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De nombreuses preuves
expérimentales mdlquenl
que le saccharose apporté aux vais-
seaux laticiféres est rapidement uiilisé
pour synthétiser le polyisopréne, pré-
curseur du caoutchouc (1-5). Dés le
franchissement de la barriére plas-
mique des canaux laticiféres. le sac-
charose est consommeé,. ce qui suggére
le fonctionnement d’un mécanisme de
régulation permettant 'alimentation
des cellules en sucres exogeénes. pre-
miére étape dans la production du
latex (3-6).

Dans la mesure ol le transport des

sucres au travers du plasmalemme,

s'effectue en sens contraire du gradient
de concentration. leur absorption ac-
tive implique une contribution énergé-
tique provenant du métabolisme cellu-
laire (7).

Chez les cellules animales, la stratégie
généralement suivie est l'absorption
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active des sucres coupiée a un influx
passif net de Na* (symport sucre/
Na*). Ce processus est énergétique-
ment régulé par le fonctionnement de
la Mg-K-ATPase pompe Na*K-*,
excrétant le sodium a l'extérieur des
cellules (8-11).

Dans le cas de la membrane plasmique
des cellules végétales, c'est le transport
couplé sucre/H* qui est le plus sou-
vent décrit pour expliquer le méca-
nisme de ['absorption active du glu-
cose et du saccharose exogéne {12-18).

Le couplage strict protons/sucres im-
plique que l'intensité de Pinflux cyto-
plasmique en sucres soit énergisé par
le gradient de protons transplasma-
lemme.

L'importance du gradient de’ H’

travers de la membrane cytoplasmlque
est liée a la. concentration locale en
protons a la surface du plasmalemme.

La capacité énergétique de ce gradient
résulte essentiellement de I'activité de
la Mg-K-ATPase pompe & protons
située sur Je plasmalemme des cellules
(19-20).

L'absorption des sucres se concrétise
par un influx net de protons au travers
du symport protons/sucres (Fig. 1):

son fonctionnement est révélé par une

dépolarisation du plasmalemme pou- .

vant atteindre plusieurs dizaines de
millivolts (13, 21, 22).

Chez les cellules laticiféres, une dépo-
ldrisation rapide cohsécutive a I'apport
de sucre pourrait donc étre un bon
indice de la présence de symports
protons/sucres {glucose et saccharose)
entretenus par l'activité de la pompe
H=*. Si I'existence d’un tel mécanisme
de régulation est présent chez I'hévéa
(23), son étude approfondie permettra
de mieux cerner les étapes physiolo-
giques conduisant a la synthése du
polyisopréne et, ainsi, tenter d'en
influencer la production.

MATERIELS & METHODES

Matériel biologique

Les échantillons sont prélevés sur des
rameaux provenant de jeunes plants
d'Hevea brasiliensis agés d'environ 4
mois. La cuticule épidermique de la
préparation (] x 5 mm) est Otée pour
faciliter Iinsertion de la microélec-
trode de mesure dans la premlere
couche cellulaire.

La microscopie en contraste de phase
interférentiel de Nomarsky, permet
d'observer aisément les canaux latici-
féres, grace a la forte réfringence des
granulations de latex (Fig. 2): la lon-
gueur des vaisseaux varie de 100p &
400 1 selon les coupes. Les cellules
adjacentes sont de taille réduite et sont
parfois pigmentées d’anthocyanes.
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Figure 3: Schéma du circuit utilisé pour les mesures
- ¢électriques en flux continu (0,75 ml/min.); Em et Er
microélectrodes de mesure et de référence ; M : micro-
manipulateurs; Os: oscilloscope; E:.enregistreur;
mV: millivoltmétre ; V: unité de calibration; Z : élec-
" trométre (Axoclamp 2A); G : générateur d'impulsions.

AEco

mV
Figure 1: Modéle proposé pourun symport protons/ su- l -
cres situé sur le plasmalemme, et son couplage éner- 0 -
gétique avec la Mg-ATPase pompe & protons (---); '
Km constante de Michaelis: (Kms)o < (Kms)c avec 1
[sucres]o < [sucres]c et (KmH+)o = (KmH+)c avec . —
[H+]o>[H+]c; Emet Er: électrodes de mesure et de
référence; Eco: variation de ddp transplasmalemme
lors du fonctionnement du symport (ici dépolarisation); .
—— : indique le couplage entre les deux influx cyto-
plasmiques.
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Figure 4: Profil électrique obtenu sur une cellule de
latex anastomosée par percement de part en part (E:
différence de potentiel électrique ; o: milieu extérieur,
p: paroi, c: cytoplasme, v : vacuole).

