le traitement 

stimulant. Au cours des saignées suivantes, l'indice d'éclatement des lu- 

toïdes provenant des arbres stimulés se stabilise en-dessous des valeurs 

mesurées dans le latex des arbres témoins (15 à 20 %). 

Lors de la première stimulation (janvier> (figure 86-a), et 

des trois stimulations suivantes (non figurées),les lutoïdes des arbres sti- 

mulés,qui présenteront ultérieurement des symptomes d'encoche sèche, mon- 

trent une réponse analogue à celle des arbres stimulés qui resteront sains. 

A la 5&me stimulation (juillet), l'indice d'éclatement dans le 

latex des arbres susceptibles aux encoches shches augmente parallèlement 

à celui mesuré pour les arbres sains, lors de la première saignée après le 

traitement. Cependant, leur indice d'éclatement continue à augmenter au 

cours des saignées suivantes. Il se stabilise lors des 7 à 9 saignées, sui- 

vant le 5ème traitement stimulant, à des valeurs supérieures de 50 % à celle 

de la moyenne des arbres témoins non stimulés (figure 86-b). 

La 7ème stimulation aggrave encore l'instabilité des lutoïdes 

issus des arbres susceptibles à l'encoche sèche (figure 86-b). 
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Figure 87 : EFFETS DE LA SURSTIMULATION DES HEVEAS A L'ETHREL SUR 
L'ACTIVITE NADH OXYDASE LUTOIDIQUE I 
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4 - SlfRST7MULAT~ON ET ACTIVATION VE LA NAVH OXYVASE LUTOTDTQUE : 

La figure 87 montre l'effet des stimulations à 1'Ethrel sur 

les activités NADH oxydases lutoïdiques. Elle montre que la stimulation 

engendre une activation transitoire de l'activité NADH oxydase lutoîdique 

pendant les deux premières saignées consécutives à l'application du trai- 

tement. Lors des saignées suivantes, l'activité NADH oxydase revient B des 

valeurs normales (témoins) chez les arbres qui resteront sains pendant 

toute la durée de l'expérience. 

Parallèlement à l'augmentation de l'indice d'éclatement, les 

arbres susceptibles à l'èncoche sèche montrent une augmentation transitoire 

de l'activité NADH oxydase analogue à celles des arbres sains, lors du pre- 

mier traitement stimulant (figure 87-a), et les 3 suivants (non figurés). 

Par contre, le 5eme traitement stimulant (figure 87-b) induit 

une activation de trhs forte amplitude, et durable de la NADH oxydase lu- 

toîdique , chez les arbres susceptibles à l'encoche sèche. Après la 7ème .- 
stimulation, l'activité NADH oxydase des lutoïdes des arbres atteints d'en- 

coche sèche se stabilise à un niveau 10 à 12 fois supérieur à celui des 

arbres sains stimulés ou non (figure 87-c). 

5 - SURSTTMULATTON ET EVOLUTlON DES TENEURS EN TfflOLS CYT&SOLl@fES : 

La stimulation à 1'Ethrel induit une diminution des teneurs en 

thiols réduits cytosoliques pendant les 3 à 4 saignées consécutives aux 

traitements stimulants (figure 88). Chez les arbres qui resteront sains, 

l'effet est maximum, entre la 2ème et la 4ème saignée après l'application 

du traitement. Par la sui,te les teneurs en thiols réduits cytosoliques 

remontent, puis dépassent celles du latex des arbres témoins, après la 

6ème saignée suivant la stimulation. 

Lorsque l'apparition d'encoche sèche est induite (5ème saignée 

après la stimulation, figure 88-b et c), les arbres atteints voient les 

teneurs en thiols de leur latex diminuer irréversiblement. Lorsque les sym- 

ptomes d'encoche sèche sont définitivement installés (7ème stimulation), 

les teneurs en thiols cytosoliques ne représentent plus que 50 à 60 % de 

celles mesurables chez les arbres sains (figure 88-c). 
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Figure 88 : EFFETS DE LA SURSTIMULATION A L'ETHREL SUR LES TENEURS 
EN THIOLS DU LATEX 
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Figure 89 : EFFETS DES SURSTIMULATIONS DES HEVEAS A L'ETHREL SUR 
LES ACTIVITES SOD DU LATEX 
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Figure 90 : EFFETS DES SURSTIMULATIONS A L'ETHREL SUR LES ACTIVITES 
CATALASES DU LATEX 
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61 SURSl-TMULATTON ET ACTlVlTES SUPEROXYDE DZSMUTASES VU LATEX : 

Chez les arbres sains, ou encore sains mais susceptibles a 

l'encoche sèche, la stimulation à 1'Ethrel induit transitoirement une aug- 

mentation sensible des activités superoxyde dismutases du latex. L'effet 

activateur est détectable dès la première saignée, et se prolonge jusqu'à 

la quatrième saignée, au moins, après l'application du traitement stimu- 

lant, du moins chez les arbres qui resteront sains (figure 85-a). 

Chez les arbres susceptibles à l'encoche sèche, le 5ème trai- 

tement stimulant (figure 89-b) n'induit aucune augmentation des activités 

superoxyde dismutases, alors que les activités oxydatives toxiques, sont 

à leur paroxisme (figure 87-b). Inversement, après les 2ème ou 3ème sai- 

gnéesconsécutives aux derniers traitements stimulants, les activités super- 

oxyde dismutases,chez les arbres atteints d'encoche sèche,ne cessent de di- 

minuer. Elles atteignent, en moyenne, après la 7ème stimulation, des valeurs 

à peine égales à 30 % de celles mesurées chez les arbres sains, témoins ou 

stimulés. 

7) SURSTlMULAT70N ET ACTTVTTES CATALASES VU LATEX : 

Les activités catalases du latex "répondent" aux diverses sti- 

mulations, d'une façon analogue aux activites superoxyde dismutases. On 

note en particulier une augmentation transitoire des activités lors des 

premières saignées consécutives aux stimulations chez les arbres sains. 

A l'opposé on assiste à un effondrement total des activités catalases 

chez les arbres atteints d'encoche sèche, suite à la succession des trai- 

tements stimulants à l'Ethre1, lorsque les symptomes sont déjà apparents. 

C - DISCUSSION ET CONCLUSION 

La surstimulation (en dose et fréquence) des hévéas à l'Ethre1, 

induit l'apparition d'encoches sèches. Après 10 mois d'expérimentation, 

correspondant à 7 traitements stimulants, 7 arbres sur les 24 traités ont 

montré des symptomes typiques d'encoche sèche. Dans le cadre de cette ex- 

périmentation de relativement courte durée, nous avons constaté, au cours 

des stimulations successives, une nette propention à l'aggravation des 

symptomes chez les arbres les plus rapidement atteints, plut8t qu'une 

augmentation en nombre des arbres présentant des symptomes typiques d'en- 

coche sèche. Il semble de plus que l'ensemble des symptomes, tant macros- 

copiques que biochimiques, apparaissent assez brutalement. Les phénomènes 
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observés semblent par ailleurs irréversibles, au moins dans l'intervalle 

de temps pris en compte dans cette expérimentation. 

L'apparition brutale des premiers symptomes visibles au niveau 

de l'encoche, est contemporaine à une forte augmentation de l'indice d'é- 

clatement des lutoîdes, au sein du latex des arbres atteints. 

Cette fragilisation de la membrane lutoïdique est parallèle 

à une très forte augmentatïon des activités NADH oxydases lutoïdiques. 

Nous avons par ailleurs vérifié que la NADH oxydase activée lors des sti- 

mulations à l'Ethre1, présentait les caractéristiques de résistance aux 

inhibiteurs de la respiration mitochondriale (antimycine A et SHAM) (ta- 

bleau 481, mis en évidence dans le cas des activités NADH oxydases lutoï- 

diques des arbres atteints d'encoche seche non délibérément induite (ta- 

bleaux 24 et 33). 

consommation d'02 dépendante du NADH 

(en ul 02. min 
-1. g-1 

de lutoïdes) 

sti 1 sti 5 sti 7 

sains ES sains ES sains ES 

néant 636 751 6,O 14,8 3,6 11,4 

antimycine A (10 uM) 7,O 793 529 14,4 3,8 11,6 

SHAM (2,5 mM) 10,l 11,2 10,o 23,5 6,l 18,4 

Antimycine + SHAM 10,8 10,3 10,o 24,3 6,8 17,9 

Tableau 48 : EFFETS DES INHIBITEURS DE LA RESPIRATION MITOCHONDRIALE, 
SUR L'ACTIVITE NADH OXYDASE SEDIMENTABLE DU LATEX DES ARBRES STIMULES. 
(Les expériences ont éte effectuées sur les lutoïdes isoles du latex 
des arbres stimulés, sains ou atteints d'encoche sèche (ES); lors de 
la 2ème saignée après les stimulations 1,5 et 7). 

Enfin, chez les arbres atteints d'encoche sèche, l'activation 

de la NADH oxydase lutoïdique est accompagnée d'une chute alarmante, appa- 

remment définitive, des teneurs en thiols réduits et des activités enzyma- 

tiques SOD et catalase de leur latex. 

