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AVANT-PROPOS

Ce mémoine de contenu modeste dodit etre avant tout
condidéré comme une contribution active au vaste proghamme de
rechenche sun Le Latex, congi? au Laboratoire de Physiologde
Végétale de L£'ORSTOM Centre d' Adiopodoumé dans Le cadne du con-
that DGRST ORSTOM sun La membrane £ut04d&que

Je dois La ntalisation de ce thavaif a Monsieun Le
Ministrne J. GUEDE LOROUGNON qudi a peramis mon Lntégration dans
Le cadnre de L'ORSTOM. Ces conéeiﬁ&, cesd encouragements m'ont
ete tnes précieux. IL me fait L'amitié de présiden mon Junry.
Tout en Ludi adressant mes this Asinclhres hemerciemenis, je vou-
drais Lud dire toute ma gratitude et Le prien de bien voulodin
thouver ici L'expression de mes sentiments nespectueux et de
ma profonde admiration. '

Je sais ghe au Drn. BALLA Kéite Mindistre de La Recherche
Scientifique quié dans ses fonctions de Directeurn des Affainres
Scientifiques a netenu, en commission thématique en 1976, Le
profet de cette thise. ' '

Monsieun Le Professeunr Guy CAMUS Dinrecteun Général
de L'ORSTOM a manifesté beaucoup d'intéret pouh‘za réalisation
de ce travail. 1L a tenu a etre informé de L'Evolution de
celui-ed et m'a encouragl chaque fois qu'il etait de passage
au Centre d'Adiopodoumé. Je saisl L'occasion pour Lui exphrimen
toute ma gratitude.

A £'heure de ce bilan, ma pensée va vens M. J.P.
TONNIER ancien Dinecteur de L'ORSTOM en Cote d'Ivodire a qud
je dois une reconnalssance Linfinde.

Je su4is nedevable Egalement a M. Le Professeun J.
D'AUZAC de LAMARTINIE quil a bien voulu m'accuedillfin dans son
Laboratoine et m'enseignen Les techniques indispensables a



L'étude des phénomenes de perméabilit?é des membranes Lutoldiques.
Qu' il veuille trouver Lcd L'expression de mes thes sinceres he-
merciements . '

Je tiens a exphimer toute ma profonde gratitude et
toute ma heconnaissance a M. J.M. FAVRE Mattre de Conférences
a L'Univensité Natinnale d'Abidjan. 1L a suivd ce Ztrhavail el
guid? sa bonne marnche jusqu'd sa phase finale. Ses enitiques
et'AeA'nehanqueA judicieuses m'ont ete tnéé'pnécieuéeé, 12 m'a
apporté une aide importante pour £a rédaction de ce mémodire.

M. FAVURE me fait L'honneurn d'etre Le napporteun de mon Junry.

Je voudhais Lui dirne combien fe suis touch? de cette bienveil-
Lante collaboration et Ludi adresse mes thes sinceres remencie-
ments, remenrciements qudi viennent du plus profond de mon coeunr.

Je nemencie M. Le Professeurn DiOPOH qui a bien voulu
accepter de faire parntie de mon Junry.

J'ai passé avec P. HANOWER, J. BRZOZOWSKA, H. CRETIN
des anntes de travail passionne, dans une parfaite harmonie de
.pensée, animés chacun du meme désin d'anpornter notre contri-
bution au développement de La Rechenche Scientifique en Cote
d'Ivoine. Les so0lides relations qdi nous Liailent, n'etalent
pdA celles de maitrne a eleves. 1L n'y avait place que pour une
heureuse et confiante collaboration, nournie par L'estime et
La sympathie néciproque que nous avons Les uns pour Les authes.
J'ai 212 aidé par La confiance qu'ils me Zémodignalent et en-
couragé par La chaleun de Leur amitié toujouns nenouvelie.

HANOWER et BRZOZOWSKA ont indiiil ce thavail et 4ils
ont activement contribuds & son exdeution. J'al peursuivi
celudi-ci en pensant a.eux stimulé par La f§ienté de comblen
Leun soucd de formateurn. J'al trhouvé aupres d'eux une aide et
de précieux conseils dans Les momenits de fLottement. Je Leunr
dois mes contacts avec Le monde scientifique Ouest-Africadn.
Je Leun sudis hredevable de m'avoirn permis de néalisern mon ambi-
Lion. Je voudrais Leun adrnessen Led, L'expressdion de mon Anfi-
nie reconnadissance, et mes humbles et this sincéres remercie-
ments poun L'heureuse et enthousiaste Epoque passie ensemble.