Figure 2 : Photo montrant I'implantation d'une
micro-électrode de mesure (Em) dans une cellule laticifére :
P : cellule parenchymateuse.
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Les fragments sont immergés dans un
milieu de base simplifié. 2 heures
avant les mesures dlectrophysiolo-
giques (MES-Tris 3 mM. Mannitol
300 mM. CaCi, 0.25mM. MgCl,
0.25mM. pH 3.5 ou 6.5 selon les
expériences). Les effecteurs sont dilués
dans le milicu de base aux concentra-
tions suivantes : orthovanadate de so-
dium a 400 p\l. glucose a 50 mM.
saccharose a 50 mMl . la concentration
en mannitol est de 250 mMl. pour
maintenir le potentiel hydrique cons-
tant. Un léger bullage assure I'aération
des cellules.

Electrophysiologie

Un profil électrique témoin est dabord
réalisé a partir des cellules laticiféres. a
I'état stationnaire. dans le milieu de
base a 20 °C (Fig. 2). L'échantillon est
placé dans un volume de 100pl de
milieu et maintenu par une pate
adhésive sur une lame en verre spécia-
lement congue a cet effet (24-26). Les
mesures sont effectuées en moins de
20 minutes. pour minimiser les phéno-
ménes de surconcentration ionique et
réduire le colmatage de la pointe de
I'élecirode par du latex coagulé (le
colmatage augmente aux pH acides).

Par la suite, la technique du flux
continu (27-28) a ¢éié adaptée aux
tissus laticiféres. Cette méthode auto-
rise le renouvellement du milieu de
travail par percolation et permet de
lester la réversibilité d'action de cer-
tains effecteurs en maintenant I'aéra-
tion du matériel (Fig. 3).

Les techniques de mesures et I'analyse
des profils éleciriques ont été décrits
par ailleurs (29-31).
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Figure 5: Potentiels transmembranaires successifs (Eco)
enregistrés surune méme cellule laticifére en suspension
dans le milieu de base (pH : 6,5). E shunt : court circuit
¢électrique a travers le plasmalemme dans la premiére

mesure,

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Profils électriques des cellules
laticiféres

La figure 4 montre le tracé électrique
enregistré dans un canal laticifére. a

I'dtat stationnaire. transpercé de part -

en part. Dans le réseau pariéial. la
conductance électrique est trés élevée
(> 1 milliSiemens). il se comporte
comme un systéme de Donnan et la
ddp mesurée dans cel espace. par
rapport au milieu de référence, est trés
¢lectronégative (-80mV a
=90 m\).

I
Aprés le pic d'entree lié aux contrain-
tes pariétales. la polarisaton du com-
partiment endocellulaire se stabilise
d'abord vers —80m\V. puis évolue
vers des valeurs plus négatives, au fur

et a mesure de 'insertion de I'électrode -

dans la zone laticifere. La conductance
est trés faible (environ 10 nanoSie-
mens)., ce phénomiéne est dia au latex

ccoagulé “colmatant la pointe et la

différence de  potentiel {ddp) ainsi
obtenue ne peut pas élre considérée
comme représentative  du  gradient
electrique transplasmalemme. Un col-
matage trop important de la pointe
conduit généralement a des valeurs
proches de —200m\V' a - 300m\V. la
conductance etant proche de zéro . il
n'est pas impossible que cet artéfact
soit dit a un effet clectrostatique du
caoutchouc polvmerisé. gui est natu-
rellement chargé negativement en sur-
face (Jacob. com. personnelie).

Avant le franchissement des parois.
coté opposé a la pénétration de la
microclectrode.  Fenregistrement  pre-

IS. . Evo
10s

Eco

sente un pic denviron =120 m\.
cetle valeur semble pouvoir étre auri-
buce a lamplitude du gradient élec-
trigue au travers du plasmalemme seul
(Fro s cvioplasme  par rapport au
milicu extracelluiaire),

La figure 3 illustre une suceession de
trois profils. enregistrés sur le méme
canal laticifére piqué & des endroits
différents. La vitesse d'insertion de
I'électrode  est ici trés lente. pour
accéder au cytoplasme en premier.
Chaque fois. la pointe de la microélec-
trode est maintenue immobile dans la
couche cyvtoplasmique . on observe
alors une forte polarisation du com-
partiment  éadié (= 120m\ a
- 130 mV). Dans le premier profil. on
observe une forte instabilité du poten-
tiel endocytoplasmique. ce phéno-
mene artéfactuel résulte dun shunt
clectrique  transmembranaire  pro-
vogué par la pointe de 'électrode. Les
deux empalements suivants montrent
que le canal laticifére se polarise
normalement a une valeur stable.