1-L’ appaha.X donc un dé&qu.X.ibhe évident en.a% RU ac%ivLtén 

pe.hoxgdaSv~ tox.Lqu~ [NAVH oxgdam) et Lu ativiti photecthic~ de 

Ftph4&ene LLgnel’ ISOV, eue et ~%LO&I) . Ce dén&qti.Libne induit pan 

ta nunnti&a;tion à &‘EtieL, ne f~~a.duit pan une d&ghadaZion du n;t/ruc;tu- 

hU membhanaihen au ntin du kakex. 1 ‘augmen&zz%on de L’-indice d’ikRa&m~Mk 

den &atoZdu en con&tLtue une pheuve et un exemple pahticuti~. 
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Chez les arbres stimulés, mais qui sont restés apparemment sains 

au cours de l'expérimentation, les traitements stimulants induisent égale- 

ment une activation (moindre) de la NADH oxydase lutoïdique. Mais cette 

activation n'est que transitoire. Par ailleurs l'action potentiellement 

toxique de l'enzyme est compensée par une augmentation parallèle des ac- 

tivités enzymatiques protectrices "de première ligne" : superoxyde dismu- 

tases et catalases. 

Cette augmentation des activités SOD et catalases induite par les 

traitements stimulants est probablement attribuable à une activation de la 

synthese de nov0 de ces deux types - d'enzyme (mesure des activités poten- 

tielles). De même la chute de ces activités protectrices, chez les arbres 

atteints d'encoche sèche peut être expliquée en terme de déficit de la 

synthèse des protéines. 

Le cas de la NADH oxydase lutoïdique est beaucoup plus complexe 

puisqu'elle est dans tous les cas activées,au moins transitoirement, au 

cours des stimulations successives. Chez les arbres atteints d'encoche 

sèche, la persistance de cette forte activité NADH oxydase ne peut être 

attribuée à une activation générale de la protéosynthèse au sein des la- 

ticifères, puisque d'autres enzymes (SOD et catalases) voient leur acti- 

vité potentielle fortement diminuer. On peut alors penser à une dérépres- 

sion spécifique de la synthèse de cette enzyme ou de l'un des éléments 

constituantcette chaîne de transfert d'électrons. 

Inversement, cette activation de la "NADH oxydase" peut corres- 

pondre à l'induction d'une disfonction au niveau d'une chaîne rédox lutoï- 

dique utilisant le NADH. Cette disfonction pourrait correspondre à l'appa- 

rition d'activateurs (pool quinonique, catalyseur métalliques,...) déri- 

vant le flux d'électrons du NADH de sa voie normale, vers un accepteur 

"accidentel" tel l'oxygène moléculaire. Cette activation de la NADH 

oxydase pourrait également s'expliquer par un déficit de la synthèse d'un 

"maillon normal"de la chaîne rédox du tonoplaste lutoïdique. On peut par 

exemple penser à un déficit de la synthèse de l'hypothétique "facteur de 

couplage" assurant normalement le couplage entre l'activité NADH-cytochrome c - 

(accepteur physiologiques) oxydoréductase et la pompe à efflux de protons 

labile, caractérisée dans la première partie de ce mémoire (chap.1). Rap- 

pelons en effet qu'il semble exister un antagonisme entre l'activité pompe 

àH 
+ 

rédox et l'activité NADH oxydase. Ainsi lorsque l'une est fonctionnelle 

l'autre ne fonctionne pas, ou du moins une des activités semble disparaître 

au profit de l'autre (tableau 15). 
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Cette hypothèse postulant l'existence d'un "tronc commun" au 

niveau de la chaîne rédox assurant le fonctionnement de la pompe à efflux 

de protons tonoplastique, et au niveau du système NADH oxydase, et suppo- 

sant que le découplage de la Premiere activité, assure l'induction de la 

seconde, reste à prouver, mais nous semble plausible. La stimulation 

engendrerait ainsi, au moins transitoirement, le découplage de la pompe 

à protons rédox, et l'activation concommitante de la NADH oxydase. Rappe- 

lons que le découplage de la pompe ci protons rédox induite par la stimu- 

lation favoriserait l'alcalinisation du cytosol, et donc activerait le mé- 

tabolisme dans un sens favorable a la production du latex. 

Le schéma 3 illustre l'hypothèse que nous formulons pour expli- 

quer l'ensemble des phénoménes observés. 

"Système couplé ' "Sytème découplé" 

QO- 

ii+ A- 
02 Oi 

3:Schéma hypothétique tendant à expliquer le couplage et le découplage de la pompe 
à efflux de protons et la liaison possible avec le système rédox tonoplastique 
émetteur de radicaux superoxydeslle système pompe à protons est alors découplé 1. 
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INDUCTION D’UN TYPE D’ENCOCHE SECHE --_---------__-_--_---~~----~~~~~~~ ------------__----_---~------------ 

LORS DE LA SUR-STIMULATION --__-----_---_---------se- --__------------------s-m- 

DES HEVEAS PAR L’ETHREL _-__--___------------me _-------------------s-w 

RESUME 

Nous rapportons les résultats d'une expérimentation, au cours 

de laquelle nous avons tenté d'induire l'apparition d'encoches sèches par 

des sur-stimulations à 1'Ethrel (en dose et en fréquence : 220 mg d'acide 

2-Chloroéthyl-phosphonique/arbre/traitement ; 8 stimulations annuelles). 

Chez tous les arbres traités, et qui resteront sains en fin 

d'expérimentation, la stimulation à 1'Ethrel induit, outre l'augmentation 

transitoire classique de la production, une augmentation également transi- 

toire (3 à 4 saignées) des activités NADH oxydases lutoïdiques en même 

temps que des activités enzymatiques protectrices SOD et catalases du 

latex. Les teneurs en thiols cytosoliques diminuent sensiblement dans un 

premier temps (-20 %) puis remontent et dépassent celles des arbres témoins. 

L'indice d'éclatement des lutoïdes augmente légèrement transitoirement, lors 

de la première saignée consécutive aux traitements stimulants, puis diminue 

sensiblement (-20 % en dessous des tëmoins) lors des saignées suivantes. 

Les premiers symptômes d'encoche shche typique ne sont percepti- 

bles que lors de la 5ème stimulation (4 arbres atteints/24 traités). Sept 

arbres sont atteints d'encoche sèche, à des degrés divers, après le 7eme 

traitement stimulant. 

Parmi les facteurs biochimiques du latex étudiés, aucun symptôme 

n'est réellement détectable précocement, susceptible de laisser prévoir 

l'induction d'encoches sèches, ni au début de l'expérimentation, ni pendant 

les 4 premiers traitements stimulants, chez les arbres qui seront ultérieu- 

rement atteints. 

Lors de la 2ème saignée consécutive à la 5ème stimulation, l'en- 

semble des symptômes apparait brutalement et simultanément. En même 

temps qu'apparaissent les premiers signes macroscopiques, visibles au ni- 

veau de l'encoche d'exploitation ("zones taries"), les paramêtres biochi- 

miques étudiés différencient les arbres stimulés atteints d'encoche sèche, 



497 

des arbres qui resteront sains. Les symptômes persistent et s'aggravent 

après l'application du 7ème traitement stimulant. Ils correspondent 3 : 

-_ - une augmentation persistante de l'indice d'éclatement des 

lutoïdes (+ 60 % par rapport aux arbres sains) ; 

- une augmentation persistante, et de forte amplitude, de l'ac- 

tivité NADH oxydase lutoïdique (x 12/témoins) ; 

- une forte diminution, irréversible des teneurs en thiols r-e- 

duits cytosoliques (-50 % par rapport aux témoins) ; 

- une chute spectaculaire des activités SOD (-70 %> et catalases 

(-55 %> du latex ; 

- une diminution corrélative de la production de caoutchouc, 

en réponse aux traitements stimulants. 

la nti-n;tUnuLaLion de,!, hGiti pan L’E2hhe.t US donc un dactewr 

inducteur du ngndrrome du encochen nikha. 1~ ngmptomen biochimiquti 

.Lndiquent une dktubitition caftacZtii&Lquc du tonopltite LuAoZdiyue, 

aLtCbuab.& à Ru rn&x en place d’un dé&yu.i.Cbn~ entte LU acZivti& 

“pehoxgdntiv~ totiquen ” e.-t Ru ativitén phO&X-tZ.iCu du &thuc;tUn~ 

membhanaiten, induit pan La nuccexGon den ;DtaLtemeti ntiutati à hauak 

done. 

Nous proposons, en conclusion, quelques hypothèses susceptibles 

de rendre compte de l'ensemble des phénomènes observés. Cette disfonction 

du métabolisme intra-laticifère semble correspondre à une accélération des 

processus de sénescence cellulaire, induite par les traitements intensifs 

de l'écorce des hévéas , par les substrats libérant de l'éthylene. 
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INDUCTION OF A TYPE OF BROWN BAST 
---------======================== 

OF THE HEVEAS BY ETHREL THROUGH THE OVERSTIMULATION 
_-----_-------------------------------------------- ------_-------------------------------------------- 

ABSTRACT 

We give the results of an experiment during which we tried to 

induce the occurrence of brown bast through overstimulations by ethrel 

(220 mg of acid 2 Chloroethyl-phosphonic/tree/treatment ;8 annual 

stimulations). 

In a11 the treated trees which Will remain healthy at the end of 

the experiment, the stimulation by ethrel induces, in addition to the 

classical temporary increase in production, a temporary increase (3 to 

4 tapping cuts) in the NADH oxidase lutoidic activities as well as in 

the SOD and catalase protective enzymatic activities of the latex. The 

cytosolic thiol contents first decrease considerably (- 20%) and then 

they increase again and exceed those of the reference trees. The split- 

ting index of the lutoids increases slightly on a temporary basis when 

the first tapping tut is made following the stimulating treatments and 

it decreases considerably (- 20% below the reference trees) when the 

following tapping cuts are made. 

The first symptoms of typical brown bast cari be observed only in 

the fifth stimulation (4 affected treesj24 treated). Seven trees are 

affected by brown bast at various degrees after having been subjected 

to the seventh stimulating treatment. 