H. CRETIN qui a assuné La nef2ve d'HANOWER et '
BRZOZOWSKA m'a beaucoup, dinon tout apponrté dans ce fravail.
12 m'a Langement fait benéficien de ses haufes connalsdsances.
Ses conseils Eclainés, sa comprihension, sa dispondbilitie de
tous Les instanits, malghé ses nombreuses charnges de Chef de
Laboratoire, Aeéiencounagementé dans fLes moments de désespodinr,
m'ont permis de mener & bonne f4in ce mémodinre.

Les discussions que nous avond eu a plusdieunrs repri-
Aeé; trhadudisadent bien L'interéet tout particuliern qui portait
a mon trhavail. Je ne Lud en serads famadls assez heconnailssant.
Je reghette Aeuﬂément de ne pas thouver d'expressdion fornte el
particuliire pourn Ludi signifien ce que fe ressens a son Zganrd.
Je voudnais Le priern de bien vouloin accepter que fe Lud dise,
simplLement, trnes simplement, Mercd. '

Je voudrais exprimen au Professeur LIORET, Président
du Comité Technique de Biologie fLa grande sensibilite que
{'éprouve, au grand honneur qu"if m'a fait en acceptant que ce
mémoine s0it inclus dans Le cadre du pnognaﬁme : "Membranes
biokogiques. Structunes et fonctions" dont il est Le coorndina-
teun.

J'adresse mes nemenciements & mes premiens Maiztres
VIEIRA da STLVA, S. PUJARNISCLE, D. RIBAILLER qui au so0ritin
du Lycée Technique m'ont accepté dans Leur Laboratoirne et in-
culqué Leun soucd de rigueun sclentifique.

; Ce trhavail n'aunralt pu ethe nealisé sans La pricleuse
et désinteressle collaboration du personnel du Laboratoinre de
Physiologie Végétale. Merncd a mes collLigues techniciens, R.
CHEZEAU et P. TROUSLOT, F. DOUMBIA, K. KARA, 0. OUATTARA, Dje
KOUASST qui ont &t magnifiques dans Leun néle d'accompagna-
teur. Je suis particulitrement heureux de Leur rendre hommage,
pour L'aide efficace qu'ilLs m'ont appontée dans L'exécution de
ce trhavail. '

Je ne saunrais oublier mon ainé Y. KONAN, thes sim-
plement fe Lud dis "N'Djamo et Nacé mon frine"”.



M. et Mme LAGOU M. Zrouveront Lcd L'expressdion de
toute ma heconnaissance. Leunr afpection communicative m'a été
source de stimulant.

ILs sont nombreux & m'avoir apporté de pres ou de
- Lodin Leun concourns et Leun aide morale que §'al hautement
apphiéciiés, Les nesponsables du Laboratoirne de Rad&o&botopeé,
et Leun pensonnel ont rhempli pleinement Leun role. Que

M. J.F. BOIS et J.C. BURGAUD s04it rhemercils, ainsi que Le
C.E.A.

J'adnesse mes humbles remerciements aux chercheuns
et techniciens expatniés du Centre ORSTOM d'Adiopodoumé poun
L'amitie toufouns nenouvele qu'ils m'ont teémoignie tout au
Long de ce travail.

Je fe dis de facon toute panticulizre a MM. J.
CLAVAUD, P. CAPGRAS, pour avoir partagé mes problemes matendiels:
et apporte des solutions dans La mesure de Leunrs possibiliztis.

MM. S. DIGBEU, J. OMPLEON, P. ZADI KOUBI, G. MAI
LoutHou, G. KOFFI, M. KANGA, N'DOLI, F. DIEA,-L. SAWADOGO m'ont
apports Leun amitié et RLeur sympathie. Je Leur adresse ma
penste sclentifique La plus sincere.

Des mains de maitre, K. BONFOU et P. DAVID ont dac-
tyloghaphit Le texte de ce mémoire. Je voudrais Leur dire mon-
ingdnie neconnaissance. '

Endin, §'ai trhouvé dans La présentation attentive
de mon Epouse et de mes enfants, une a&de constante, qu 'iks
en sodent nemercdés.
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INTRODUCTION

Parmi les nombreux végétaux producteurs de latex
Hevea brasiliensis Milll. Arg (Euphorbiacées-CrotonoiIdées) est
le seul qui fasse aujourd'hui 1'objet d'une exploitation in-

dustrielle intensive (¥).

D'origine amazonienne, cet arbre a été d'abord cul-
tivé en Extréme Orient (Malaisie, Thallande, Indonésie,
Cambodge, Vietnam...) région qui fournit actuellement 92% de
la production mondiale de caoutchouc naturel.

Introduit en Afrique depuis une trentaine d'années,
sa culture s'est vulgarisée au Liberia, au Nigeria, au Cameroun,
au Zaire et en Cdte d'Ivoire, qui en a fait un des objectifs

de diversification de ses cultures traditionnelles.