En comparaison avec les cellules pré-
cedentes. des mesures de potentiels
transmembranaires effectuées sur les
celinles du parenchyme (Fig. 6) don-
nent  des valeurs variant  entre
=49 mV et - 80 m\V (électrode insé-
rée dans la vacuole centrale). Enfin. la
figure 7 donne l'exemple type d'un
profil de cellule laticifere. suffisam-
ment stable dans le temps pour tentér
déludier les - épiphénomeénes élec-
triques liées au  fonctionnement du
symport sucres/protons.

Etude en milieu renouvelé

[’amplitude du gradient électrigue
transplasmalemme des vaisseaux lau-

Evo Evo Evo

Figure 6: Profils électriques de cellulesde parenchyme ;

la microélectrode de mesure a franchi successivement
quatre couches cellulaires ; Evo: différences de poten-
tiel entre I'intérieur de la vacuole et le milieu extérieur.
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Figure 7: Stabilité du profil électrique transplasmalem-

me d’une cellule laticifére.
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Figure 9 : Dépolarisation réversible induite par le glucose
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Figure 8: Dépolarisation réversible induite par le Na-

orthovanadate (400 um), AEco: variation de I'ampli-
tude du gradient électrique a travers le plasmalemme

lors de I"action du vanadate.

ciferes varie peu par rapport aux
résuftats précédents. une fois la perco-
Lition mise en place (Eco est compris
entie - HOmV et -~ 140 m\V)

Effer du vanadarte

Le vanadate blogue le fonctionnement
de la pompe & prawons située sur les
membranes plasmiques (32-34). Dans
Il mesure ot un couplage cnergétique
relie fe comportement électrique de la
pampe aux forces activant le transport
couplé sucre/protons. I'évaluation de
amplitude de la composante électro-
gene créée par 'excrétion des H-. peut
élre un bon indice de sa capaciié a
fournir des protons au symport.

Ainsi. la figure 8 montre un exemple
de I'effer dépolarisant du vanadate sur
une cellule laticiféere a I'élat station-
naire. dans le milieu de base. L'ampli-
tude de la dépolarisation est d’environ
20m\V a 30m\V. La variation de
potentiel apparait en moins de 2 min

laticifére.

en présence de Teffecteur . Peffer du
vanadate ost tres reproductible d'une
cellule a lautre. la disparition du
vanadate du milicu entraine la restitu-
tion du potentiel de membrane & sa
valeur de deépart.

Effer du glucose

la présence de glucose (50 mM) dans
le milicu de hase u pH 6.5 dépalarise
rapidement les cellules laticiferes d'en-
viron 20m\V a 30 m\ . les celiules se
repolarisent en moins d'une minute
avee la suppression du glucose du
milicu extérieur {fig. 9). La figure 10
montre leffet reversible du vanadate
déja déerit ci-dessus. suivi d'un effet
glucose. On constate que le test préala-
ble avec le vanadate n'affecte pas
I'effet dépolarisant du glucose. L'am-
plitude de cette dépolarisation est du
méme ordre de prandeur que celle
mesureée sans effet vanadate. On peut
admeure que le gradient de protons

— Vanadate

! (50mM); Eco: gradient électrique a travers le plasma-
lemme d’une cellule laticifére.

-ﬁCluéose
i ’ 1

Figure 10: Effets successifs du vanadate (400 um) et du
glucose (50mM) sur le plasmalemme d'une cellule

crée par la pompe en fonclionnement
4 ¢1¢ rapidement réalimente apres son
hlocage par le vanadate.

Lffor du saccharose

La figure 11 montre que l'effet dépola-
risant  du  saccharose (50 mM) est
réversible. comme pour le glucose et le
vanadate. La dépolarisation n'est pas
décelée au niveau du plasmalemme si
les celiules sont & leur potentiel de
diffusion (composante électrogéne trés
fuible ou masquée). Cette figure mon-
tre aussi que les trois effets depolari-
sants décrits peuvent ére observes
consécutivement sur la méme cellule.
Dans ces conditions. la vitesse de
dépoluarisation et Pamplilude de la
variation de potentiel sont trés voisi-
nes. ceci suggeére que le mécanisme
impliqué est commun (par la modifica-
tion en amont et en aval de 'amplitude
du gradient transplasmalemme de pro-
ns).
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CONCLUSION

Ce travail préliminaire, mené sur les
canaux laticiféres de I'Hevea brasilien-
sis montre que les vaisseaux laticiféres
sont accessibles a I'investipation élec-
trophysiologique.