Among the biochemical factors of the latex under study, no symp- 

tom cari be detected early and is likely to suggest the induction of 

brown bast neither at the beginning of the expreiment, nor in the cour- 

se of the first four stimulating treatments in the trees which Will be 

affected later on. 

When the second tapping tut following the fifth stimulation is 

made, the whole symptoms occur suddenly and simultaneously. As the 
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first macroscopic signs are observed in the tapping tut ("dry zones"), 

the biochemical parameters studied differentiate the stimulated trees 

affected by brown bast from the healthy trees. The symptoms persist 

and become more serious following the seventh stimulating treatment. 

They correspond to : 

- a continuous increase in the splitting index of the lutoids 

(+ 60% as compared to the healthy trees) ; 

- a continuous and considerable increase in the NADH oxidase lutoi- 

dit activity (x 12/reference trees) ; 

- a considerable and irreversible decrease in the contents of 

cytosolic reduced thiols (- 50% as compared to the reference trees) ; 

- a considerable decline in the SOD (- 70%) and catalase (- 55%) 

activities of the latex ; 

- a correlative decrease in the rubber production in response to 

the stimulating treatments. 

Therefore, the overstimulation of the heveas by ethrel induces 

the syndrome of brown bast. The biochemical symptoms show a typical 

destabilization of the lutoidic tonoplast due to an imbalance between 

the "toxic peroxidative" activities and the protective activities of 

the membrane structures induced by the successive high dose stimula- 

ting treatments. 

In short, we put forward a few hypotheses likely to account for 

the whole phenomena observed. This dysfunction of the intralaticiferous 

metabolism seems to correspond to an increase in the processes of cel- 

lular senescence induced by the intensive treatments of the hevea bark 

and by the ethylene-releasing substrates. 
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CONCLUSIONS ET INTEGRATION DES RESULTATS 
DE LA DEUXIEME PARTIE 

ROLE DU COMPARTIMENT VACUOLAIRE DANS LES PHENOMENES DE 

SÉNESCENCE ET DE DÉGÉNÉRESCENCE DES CELLULES LATICIFERES. 

CAS DU SYNDROME DES ENCOCHES SÈCHES 

CHEZ HEVEA BRASILIENSIS 

LES LUTOTVES EN TANT QUE LYSOSOMES : 

Les lutoîdes constituent, au sein des cellules laticifères, un 

compartiment vacuolaire à caractère lysosomal. Cette fonction lysosomale 

des ,lutoZdes a été particulièrement étudiée par PUJARNISCLE (1969, 1971). 

Cet auteur a en effet mis en evidence, au sein de ces organites, un large 

spectre d'activités hydrolases, capables de "digérer" la majeure partie 

des constituants cellulaires. Toutes ces activités hydrolytiques sont 

présentes sous forme latente à l'intérieur de ces organites. Le comparti- 

ment lysosomal ne peut jouer pleinement son rôle, dans le cadre d'une ac- 

tivite compatible avec le maintien de la vie cellulaire, que dans la mesure 

où les substrats respectifs de chaque enzyme hydrolytique sont capables de 

franchir la barrière tonoplastique. Pour les solutés de bas poids molécu- 

laire, cette accessibilité implique très probablement l'intervention de 

processus de "transport média". La digestion des structures macromolécu- 

laires suppose l'existence, au niveau du tonoplaste lutoidique, de pro- 

cessus de phagocytose ou de pinocytose. Notons cependant que ses derniers 

phénomènes n'ont jamais pu être visualisés ou démontrés chez les lutoïdes. 

Dans certains cas de disfonction cellulaire, les enzymes hydro- 

lytiques lysosomales peuvent devenir pleinement fonctionnelles, dans la 

mesure où la membrane limitante (tonoplaste) est rompue. Un tel phénomène 

est incompatible avec le maintien de la vie. Il aboutit en effet à l'auto- 

digestion du contenu cellulaire, et dans le cas particulier du latex, à 

la prise en masse du caoutchouc, phénomene correspondant à la coagulation. 

Lorsque ce processus se déclenche an X&&L, il correspond à l'un des stades 

des processus complexes conduisant a la sénescence et à la dégénérescence 

cellulaire. 
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AUTOLYSE PEROXYVATZVE DE LA MEMBRANE LYSOSOMALE : .!A “NAP(P OXYVASE" 

LUTOZVZ2UE : 

Nous avons montré, dans cette deuxieme partie, que les vacuo- 

lysosomes du latex portent en eux, un systeme capable de provoquer l'auto- 

lyse de leur membrane. 

Ce système correspond à une activité enzymatique, se comportant 

globalement comme une NAD(P)H oxydase. Ce systeme est quasi inactif au 

niveau des lutoïdes provenant d'arbres sains bon-producteurs. Il est par 

contre fonctionnel chez les arbres très bas-producteurs et très actif 

chez les arbres atteints du syndrome des encoches sèches. 

Cette activité "NAD(P)H oxydase" est insensible aux inhibiteurs 

classiques des chaines respiratoires cytochromiques mitochondriale, bac- 

térienne ou fongique (Cyanure à faible concentration, antimycine A, roté- 

none, HOQNO,... >. Elle est par contre activée par les inhibiteurs de la 

voie alterne mitochondriale (SHAM et propyl gallate), même en présence 

des inhibiteurs de la voie cytochromique. 

Par ailleurs, ce "système NAD(P)H oxydase" est fortement activé 

en présence de traces de cations métalliques de transition (CU 
2+ 

, Fe3+), 

surtout lorsque ces derniers, complexés par de 1'ADP ou de lIEDTA, voient 

leur potentiel rédox abaissé. Enfin, la forte activation de la NAD(P)H 

oxydase en présence de structures quinoniques (naptoquinones, benzoqui- 

none,...), ou de composés phénoliques susceptibles, par leur oxydation, 

de donner naissance à des fonctions quinones (scopolétine, gaïacol, DOPA, 

SHAM, propyl gallate,... >, laisse supposer l'intervention de structures 

quinoniques dans la "chaine" de transfert des e- du NAD(P)H, vers l'oxy- 

gène moléculaire. Il semblerait en fait que l'un des "maillons" de cette 

chaine redox lutoïdique corresponde à une activité quinone réductase. 

Diverses considerations, et en particulier la mise en évidence 

du fait qu'il y a incompatibilité entre le fonctionnement de la pompe à 

protons tonoplastique rédox particulierement labile (mise en évidence 

dans la première partie), et l'activité NADH oxydase, ou plus exactement, 

que la première activité peut "disparaître" au profit de la seconde, nous 

incitent à penser que ces deux activités font partie (au moins partielle- 

ment) d'une même chaîne rédox localisée sur le tonoplaste lutoîdique. 

L'hypothèse est donc émise, selon laquelle l'apparition de l'activité 

NAD(P)H oxydase serait attribuable à l'établissement d'une disfonction 

au niveau de la pompe à efflux de protons redox tonoplastique. Cette 
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disfonction pourrait correspondre B la disparition d'un hypothétique fac- 

teur de couplage de la pompe à H+ rédox. On peut également envisager la 

mise en place d'une déviation (Shunt) du flux d'e- provenant du NADH, vers 

1’02’ attribuable à l'apparition ou au démasquage de structures quinoniques, 

ou encore de structures contenant des catalyseurs métalliques (CU 
2+ 

, Fe3+, 

métalloproteines, cytochromes,...?) activateurs. Bien que restant encore 

à démontrer, ces hypotheses séduisantes concilient l'ensemble des phéno- 

mènes mis en évidence. 

En outre, la stimulation des hévéas par l'Ethre1 (genérateur 

d'éthylène), induit transitoirement une activation de la NADH oxydase lu- 

toïdique. Nous postulons, en accord avec notre hypothèse, que "la stimu- 

lation éthylénique" induit un découplage de la pompe rédox à efflux de Hf 

tonoplastique, et corrélativement le démasquage de l'activité NADH oxydase. 

Rappelons, 3 ce titre, que le découplage de cette pompe B protons antago- 

niste de 1'ATPase (qui, elle, est activée lors de la stimulation; cf : 

Première Partielchapitre III>, favoriserait l'alcalinisation du cytosol 

et activerait ainsi le métabolisme intralaticifère, dans un sens favorable 

à l'augmentation de la production de latex, classiquement induite par les 

traitements stimulants. 

Nous avons montré que le fonctionnement de la NAD(P)H oxydase 

lutoïdique émet des anions superoxydes (0;) qui, par dismutation (enzyma- 

tique et spontanée), libérent de l'eau oxygénée (H202)'dans le milieu. Le 

phénomène est également activé en présence de quinones exogènes, suggérant 

l'intervention de structures semi-quinoniques instables, facilement auto- 

oxydables, dans l'enchainement réactionnel débutant par l'oxydation du 

NAD(P)H, et conduisant à l'émission des formes toxiques de l'oxygène 

(0; et H202) (HOSCHSTEIN et uJ?., 1965 ; MISRA et FRIDOVICH, 1972 ; ELSTNER 

et &., 1976 ; BOVERIS et de., 1977 ; CRANE, 1977 ; ELSTNER, 1982,...). 