D'ici 1990, les surfaces hévéicoles ivoiriennes doi-

vent passer de 30.000 a 75.000 hectares et la production de .
19.000 & 80.000 tonnes. ‘ |

Aux plantations anciennes du Sud et ‘du Sud-Est sont
venus s'ajouter de vastes programmes dans le Sud-Ouest.

Autour de ces grands blocs de culture industrielle,
une politique de promotion de plantations villageoises permet
d'apporter aux populations de ces régions des revenus supplé-
mentaires appréciables.

(%)

Le Guayule, Parthenium argentatum Gray (Composées) arbuste producteur
de caoutchouc originaire du Nord Mexique commence i faire 1'objet
d'essais d'implantation dans les zones sah&liemnes d'Afrique (essen-
tiellement Séné&gal). Il a fait 1'objet de cultures industrielles au
Mexique et a &té introduit i titre expérimental aux USA, en Australie,
en URSS ainsi que dans divers pays du bassin méditerranéen.



Cette volonté de développer ainsi 1'hévéiculture
ivoirienne se fonde sur une situation mondiale particuliérement
favorable, puisque les experts prévoient pour 1'horizon 1990
un déficit en caoutchouc naturel d'un million de tonnes, défi-
cit qui devrait s'accroitre jusqu'a 2 ou 3 millions de tonnes
en 1'an 2000 | "

Le latex de 1'hévéa est produit par un tissu parti-
culier, composé de cellules spécialisées dans la synthése du
caoutchouc. Ces cellules sont incluses dans le phloéme des
arbres. Elles communiquent entre elles par la réalisation d'a-
nastomoses, formant ainsi un véritable réseau ('"manteau') lati-
cifére.

Le sectionnement de ce réseau par la '"saignée'’, pro-
voque 1'dcoulement du latex et permet sa récolte jusqu'd ce
que des phénoménes de coagulation interviennent et colmatent
- les braches ouvertes dans le réseau laticifare. '

Le latex ainsi récolté, qui sera traité pour en ex-
traire le caoutchouc naturel, correspond a la partie fluide du
"cytoplasme des cellules laticiféres.

-~

Aprés centrifugation (30 mn & 30.000-50.000 g), il
est possible de le fractionner en 3 parties (COOK et SEKHAR,
1955) : fig. (1).

Ml -- — caourcHoue

—_ PARTICULE_S DE FREY WISSLING
DEGRADEES

- SERUM

M} --— LUTOIDES PLUS PARTICULES
DE FREY WISSLING

Figure 1

Centrifugation oblique du latex 2 50 000 g,
d'apris COOK et SEKHAR (1955).
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1. Une fraction légére, de couleur blanche ou créme, collante
au toucher qui représente en volume 40 & 60% du latex frais.
Elle est constituée -de particules de caoutchouc dont la taille
varie de 0,03 3 3 u (RICHES et COODING, 1952). Ces particules
de forme plus ou moins sphé&rique sont entourdes d'un film

phospholipidoprotéique chargé négativement.

2. Une fraction aqueuse, limpide, représentant 25 a 40% du
latex, assimilable au serum cytoplasmique des cellules
laticiféres. Ce serum contient de nombreux complexes enzymati-
qdes du métabolisme intermédiaire, notamment ceux qui intéres-
sent la régénération du latex a l1l'intérieur des laticifé&res
(D'AUZAC, 1965 ; JACOB, 1970), ainsi que des protéines chargées
négativement et divers métabolites (citrate, malate, saccharo-

-~

se...). Son pH est voisin de la neutralité (6,8 a 7).

3. Une fraction lourde, sédiment jaunidtre ou grisdtre repré-

~

sentant 12 8 15% du latex frais.

Cette derniére fraction contient les organites du
latex = particules de FREY-WYSSLING d'une part, lutoides,
d'autre part. -

- - Les particules de FREY-WYSSLING qui portent le nom
de celui qui les a découvertes et décrites pour la premiére
fois (1929), repréSentent environ 10% de la fraction lourde du
- latex. Leur taille varie de 1 a 2 u. Elles sont limitées par
une double membrane, contiennent des inclusions lipidiques et
des carotenoides qui leur donnent une coloration jaune.

D'aprés HSIA (1958) et COUPE et @l. (1972), les par-
ticules de .FREY-WYSSLING sont le siége d'une activité polyphé-
noloxydaéique. Elles interviendraient dans la coagulatioﬁ du
latex (HANOWER et aZ. 1978). | -

- Les lutoides, isolés et décrits pour la premié&re
fois par HOMANS et VAN GILS en 1948 constituent 90% de la frac-
tion sédimentable du latex. Ce sont des éléments figurés, plus
ou moins sph&riques, de dimensions comprises entre ‘2 et 10 u



(SOUTHORN, 1966) 1limités par une membrane lipoproté&ique unique
de 70 4 85 A° d'épaisseur (DICKENSON, 1964-1968) qui contient
85% d'acide phosphatidique (HANOWER, JACOB, 1978).