La robustesse des celluies laticiferes
permet des enrepistrements électro-
physiologiques de longue durée en
Mux continu.

L'absence de vacuoles centrales des
cellules laticiféres élimine de la mesure
électrophysiologique 1a composante
électropositive du tonoplaste habituel-
lement présente dans les cellules végeé-
tales (25). Toutefois. le latex tend a se
coaguler au contact de la
pointe de la microelecirode
et peul entrainer des arte-
facts de mesure dont il
convient de tenir compte
(surtout aux pH acides).

La polarisation du plasma-

+ Saccharose

(N 1. Tupy (1969 - Stimulatory
effect of 2.4-dichlorophenoxyacetic
and |-naphtylacetic acids on sucrose
level, invertase activity, and sucrose
utilization in the latex of Hevea brasi-
liensis, Planta, 88. 144-153.

(3)J. Tupy. (1973) — The sucrose
mobilizing effect of auxins in Hevea
brasiliensis Mull. Arg. dependence on
the metabolic activity of the treated
tissue. Physiol. Veg. 11, 13-23.

{(4) J.N. Eschbach, D. Roussel, H. Van
De Sype. J.L. Jacob & D’Auzac, (1984)
~ Relationships ‘between yield and
clonal physiological characteristics of
latex from Huveu brasiliensis. Physiol.
Vég, 22, 295-304,

(5) R. Lacrotte. H: Van de Sype & H.
Chrestin, (1984) - In CR. Coll.

—Saccharose
1~ Eco=~6lmV

caling proteins in model membrane
systems. Ann. Rev. Physiol. 39, 19-49.
(11) J.B. Finecan, R. Coleman, R.H.
Michell. (1978} ~ Membranes and
their cellular funciions. 2d Ed. Lon-
don : Blackwell. pp. 42-67.

(12) E. Komor {1973) - Proton
coupled hexose transport in Chilorella
vulgaris. FEBS Lett. 38. 16-18.

(13) C.L. Slayman & C.W, Slayman.
(1974) - Depolarization of the plasma
membrane of Neurospora during ac-
tive transport of glucose : evidence for
proton-dependent  co-lransport  sys-
tem. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 71.
1935-1939.

(14) M.G.K. Jones, A. Novacky &
V.H. Dropkin (1975 ~ Transmem-
.brane potentials of parenchyma celis

and nematode induced
transfer cells. Protoplasma.
85, 15-37.

(15) E. Komor, M. Rotter &
W. Tanner, {1977) - A
protoncotransport — system
in a higher plant: sucrose
transport in Ricinus com-

lemme (en movenne de it et e ] .
— 140 m\V) est de I'ordre de Eco=-76mV munis. Plant Sci. Lett. 9.
grandeur des polentiels me- - (115(3)-(1:6[2.U“ i Eberi .
surés chez d'autres vellules - 6) C.L rich-Eberius, A,
oy e + Van: Vanadate ] - :

végétales (35). Une compo- anadate I_.Eco=-58mV]20mV Novacky & L I.ut.lgc.
sante électrogéne est mise ' (1978) — Active hexose
en évidence: elle est d¢e =~ T TTTTooT ~—160—-1 Auptake in Lemna gibba Gl.
'ordre de -20m\ a Eco=~-65mV s Planta, 139, 149-153.

= 30mV. selon le canal - (17)S. Delrot et J.P. Bonne-
laticifere éwudié et de I'am- + Glucose Glluccigsso=-54mv main (1981) - In\'ol\'::-

plitude initiale de son po-
tentiel de membranc.

Le glucose. comme le sac-
charose. provoque un effet
dépolarisant {enue 10 et
30mV) qui varic selon
I"état physiologique des cel-
lules. La variation de la
polarisation semble corrélée
a la variation de I'électroge-
nicité de la pompe d'excreé-
tion de protons. Ces premiers résultats
sont en faveur de Thypotheése de
I'existence d'un ou plusicurs symports
de type sucre/H . alimentant les vais-
seaux en glucose et saccharose. Ce
transport secondaire serait }ié au fonc-
tionnement de Ja Mgp- ATPase pompe &
protons {mecanisme énergétique pri-
maire). Toutefois. dans I'état actuel du
travail. nous n‘avons pas d'indications
précises sur la sélectivité du (ou des)
svimporl(s) vis-a-vis des différents su-
cres et de la stoechiométrie du (ou des)
meécanismels) en jeu.
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