Le fonctionnement de la NAD(P)H oxydase, particulierement intense 

chez les lutoïdes provenant d'hévéas bas-producteurs ou surtout, atteints 

d'encoche sèche, aboutit 3 la degradation peroxydative des lipides insatu- 

rés endo et exogènes (acides linoléique et linolenique). Elle se traduit 

par l'autolyse des lutoîdes consécutive à la dégradation peroxydative de 

leur membrane. L'effet protecteur de la superoxyde dismutase, et surtout 

de la catalase, du mannitol et des tocophérols, suggère que l'attaque 

peroxydative des structures insaturées est essentiellement attribuable à 

l'émission secondaire de formes radicalaires "ultra-toxiques" de l'oxygène 

(radicaux hydroxyles OH', et oxygène singulet 0:). Celles-ci résulteraient 
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de l'interaction entre les anions superoxydes et l'eau oxygénée directe- 

ment libérée par l'activité NAD(P)H oxydase. Les lutoïdes portent donc 

bien en eux un système oxydatif, capable d'induire l'autolyse de leur mem- 

brane limitante. 

PRESENCE VE PROTECTEURS DES STRUCTURES MEMBRANAIRES : 

Le latex contient normalement tout un "arsenal" enzymatique et 

non enzymatique, capable d'assurer une détoxification efficace des formes 

toxiques de l'oxygène libérées par l'activité NAD(P)H oxydase lutoïdique. 

Nous avons ainsi confirmé l'existence, au sein du latex, d'activités cata- 

lases et peroxydases assurant classiquement l'élimination de l'eau oxygénée. 

Nous rapportons également l'existence d'activités superoxydes dismutases 

cytosoliques et lutoïdiques, ainsi que des activités glutathion peroxydase, 

glutathion réductase (NADPH dépendante) et glyoxalase, toutes trois cyto- 

soliques. 

Associées à l'action d'anti-oxydants comme les&-tocophérols, 

l'acide ascorbique et les thiols réduits (ainsi qu'à un "réservoir d'hydro- 

gène", sous forme de composés phénoliques), la présence de ces enzymes 

détoxifiantes, assure normalement, au sein du latex, la protection des 

structures membranaires, contre les éventuelles agressions peroxydatives. 

Un rôle central est attribué au glutathion (GSH) dans le schéma général 

des systèmes détoxifiants. Il constitue d'une part le substrat spécifique 

de la glutathion peroxydase et de la glyoxalase 1, et il est d'autre part 

capable de piéger directement 0' et H 0 2 2 2. Il intervient par ailleurs dans 

les systèmes de recyclage, sous forme réduite, de nombreux autres anti- 

oxydants (acide ascorbique,d-tocophérols, phénols,...). Il est enfin lui 

même recyclé sous sa forme réduite active (GSH), par la GSSG réductase 

à NADPH. La disponibilité en NADPH dans le cytosol est donc susceptible 

de jouer un rôle crucial dans l'efficacité du système détoxifiant, au sein 

du latex. 

DESEQUTLTBRE ENTRE ACTTVTTES PEROXYDATIVES TOXIQUES ET ACTIVITES PROTEC- 

TRICES AU SEIN VU LATEX PROVENANT DES ARBRES ATTE7NT.S D'ENCOCffE SECfiE : 

L'analyse du latex provenant d'hévéas sains haut-producteurs 

et bas-producteurs, ou atteints d'encoche sèche, nous a permis de déter- 

miner comment se structurent les différents facteurs biochimiques inter- 

venant dans la stabilisationfdéstabilisation des systèmes membranaires, 

au sein du latex, en relation avec la productivité et l'état physiologique 
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des tissus laticifères. Nous montrons ainsi que les arbres atteints 

d'encoche sèche non délibérément induite, se caractérisent par une "hyper- 

activité" NADH oxydase lutoïdique, et un effondrement total des activités 

détoxifiantes, tant enzymatiques (SOD, catalases,...) que non enzymatiques 

(thiols réduits et ascorbate). Ce déséquilibre entre activités toxiques et 

protectrices se traduit par une déstabilisation complète, des structures 

membranaires au sein de leur latex.. L'indice d'éclatement particulièrement 

élevé de leurs lutoïdes, et la libération dans le cytosol des activités 

o -dfphénoloxydases normalement compartimentées dans les particules de 

FREY-WYSSLING, en constituent des exemples frappants. 

LA SURST1MULATION DES ffEVEAS A L’ETffREL : TRAITEMENT ‘INDUCTEUR ZI’ENCUCflE 

SECff E-S : 

La surstimulation des hévéas par 1'Ethrel induit l'apparition 

de symptômes typiques de l'encoche sèche. Les analyses biochimiques du 

latex des arbres atteints, montrent des symptômes similaires à ceux mis 

en évidence dans le latex des arbres atteints d'encoche sèche non délibé- 

rément induite. Ils correspondent également à une déstabilisation des 

structures membranaires consécutives à une activation persistante de la 

NADH oxydase lutoïdique,etàune chute corrélative des activités protectri- 

ces. Tout se passe ainsi comme si, chez certains arbres, des traitements 

stimulants induisaient une sénescence puis une dégénérescence précoce des 

cellules laticifères. 

STRESS HORMONAL, SENESCENCE ET DEGENERESCENCE CELLULAIRE : 

"La stimulation éthylénique" induit donc, d'une façon générale 

au niveau des laticifères d'ffw~a, une activation du système NAD(P)H oxy- 

dase lutoïdique. Chez les arbres qui resteront sains, cette activation 

de la NAD(P)H oxydase n'est que transitoire (3 à 4 saignées après l'appli- 

cation de l'Ethre1). Son action potentiellement toxique est alors compen- 

sée par une augmentation parallèle des activités enzymatiques constituant 

la "première ligne de défense" contre l'accumulation des formes toxiques 

de l'oxygène engendrées (SOD et catalases). Par ailleurs, la diminution 

sensible des teneurs en thiols réduits, au sein du latex des arbres sti- 

mulés, peut correspondre à une mobilisation de ces réducteurs, dans le 

but d'assurer la détoxification du latex. A ce titre, le suivi cinétique 

des variations du rapport RSH/RSSR (ou GSH/GSSG) au sein du l'atex, suite 

à la stimulation des arbres 2t l'Ethre1, devrait fournir des indications 

précieuses sur l'importance de ce paramêtre dans les sytèmes de détoxifi- 

cation. 
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Chez les arbres "susceptibles à l'encoche sèche", l'apparition 

des premiers symptômes visibles au niveau de l'encoche (zones taries) à 

la suite de surstimulations répétées, se traduit au niveau de leur latex 

par une augmentation considérable, et surtout durable (non transitoire) 

de l'activité NAD(P)H oxydase lutoîdique. A l'inverse des réponses enre- 

gistrées chez les arbres sains, les systèmes protecteurs deviennent défi- 

cients, et donc incapables d'assurer une protection efficace des structu- 

res membranaires vis-à-vis des formes agressives de l'oxygène, chez les 

arbres atteints. 

Le rôle de l'éthylène dans l'induction et la répression de cer- 

taines enzymes, chez les végétaux, a fait l'objet de nombreux travaux 

(ABELES, 1973,... ). Plus récemment il est apparu que l'effet semble va- 

riable, voire opposé selon la dose d'éthylène appliquée. Par exemple 

l'éthylène à faible dose (1 ppm) induit une augmentation des activités 

PPox, peroxydases, catalases et ATPase, au sein des tissus méristématiques 

d'apex de Nicolima tiacum, alors qu'aux plus fortes concentrations (10 

et surtout 100 ppm), le traitement éthylénique induit au contraire une 

diminution significative de ces mêmes activités enzymatiques (HENRY et 

RICHARD, 1979). De même l'éthylène (100 ppm) semble inhiber la synthèse 

de novo des catalases au sein des tissus d’lpomka 6a;tcctan (ESAKA ti &., 

1983). Ces deux effets totalement opposés sont révélateurs du double rôle 

que peut jouer l'éthylène, en fonction de sa concentration au sein des 

tissus végétaux. A dose "hormonale" (51,à quelques ppm) l'éthylène joue 

un véritable rôle régulateur, et participerait à la modulation de l'expres- 

sion d'un certain nombre d'activités enzymatiques. A concentration plus 

élevée, l'éthy!ène semble essentiellement induire les processus condui- 

sant à la sénescence cellulaire, au niveau de nombreux organes végétaux 

(BELES, 1973 ; LIEBERMANN, 1979). Corrélativement, la production d'éthy- 

lène par les organes végétaux en cours de sénescence est un phénomène 

maintenant bien admis (KENDE et HANSON, 1976, 1977 ; HALL, 1977 ; LIEBER- 

MANN, 1979 ; KONZE et KENDE, 1979 ; KONZE et &., 1980;...). Il a par 

ailleurs été démontré que la sénescence induite par un stress mécanique, 

ou directement par des traitements à l'éthylène, se traduit au sein des 

tissus traités, par une forte augmentation des teneurs en H202 (BRENNAN 

et FRENKEL, 1977) et par une déstabilisation des structures membranaires, 

suite à la dégradation peroxydative de leurs lipides (BEUTELMANN et KENDE, 

1977). Plus récemment, des phénomènes analogues correspondant B l'émission 

de formes toxiques de l'oxygène (HZOZ et O?), à la peroxydation des lipides 
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insaturés et à la déstabilisation consécutive des systèmes membranaires 

ont également été mis en évidence au niveau des organes végétaux en voie 

de sénescence naturelle (STEWARD et BEWLEY, 1980 ; MAYAK et &., 1983 ; 

LEGGE et &, 1983 ;.. .>. Enfin il semble que l'induction des phénomènes 

de sénescence se manifestent également par une diminution des activités 

catalases (KAR et MISHRA, 1976 ; BRABER, 1980 ; DHINSDA & d., 1982), et 

superoxyde dismutase (DHINSDA &?Z ak, 19821, et inversement par une aug- 

mentation des activités peroxydases (KAR et MISHRA, 1976 ; BRABER, 1980). 

Notons enfin que la sénescence induite artificiellement semble retardée 

chez les végétaux plus riches en anti-oxydants endogènes (MONDAL et CHOU- 

DHURI, 1981). 

L'ensemble des phénomènes biochimiques récemment mis en évidence, 

caractérisant les processus conduisant à la sénescence (induite ou naturelle) 

des tissus végétaux, correspondent donc bien aux phénomenes que nous avons 

également caractérisés dans le latex des arbres atteints d'encoche sèche, 

délibérément induite ou non. Ils correspondent à l'enchaînement de proces- 

sus oxydatif aboutissant à la déstabilisation des structures membranaires 

in ni.tu. 

PROVUCTSON AUTOCATALYTIQUE D'ETHYLENE ET "ENCOCAES SECffES" ? 

Nous avons montré que les traitements éthyléniques de l'écorce 

d'ff&wa engendre une activation de la NAD(P)H oxydase lutoîdique, dont le 

fonctionnement libère dans le milieu des anions superoxydes et de l'eau 

oxygénée. Les données bibliographiques les plus récentes acquises sur les 

mécanismes endogènes conduisant à la biosynthèse de l'éthylène chez les 

végétaux, montrent que l'une des étapes finales correspond à l'attaque 

peroxydative du précurseur : acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique, 

par des anions superoxydes ou des radicaux hydroxyles (BAKER et &!., 1978; 

APELBAUM et &., 1981 a et b ; LEGGE ti &., 1982 ; RAE et &., 1982 ; 

LEGGE et THOMPSON, 1983). La confirmation récente d'une production endogène 

autocatalytique d'éthylène par différents organes végétaux, suite à un 

traitement par de l'éthylène exogène (RIOV et YANG, 1982 ; HUME et LOVELL, 

19831, nous conduit à suggérer l'existence d'un phénomène analogue chez 

1'Hévéa. Nous émettons ainsi l'hypothèse, selon laquelle les traitements 

hormonaux de l'écorce d'tfevea par des produits libérant de l'éthylène 

exogène, induiraient, au sein des laticifères, une biosynthèse autocata- 

lytique d'éthylène endogène, stimulée par l'activation de la NAD(P)H oxy- 

dase lutoï'dique génératrice d'anions superoxydes. 
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Selon RIOV et YANG (1982), l'amplitude de cette activation de 

la production endogène d'éthylène suites à des traitements éthyléniques, 

serait proportionnelle à la dose d'éthylène exogène appliquée. Nous sug- 

gérons donc que la surstimulation en dose et en fréquence de 1'écorc.e 

d’ffwLa par l'Ethre1, peut engendrer une activation telle de la biosyn- 

thèse d'éthylène in &??L, que la surconcentration en éthylène entretenue 

au sein des tissus laticifères, aboutirait à terme, chez des arbres par- 

ticulierement "réceptifs", à l'induction irréversible des processus con- 

duisant à la sénescence cellulaire. Ceux-ci correspondraient à la mise 

en place d'un déséquilibre entre activités peroxydatives toxiques et ac- 

tivités détoxifiantes intracellulaires, et à l'autolyse consécutive des 

vacuo-lysosomes & &??.L. 

On peut supposer a /VL~OJC~ que tout stress mécanique ou chimi- 

que (en particulier toute forme de surexploitation des hévéas) puissent 

aboutir à une synthèse d'éthylène in &.&L (COUPE, 1977) et à l'apparition 

d'encoche sèche (DE FA?, 1981). 



TROISIEME PARTIE 

CONCLUSION GENERALE 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 
=================== 

Notre étude s'inscrit dans le cadre des recherches tendant a 

préciser les fonctions du compartiment vacuolaire au sein des cellules 

végétales. On sait depuis les travaux de RIBAILLIER (1972) et de PUJAR- 

NISCLE (1968) que, de part leurscaractéristiques biochimiques, les lu- 

toïdes du latex constituent au sein du cytoplasme des cellules laticifè- 

res d' ffwea b~tiiCeti&, un compartiment vacuolaire à caractère lyso- 

somal. 

Ces organites peuvent facilement être isolées et purifiées du 

latex par des techniques simples de centrifugation différentielle, sans 

mise en oeuvre de traitementsdrastiques, préjudiciables à l'intégrité de 

leur membrane. Nous avons mis à profit cet avantage méthodologique incon- 

testable pour étudier quelques aspects des relations existant entre les 

compartiments cytosolique et vacuo-lysosomal du cytoplasme des cellules 

laticifères. 

PARTZClPAT10N ACTIVE DES LUTUTVES VANS LE MA7NT7EN VE L’HOMEOSTASIE, 

AU SEIN VU LATEX V’HEVEA 

La production du latex reflète dans une certaine mesure l'in- 

tensité du métabolisme au sein des cellules laticifères. Ce métabolisme 

doit être suffisamment intense, et "orienté" de façon adéquate, pour as- 

surer la régénération et compenser ainsi l'exportation massive du latex, 

constamment sollicitée par l'exploitation régulière des hévéas. Il existe 

ainsi un lien étroit, entre la productivité des arbres et leur capacité 

à assurer le renouvellement du contenu de leurs laticifères (d'AUZAC 1965-a 

et b ; JACOB,1970 ; TUPY, 1973 a et b ; TUPY et PRIMOT, 1976,...). Il 

apparaît maintenant certain que l'intensité du métabolisme régénératif 

intra-laticifère est essentiellement sous la dépendance du pH et de la 

détoxification du cytosol, vis-h-vis d'un certain nombre d'ions organi- 

ques et minéraux inhibiteurs. 

Ainsi, la production du latex est corrélée positivement, d'une 

manière très hautement significative, au pH du cytosol et négativement 

au pH du compartiment vacuolaire du latex (les lutoïdes) (COUPÉ, 1977 ; 
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CRETIN, 1979-a ; BZROZOWSKA-HANOWER & &., 1979). De plus nous avons 

montré l'existence de corrélations inverses, hautement significatives, 

entre les variations du pH du cytosol, et celles du pH intra-vacuolaire, 

suggérant l'existence de flux vectoriels de protons contrôlés, au niveau 

du tonoplaste lutoïdique (CRETIN, 1979-a ; BRZOZOWSRA-HANOWBR et &.,1979). 

Des analyses multivariées(rapportées dans ce mémoire) nous ont 

permis de montrer que le latex issu des arbres haut-producteurs, se carac- 

térise non seulement par un pH cytosolique neutre ou légèrement alcalin 

ainsi que par un gradient transtonoplastique de protons élevé, mais éga- 

lement par une forte accumulation du citrate à l'intérieur des lutoïdes. 

Cette accumulation intravacuolaire du citrate, correspond à la mise en 

place d'un gradient transtonoplastique de citrate élevé, et en particu- 

lier à la présence de faibles concentrations en ce triacide au sein du 

cytosol du latex issu des arbres haut-producteurs. 

Ces différentes corrélations peuvent s'expliquer d'une façon 

satisfaisante quand on sait que de nombreuses enzymes clés du métabolis- 

me cytosolique des laticifères sont extrèmement sensibles à de très fai- 

bles variations de pH, dans la zone des fluctuations physiologiques. De 

plus, ces mêmes enzymes sont inhibées efficacement par certains ions tels 

que le citrate, le magnésium, le calcium et le cuivre, normalement accu- 

mulés, in vivo, au sein des lutoïdes (JACOB, 1970, 1972 ; JACOB et 

ae., 1977, 1979 ; JACOB et d'AUZAC, 1967, 1969, 1972 ; RIBAILLIER et ak?., 

19719. 

LE @f- STAJ B700SMùJ7QlE 70NUPlASJl@E : --- ~------~-----____ -----_____-_____ 

L'accumulation des protons au sein des lutoïdes s'effectue 

grâce B l'intervention de deux phénomenes complémentaires. Un large pool 

de protons est retenu au sein du compartiment vacuolaire grâce à l'exis- 

tence d'un potentiel transtonoplastique de DONNAN. La nature des macro- 

molécules à l'origine de cet effet reste B déterminer. 

Les flux transtonoplastiques de protons "libres", qui détermi- 

nent tant le pH du cytosol que celui du compartiment vacuolaire, sont sous 

le contrôle de deux systèmes antagonistes transporteurs de protons, loca- 

lisés au niveau du tonoplaste lutoïdique : 

- La psemiène pompe ù pnotoizn e.& .L& au fjontionnanwt de 

C'AJPtic, m.Lse: en iividence nur Le tonopkb~~ du ButoZdu parr d'AUZAC 

(1975, 7977). Cette activité ATPase tonoplastique catalyse le flux (vec- 

toriel) des protons cytosoliques vers l'intérieur de la vacuole. Son 
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fonctionnement aboutit donc à une alcalinisation du cytosol, à une acidi- 

fication vacuolaire, et par voie de conséquence à une augmentation impor- 

tante du gradient (électrochimique) de protons transtonoplastique. De ce 

point de vue nos résultats sont en accord avec ceux de MARIN (1981). 

- lfne. deux&imme pompe à ~ILO.~OVIA at COU~.&~ au ~ontionnemwt 

d’un nynt6me &UWIApOh.hXUL d’é..teolroMn &OC&~ nutr Le ;tonopAz&te. Ce sys- 

terne rédox fonctionne avec du NADH comme substrat donneur d'électrons, 

et du cytochrome c en tant que substrat accepteur artificiel. 

L'accepteur d'électrons physiologique endogene reste encore à 

identifier. Enfin, l'identité de ce système transporteur d'e- fonctionnel 

au niveau du tonoplaste des lutoïdes intacts et fraîchement isolés du la- 

tex, avec l'activité NADH-cytochrome c oxydoréductase mise en évidence par 

MOREAU ti &!.(1975) sur le tonoplaste lutoïdique purifié, reste à démontrer. 

En présence d'accepteurs artificiels (cytochrome 2, DCPIP, ferri- 

cyanure,... ), le fonctionnement de chaîne rédox, in VhkO, catalyse un ef- 

flux des protons accumulés en déséquilibre thermodynamique au sein des lu- 

toïdes. Son fonctionnement entraîne donc une acidification du milieu d'in- 

cubation, et l'alcalinisation concomitante du compartiment vacuolaire, donc 

une diminution du gradient transtonoplastique de protons. L'activité de 

cette pompe à protons rédox est insensible aux inhibiteurs classiques des 

chaînes respiratoires,mitochondriale, fongique ou bactérienne (KCN, anti- 

mycine A, roténone, SHAM,...). Cependant, .&2 COU@Ct#Z Cl’LhC R’UC~V~k 

hédox czt La pompe à ~~&&LX de H+ gui k2.L e& ahnoci&, e& exZti?memerd 

&x.&&, et peut disparaître complètement après un stockage de quelques 

heures des lutoïdes dans différentes conditions de conservation. Il sem- 

ble par ailleurs que l'activité rédox "découplée" de la pompe reste fonc- 

tionnelle, et qu'elle devienne alors capable de transférer une partie du 

flux d'e- provenant du NADH, sur l'oxygene moléculaire, ce dernier jouant 

alors un rôle "d'accepteur d'e- accidentel". 

La courbe des activités respectives des deux pompes à protons 

antagonistes (ATPase et système rédox), en fonction du pH du milieu d'in- 

cubation, montre que 1'ATPase reste au maximum de son activité potentielle 

dans toute la zone des variations physiologiques du pH, tandis que la 

pompe rédox à efflux, beaucoup plus sensible aux variations de pH, devient 

plus efficiente aux pH légèrement alcalins (au-dessus de 7,5). Ces obser- 

vations nous conduisent à conclure que toute alcalinisation excédentaire 

du cytosol, éventuellement engendrée par une hyper-activité ATPase tono- 

plastique, sera ccntrecarrée par l'activation de la pompe rédox à efflux 
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de H+, activation résultant précisément de cette alcalinisation. 

Enfin nous avons montré , que ces deux systèmes antagonistes 

sont fonctionnels lorsque les lutoïdes intacts, fraîchement isolés du 

latex, sont incubés dans le cytosol du latex déprotéinisé par ultrafil- 

tration, c'est-à-dire dans des conditions de composition ionique du mi- 

lieu aussi proches que possible de celles existant &'l ViVO. 

Ainhi, daw, Rd me&&e où Re.h nubnLt& hup&tigA, niicehnailc~ 

au fonctionnement de ce-l deux pompa à photon4 an;tu.gov&t~ loti tipo- 

nibRu En qukuz;tith non ,ti.mimen au hein du R&&dtiu laccephzti 

d’i-, en patrticukh), ce double pff-STAJ biooAmotique tonopltitique doit 

&tw f(onc.tionne& in vivo. 7R doLt donc conteibum e~,$icacernenX à .i!a hégu- 

Ra,tion &h.e du pH cytonofique eA: du ghad.iULt é&e&ochimiqu~ de phOzOizi\ 

a2~tonop.tantique., au nein. du cefluR~ .b!Zci~ti~. 

ACJlVAJ70N VE L’UNE DES COMPOSANTES VU pH--SI-A7 JONOPfASJT~UE {AJPaneJ -~--_-_--_---__------~-~-~~~~--~----~~-~~~~----~--~~---~-~~---- -_---- 

PAR 1 ‘ETliRE : -____-_----- 

Le traitement de l'écorce des hévéas par l'Ethre1, produit libé- 

rant de l'éthylène employé couramment en hévéaculture pour augmenter 

("stimuler") la production du latex, induit une forte activation de 1' 

ATPase tonoplastique. Cette activation de 1'ATPase est attribuable, 

pour partie, à la stimulation d'une protéosynthèse spécifique et 

à l'apparition d'un "activateur" thermostable cytosolique, induites, au 

niveau des laticifères par l'éthylène (GIDROL, 1984; CHRESTIN & &., 

1984 a et b). En fait, la majeure partie de l'activation de 1'ATPase 

tonoplastique in 2'i.k est due à une augmentation considérable en 1'ATP 

au sein du latex. Les cinétiques d'activation de 1'ATPase pompe à protons 

montrent en effet que celle-ci est essentiellement sous le contrôle de la 

disponibilité en ATP (son substrat), dans le milieu. 

Cette stimulation, par l'éthylène, de l'activité ATPase pompe 

à protons tonoplastique, induit in &k une alcalinisation importante du 

cytosol, et une forte augmentation concomitante du gradient transtonoplas- 

tique de protons. Ces évènements précoces sont au moins pour partie a l'o- 

rigine de l'activation du métabolisme intralaticifère et de l'augmentation ' 

de la production de latex, provoquées par la stimulation des hévéas à 

l'Ethre1. 
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UNE FONCJZON PUREMENJ PEJOXZFZANJE VE.5 LUJOZDES ? __________-___--__----------------------------- . 

A trop forte concentration, le citrate est un inhibiteur effi- 

cace de certaines enzymes clés du métabolisme cytosolique. Il est accu- 

mulé normalement in ViVO, au sein du compartiment vacuolaire (RIBAILLIER, 

1972 ; d'AUZAC et &., 1982). 

JYl V-hO, les lutoïdes accumulent le citrate exogène contre un 

gradient transtonoplastique de concentration de forte amplitude (d'AUZAC 

et LIORET, 1974 ; MONTARDY et LAMBERT, 1977 ; COUPÉ et LAMBERT, 1977). 

Le fonctionnement de 1'ATPase tonoplastique semble par ailleurs 

fournir l'énergie nécessaire à cette accumulation sous formed'une force promo- 

trice (pmf) (MARIN, 1981 ; MARIN et &., 1981). Nous confirmons dans une 

certaine mesure ce phénomène, au niveau de lutoïdes intacts, fraîchement 

isolés. Cependant toutes les tentatives pour provoquer un efflux du citrate 

accumulé se sont soldées par un échec. 

NOUA phopo~ovm donc que &A Lu;toXdu piiTgen;t -h&vetLilibLemeti le 

citiakc cgtonolique excédentahe, cit @‘-i-b jOUe& tiyLrli un hÔ& uAeti~- 

&mwt déLoxi&iaA, en SvLtuti R’inhibXion du mé.kbol%me cgtonoi!iqu~ pah 

un excCdcnt de CC tiiacid~. Cependant la nature des phénomènes à l'ori- 

gine de cette immobilisation définitive du citrate, et le devenir à long 

terme du citrate accumulé restent obscurs. 

LES LUJOIDES EN TANT (IJE "COMPARJIMENJ VE STOCKAGE” : -__-_-_-_-~--~~-----~ ---------------------------- 

Un excès de calcium, au même titre que le citrate, est préjudi- 

ciable au fonctionnement du métabolisme cytosolique. Par ailleurs ce ca- 

tion divalent semble impliqué dans les processus conduisant à la coagula- 

tion du latex. In V&O, le calcium est, lui aussi, normalement accumulé 

au sein des lutoïdes (RIBAILLIER, 1972 ; d'AUZAC G?..% &., 19829. 

In vitio, nous montrons que les lutoïdes accumulent intensément 

le calcium exogene, contre un gradient transtonoplastique de concentra- 

tion élevé. Par ailleurs les flux transtonoplastiques de calcium vont dans 

le même sens que les flux de protons. Le fonctionnement de 1'ATPase éner- 

gise l'accumulation du calcium libre à l'intérieur des lutoïdes, et le 

fonctionnement de la NADH cytochrome 2 réductase, pompe a efflux de H+ 

tonoplastique, provoque l'efflux du calcium libre accumulé. 

L'ensemble de nos résultats suggèrent l'existence d'un trans- 

port actif du calcium au travers du tonoplaste lutoïdique, faisant inter- 

venir un mécanisme d'échange Ca ++/(n?>H+, dont la stoechiométrie reste à 

définir. 
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A.in& &e ca&.Gum &bhe accumu&i au nein du compahtiment vacuo- 

tic peut Lake hem& à &IL tipontion du mékabo4%me ytonoLique. LU 

@ux xk.wwtonop.&wtiqu~ de c&&um &bhe demeurent ~OLLC, .& con;DrôRe ac- 

-tid du deux pompa à phO-?tOM ZonoptiZiquti an;tagovLin~~. ConXwLwment 

au cdn du ci%zte, Ru LuakZda annwre-nt donc un nôLe de ntochage héwh- 

nib& vi/+à-vit, den ions c~cium. 

ROLE DES LU7-OTDES VANS L’fffJMEOSTASZE CYJOSOL7~UE VU LATEX : ---------_----------------------------------- ----______- 

Prenant en compte le fonctionnement des deux pompes B protons 

électrogènes antagonistes localisées sur le tonoplaste lutoïdique, nous 

proposons que les lutoïdes : companxtimant vacuo.I!aVre de.t, C~&M& 

-&vLLci~èhu, jouw.t un .&ip& hi?&& vi&à-vin du méaZabo.k%m~ ytonofique 

Laticigène : 

- un nô& de “pH-SJAJ bioonmotique” I biophgniquel , cupab&e de 
hégdkh Rnè~ &6wmwt Le pH du cgtono.& dam une zone de vahiaation phg- 

ndologique modu&nt e~&kzwmmen.t C’activité de cw&ain~ cnzgrnti ci!& 

du mé&bo.k%me y2onoRique ; 

- un nô& de compcu&tment ennena%&ment “détoxi&kvu?‘, accu- 

muta& et piégeant &&veJrkbLement I?l un ceMain nombhe de m&î.xbo,ti.t~, 

qti, en ~XC&, nont du inhibtieunn edfjicaca dt cetrtainen enzgrnet, C&A du 

méakbo~~me cgatonotique (cititie, Xa.nnim,...) ; 

- un nô& de compa&iment de héMhVe, accumufknt h&?&nnib.&meti 

cetr;tairzn iot%l r cd’, l-l’) et mé.kbotiten I ? 1, inhibirteum du mi%abo.t&me 

&ohnqu’& noti en exck dam .kk cgtonok C~A demim peuwnt cependant 

êSte à tord momwt nemi, à La tipodition du m&tabotime ytono.!.iqu&, 

gh&e au ~onc.tionnement didBê~~enti& du dwx pompa ioniquti là tf+) 

Tonop~Liquas.antagotit~ . 

Ain&, en pan;üoipant ativemeti à La hégutation &w du pff ct 

de. La componi.Gon ionique du cgtonol [hom6ontiicJ, 4% LtoId~ jouent 

un hi?.& de phemietre i~~poha2wzce Davy Le conthô.& de ~‘interzni;t~ du mikkbo- 

tirne au ntin den .ki&&$k~. 1.0, jouen$ donc un hÔ.& détwcmivwzf dans 

&A phocannun gouvwcnant La phoduction du Lakex du hhvéan. 

Ce rôle actif des lutoïdes dans le maintien de l'homéostasie 

correspond essentiellement à la fonction vacuolaire de ces organites. 

Cette fonction vacuolaire semble donc dépendre, au moins en partie, de 

processus actifs, consommateurs d'énergie. Elle met en jeu au niveau du 

tonoplaste lutoïdique un certain nombre de mécanismes régulateurs fournis- 

sant l'énergie nécessaire (pompes à H+> et catalysant le transport sélectif 
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de divers solutés (récepteurs membranaires spécifiques). Ces mécanismes 

aboutissent CI la mise en place d'une compartimentation intracellulaire 

de diverses entités moléculaires ou ioniques. Celle-ci paraît nécessaire c 
au fonctionnement optimum du métabolisme cytoplasmique, et tres probable- 

ment au maintien des conditions compatibles avec la vie. CC hÔ& du &.t- 

~~~~ dti Le maitien de L'homko&&c inakk.tici@he nécennite donc 

une itikghkté pw&iQ de Rewr membha.ne -5im-iXun-t~. 

FONCJlON LYSOSOMALE EJ ROLE VES LUJOZVES VANS LA SENESCENCE DES JZSSUS 

LAJZCTFERES 

C'est essentiellement CI PUJARNISCLE (1968, 19699, que l'on doit 

la mise en évidence et la caractérisation de la fonction lysosomale des 

lutoïdes. Ces organites contiennent en effet un large spectre d'activités 

hydrolytiques acides, capables de digérer la majeure partie des consti- 

tuants cellulaires. Présentes donc sous forme latente dans ces organites, 

ces activités enzymatiques ne peuvent devenir pleinement fonctionnelles 

au sein de la cellule laticifère, que dans la mesure où la membrane lu- 

toïdique (tonoplaste) est rompue. La lyse du tonoplaste lutoïdique appa- 

raît donc comme un phénomène totalement incompatible avec le maintien de 

la vie des laticifères. Elle aboutit en effet à l'autodigestion du contenu 

cellulaire, et dans le cas particulier du latex, à la prise en masse du 

caoutchouc (coagulation). Lorsque ce processus se déclenche in Akk, il 

correspond à l'un des stades des mécanismes complexes conduisant à la 

dégénérescence et B la sénescence de la cellule. 

AUJOLYSE PEROXYVAJlVE VE LA MEMBRANE LUJOlVl~UE : LA NAV(P ------~-_--~~~-~~~~~-~---~~-~-~~-~~~-~--~~~- ---------e---e- 

OXYDASE VACUO-LYSOSOMALE : 
--------_----------_---- 

Nous montrons dans ce mémoire que les vacuo-lysosomes du latex 

(les lutoïdes) portent en eux, un systeme capable de provoquer l'autolyse 

de leur membrane. 

Ce ng&ème dé&ubi.f%akeur cohhtipond à une ativlté enzgmti- 

uqe, ne COmpOh&Wd globakmeti comme une NAV[PIH oqdtie. Ce systeme, au 

moins partiellement membranaire, est quasi inactif au niveau des lutoïdes 

provenant d'arbres sains bon-producteurs. Il est par contre fonctionnel 

chez les arbres tres bas-producteurs, et particulièrement actif au niveau 

des lutoïdes provenant d'arbres atteints d'encoche sèche. Son a&&%? 

ut donc k%?e à La phoductkktk ou à L'éakf phgniologique den tinun Ra- 

xk$?Jlef,. 
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Insensible aux inhibiteurs classiques des chaînes respiratoires 

cytochromiques, cette activité NADH oxydase est par contre fortement acti- 

vée par les inhibiteurs de la "voie alterne" mitochondriale (SHAM, propyl 

gallate). Elle est en outre activée en présence de quinones et de traces 

de cations métalliques de transition chélatés (Fe 3+ 
et Cu2+). Il semble- 

rait en fait que l'un des "maillons de cette chaîne rédox" corresponde 

à une activité quinone réductase. 

L'apparente incompatibilité entre le fonctionnement de la pompe 

à protons rédox tonoplastique particulièrement labile, et l'activité 

NAD(P)H oxydase, ou plus exactement le fait que la première semble dispa- 

raître au profit de la seconde, nous incite à penser que ces activités 

font partie (au moins partiellement) d'une même chaîne rédox localisée 

sur le tonoplaste lutoïdique. L"'induction" de l'activité NAD(P)H oxydase 

pourrait ainsi être attribuable au découplage de la pompe à protons rédox 

par la disparition d'un hypothétique facteur de couplage ou la mise en 

place d'un "shunt" (pool de quinones, structure comportant un site métal- 

lique,. ..?> au niveau de la chaîne de transfert d'e- provenant du NAD(P)H. 

Le fonctionnement de la NAD(P)H oxydase libère des anions super- 

oxydes (0.) qui, par dismutation, 
2 

donnent de l'eau oxygénée. Ces phénomè- 

nes sont également activés en présence de quinones exogènes, suggérant 

l'intervention de structures semi-quinoniques auto-oxydables dans l'en- 

chaînement réactionnel conduisant à la réduction univalente (0;) et diva- 

lente (H202) de l'oxygène par les e- du NAD(P)H (MISHRA et FRIDOVICH, 

1972 ; ELSTNER '2t &, 1976 ; BOVERIS et u,k, CRANE, 1977 ; ELSTNER, 

1982,...). 

Le fonctionnement de la NAD(P)H oxydase induit la peroxydation 

des lipides insaturés endo et exogènes. Cette dernière aboutit à l'auto- 

lyse des lutoïdes, consécutive à la dégradation peroxydative de leur mem- 

brane. L'utilisation d'inhibiteur spécifiques suggèrent que l'attaque 

peroxydative des structures insaturées est essentiellement attribuable 

à l'émission de formes radicalaires "ultra-toxiques" de l'oxygène (OH' 

et O.!j> résultant des interactions entre H 0 
22 

et 0; directement libérés 

par l'activité NAD(P)H oxydase. 

PRESENCE VE PROTECTEURS DES STRUCTURES MEMBRANAIRES : --------------------------------------------------- 

Le latex contient tout un "arsenal" enzymatique et non enzyma- 

tique capable normalement d'assurer une détoxification efficace des for- 

mes toxiques de l'oxygène émises par l'activité NAD(P)H oxydase. Nous 
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confirmons l'existence d'activités catalases et peroxydases (COUPÉ et de. 

1972). Nous mettons en évidence la présence d'activités superoxyde dis- 

mutase , glutathion peroxydase, glutathion réductase (à NAD(P)H) et de 

glyoxalase 1, dans le latex. Nous étudions également le rôle des anti- 

oxydants (ascorbate, glutathion,ti-tocophérols, phénols,...).dans les 

systèmes de protection contre les dégradations peroxydatives, et en con- 

firmons l'existence au sein du latex. 

DEGRADATiON VE LA MEMBRANE VACUOLYSOSOMALE ET SYNDROME V’ENCOWE SECHE : _____-__------_--___---~----~---~~~-~----~~~~~~~~---~~-~~~~~~~~~-- ---- 

Les résultats d'analyses de différents paramètres biochimiques 

du latex provenant d'arbres sains ou atteints d'encoche sèche, interprétés 

par des méthodes d'analyse des données multivariables (ACP, GUI,...), mon- 

trent que les arbres atteints d'encoche sèche non délibérément induite, et dans 

une moindre mesure les arbres très bas-producteurs,se caractérisent par 

une "hyper-activité" NADH oxydase lutoïdique, et un effondrement des acti- 

vités protectrices tant enzymatiques (SOD etfou catalases), que non enzymatiques 
(RSH et ascorbate). Des corrélations entre ces différents facteurs et la 

productivité ou l'état physiologique des hévéas sont mises en évidence. Ils 

sont susceptibles de constituer des marqueurs de l'état physiologique des 

tissus producteurs de latex. 

Ce déséquilibre total entre les activités peroxydatives toxiques 

et les activités protectrices se traduit par une déstabilisation complète 

des structures membranaires du latex. On constate en particulier une forte 

augmentation de l'indice d'éclatement des lutoïdes. 

SURST7MUlAT70N A L'ETtfREL ET APPARITION D’ENCOCHES SECHES : --------------------------------------------------------- 

La surstimulation des hévéas par 1'Ethrel induit l'apparition 

de symptômes typiques de l'encoche sèche. Les analyses biochimiques du 

latex des arbres atteints, montrent des symptômes similaires à ceux mis 

en évidence dans le latex des arbres atteints d'encoche seche non délibé- 

rément induite. Ils correspondent également à une déstabilisation des struc- 

tures membranaires consécutive à une activation persistante de la NADH 
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oxydase lutoïdique, et une chute corrélative des activités protectrices. 

Tout se passe ainsi comme si, chez certains arbres, des traitements sti- 

mulants induisaient une sénescence puis une degénerescence precoce des 

cellules laticifères. 

Cependant aucun symptôme biochimique ne semble détectable, au 

niveau du latex, permettant de prévoir précocement l'induction de la 

"maladie". Ces symptômes biochimiques semblent en effet apparaître en 

même temps que les premiers signes visibles au niveau de l'encoche. 

Nous discutons l'ensemble de ces résultats en insistant sur la 

relation possible entre le traumatisme hormonal (sur-dose d'Ethrel), et 

l'induction des phenomenes de dégénérescence et de sénescence classique- 

ment provoqués par l'éthylène endo ou exogène, chez les végétaux. Ceux-ci 

se traduisent souvent en effet par des symptômes biochimiques analogues 

2 ceux mis en évidence au sein du latex des arbres atteints d'encoche sè- 

che (ABELES, 1973 ; KAR et MISHRA,1976 ; KENDE et HANSON, 1976, 1977 ; 

HALL, 1977 ; BRENNAN et FRENKEL, 1977 ; BEUTELMANN et KENDE, 1977 ; LIE- 

BERMANN, 1979 ; KONZE et KENDE, 1979 ; HENRY et RICHARD, 1979 ; KONZE et 

&., 1980 ;(STEWARD)et BEWLEY, 1980 ; BRABER, 1980 ; MONDAL et CHOUDHURI, 

1981 ; DHINSDA et c&., 1982 ; MAYAK ti &., 1983 ; LEGGE & ak, 1982 b ; 

ESAKA et c&., 1983). 

STRESS HORMONAL, PRODUCTION AUTOCATALYTIQUE V'ETffYlENE ET ENCOWES SEME.9 

Nos résultats montrent que la stimulation de l'écorce des hévéas 

par 1'Ethrel active, au moins transitoirement, la NAD(P)H oxydase lutoîdi- 

que, dont le fonctionnement libère dans le milieu, des anions superoxydes 

et de l'eau oxygénée. 

Les données bibliographiques récentes indiquent que la synthèse 

d'éthylène endogène chez les végétaux implique la conversion de précurseur 

physiologique acide l-aminocyclopropane-l-carboxylique en éthylène, grâce 

à une attaque radicalaire par des formes agressives de l'oxygène, probable- 

ment 0: 2 et OH' (BAKER et de., 1978 ; APELBAHM e;t &.,1981 a et b ; LEGGE 

ti d., 1982a; LEGGE et THOMSON, 1983). Par ailleurs la confirmation ré- 

cente d'une production autocatalytique d'éthylène endogene par différents 

organes végétaux, suite à un traitement par de l'éthylène exogène (RIOV 

et YANG, 1982 ; HUME et LOVELL, 1983) nous conduit B suggérer l'existence 

d'un phénomène analogue chez ffewa. On est en droit de penser que tout 

traitement hormonal, à base de produit libérant de l'éthylene exogène, 

induit au sein des laticifères une biosynthèse autocatalytique d'éthylène 
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endogène, stimulée par l'activation de la NAD(P)H oxydase lutoîdique géné- 

ratrice d'anions superoxydes. Il semble par ailleurs que l'amplitude de 

cette activation de la production endogène d'éthylène soit proportionnelle 

à la dose d'éthylène exogène appliquée (RIOV et YANG, 1982). On peut alors 

supposer que la surstimulation en dose et en fréquence de l'écorce d’/iEvea 

par l'Ethre1, engendre une telle activation de la production d'éthylène 

endogène, que la sur-concentration en éthylène entretenue au sein des la- 

ticifères, aboutit chez certains arbres particulièrement "réceptifs" à 

l'induction irréversible des processus conduisant à la sénescence cellu- 

laire. 

On peut également supposer a ptiOni, que tout stress mécanique, 

chimique ou hormonal (en particulier toute forme de surexploitation prolon- 

gée des arbres) puisse se traduire par une hyper-activation de la synthèse 

d'éthylène iM &kk (COUPÉ, 1977) et l'apparition d'encoche sèche (DE FA?, 

1981). 
L'indution de CM phénom&nen de nbsncence pnkcoce, conntinpon- 

a9L.t à ~té.Xa6ti~ement d’un dé.AqtikX6ne enO~e acrtivitén peJtox.ydtiven 

toxiyucu et déAoxi&La&~ in;OraceUti~, eonduLsan.t à Ru diktabitia- 

;tion de toti~ LU n;Dtuc;twc~ membJuw&u inttaceHuR&u, ct en pa.GL- 

ctietc à R’auto~~e co~&ctive du phyto-lgaoaomu [ku.XoZd~l in niti. 

Bien que l'on ne puisse affirmer qu'il n'existe qu'une seule 

cause,et un processus unique,conduisant I l'apparition d'encoche sèche, 

notre théorie reste toutefois compatible, et peut expliquer les phéno- 

mènes observés par différents auteurs au niveau des tissus de l'écorce 

atteints tels : 

- la coagulation intralaticifère du latex (DE FA?, 1981>, 

correspondant probablement à l'autolyse des lutoïdes ; 

- l'apparition de gommes lignifiées et de divers processus de 

lignification endo et pericellulaire (DE FA?, 198l)(nécessitant un apport 

d'H202, et de fortes activités peroxydases) ; 

- la formation de thyllosoïdes correspondant,au moins pour par- 

tie,à une fragilisation de la membrane et de la paroi des laticifères 

(DE FA?, 1981) (explicable éventuellement par la dégradation des structu- 

res insaturées) ; 

- la formation de tissus nécrotiques (DE FA?, 198l),typiques de 

l'action lysosomale et peroxydative ; 
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- la formation de tissus néoplastiques (DE FA?, 1981>, qui ont 

été caractérisés dans le monde animal comme déficient en diverses activi- 

tés protectrices vis-à-vis des formes agressives de l'oxygène (GREENSTEIN, 

1947 ; BOZZY '2t ak, 1976 ; PESKIN & &., 1977,...) ; 

- la modification de la perméabilité des laticifères (déstabi- 

lisation du plasmalemme ?> mise en cause par SCHWEIZER (1949), BEALING 

et CHUA (1972) et PUSHPADAS et &., (1975). 
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ALCALINISATION DU MILIEU D'INCUBATION FAIBLEMENT TAMPONNE LORS DU FONC- 

TIONNEMENT DE L'ATPase DU TONOPLASTE LUTOIDIQUE. 

Les lutordes (1 gr) sont en suspension dans un tampon Hepes-Tris 5 mM à 
pH 7,45, rendu isotonique par du mannitol 0,3 M et contenant MgSO4 3 mI%, 
et du molybdate d'ammonium 0,l mM (le volume total de la suspension est 
de 5 ml). 
Les variations de pH du milieu sont suivies au moyen d'une électrode de 
pH (semi-micro combinée), sous agitation douce de la suspension. 
Lorsque le pH de la suspension atteint la valeur de 7,40, c'est-à-dire 
précisément la valeur de pH à laquelle a été ajustée la solution d'ATP, 

on injecte 1'ATP (2 mM final) dans la suspension. 
Après 5 minutes de réaction, on a prélevé et précipité au PCA 0,5 ml de 
la suspension afin de doser 1'ATP hydrolysé. 
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ANNEXE II 

LUTOIDES INTACTS 
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Figure II.1 : ACTIVATION DE L'ATPase LUTOIDIQUE APRES UNE STIMULATION 

DES HEVEAS PAR L'ETHREL. 

Mesures effectuées sur lutoïdes entiers lavés (GIDROL, 1984). 

t MEMBRANE§ 

TEMPS (heures) 

Figure II.2 : ACTIVATION DE L'ATPase TONOPLASTIQUE PAR L'ETHREL. 

Mesures effectuées sur le tonoplaste purifié (GIDROL, 1984). 
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Figure II.3 : INCORPORATION DES ACIDES AMINES RADIOACTIF DANS LES PROTEINES DU CYTOSOL ET DU TONOPLASTE 

DU LATEX. CHRONOLOGIE DES EFFETS INDUITS PAR LA STIMULATION DES HEVEAS A L'ETHREL. 

Les résultats sont exprimés en % par rapport aux témoins non stimulés (GIDROL, 1984). On a superposé 
les rksultats obtenus par COUPE (1977) sur l'augmentation de l'indice de polymérisation (IP) des ribo- 
somes dans le latex, suite à la stimulation hormonale des arbres. 
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ANNEXE III 
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TDNOPLASTIC H'PLJMPING HII'ASE CHARACTERISTICS OF FRESH OR LYOPHYLIZED LUTOIDS IN BUFFER OR ULTRAFILTRED CYTOSOL, 

(d'après GIDROL ,rg84;GIDROL et aI.,rg84) 
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