Ces particules jouent deux rbOles essentiels dans les
cellules laticiféres )

1. Un r8le lysosomal (PUJARNISCLE, 1968-1969) caractérisé
par la présence d'hydrolases (phosphatases acide, phospho-
diesterases, RNases..) capables de dégrader les principa-
les macromo}écules cellulaires.

2. Un rdle vacuolaire entrevu par WIERSUM (1957-1958) et
confirmé ensuite par ARCHER et al. (1969) et RIBAILLER
et al. (1971).

Les microvécuoles que constituent les lutoides fixent
sélectivement le rouge neutre. Leur pH interne est acide (5,5).
Elles peuvent-accumuler sélectivement certains composés du cy—'
toplasme laticifére : des anions tels que le citrate, le malate,
le phosphate (RIBAILLER et al., 1971, D'AUZAC et LIORET, 1974,
COUPE et LAMBERT, 1977) des cations minéraux (Mg**, Ca**, Cu**)
des protéines, des acides aminés basiques (ARCHER et al. 1969,
MOIR et TATA 1964, BRZOZOWSKA et al. 1974) et_cértains alca-
loides (ARCHER et al. 1969).

Ces propriétés du milieu intralutoidique sont en re-
lation avec le r0le important que ces organites jouent. dans 1la
productivité des arbres. '

Deux niveaux essentiels d'intervention peuvent €tre
notés : la coagulation et la régénération du latex.

Les -lutoides interviennent en effet tré&s activement
dans la coagulation du latex..Lorsqu'ils &clatent, les éléments
chargés positivement qu'ils contiennent (cations, protéines)
sont 1ibérés et provoquent la neutralisation des charges néga—
tives des particules de caoutchouc et des protéines cytoplas-
miques.
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 Cette neutralisation entraine la déstabilisation de
1'état colloidal du latex, et la formation de microcoagulum
~constitués d'un conglomérat de lutoides éclatés et de particu-
les de caoutchouc coagulé qui érrétent 1'€coulement du latex.
Le rendement de la saignée dépend donc pour une part importante
de la stabilité des lutofdes. '

Le r0le des lutoides pressenti au niveau de la régé-
nération du latex pourrait également 8tre essentiel
la biosynthése du caoutchouc s'effectue dans le cytoplasme des
cellules laticiféres. Les lutoides sont par eux-mémes incapa-
bles de la réaliser. Mais du fait de leur aptitude & accumuler
sélectivement certaines molécules, ils contribuent 2 assurer au
sein du cytoplasme des conditions physiologiques favorables &
la régénération du latex.

Ainsi, en accumulant certains acides aminés (Arginine
et Lysine notamment), les particules lutoidiques jouent au
sein des cellules laticiféres le r8le de réservoirs de composés
azotés qui peuvent &tre utilisés au cours de la biosynthése
des protéines nécessaires 3 la régénération du latex.

De méme en exergant un effet régulateur au niveau de
la teneur en certains cofacteurs enzymatiques (cations par.
exemple), et en assurant, notamment par l'intermédiaire d'une
pompe & protons membranaire (CGRETIN, 1981, MARIN et al. 1981),
le maintien du pH cytoplasmique au voisinage de 1a neutralité,
les lutoides contrdlent certaines activités enzymatiques im-
pliquées dans la régénération du latex. C'est~1e.cas_notamment
de 1'invertase (TUPY 1973, JACOB 1970) enzyme initiant la série
des réactions qui conduisent du saccharose a4 1'acetyl CoA,
puis a3 la synthése du caoutchouc (Schéma 1 ).

I1 est donc logique de constater qu'il .existe une
Telation é€troite entre le pH cytoplasmique des laticiféres et
la productivité des arbres. Celle-ci est d'autant meilleure
qu'il est proche de la neutralité, ou légérement supérieur
(BRZOZOWSKA-HANOWER et al. 1979).



PH OTOSY|NTH ESE

{

SACCHAROSE

INVERTASE

2
BLUCOS Eatmem- FRUCTOSE
R1, 6P Gl1.6P <a== G6P F6P
nmuii m;ﬂ
+
NADP NADP+

AT}

DHAP «at~————3>= GA3 - PHOSPHATE

Fi L7V .
\F—)NADH

1,8 « PGA

AoP
ATP

ac.3, PHOSPHOGLYCERIQUE

ac.2, PEA

£02 ‘
<<~ [PEF]

\4
PYRlIJVATE

I
1
\\4

acs ACETIQUE

NAD  NADB

ac. M AL1QUE~a==ps, 0. A A

GLYCOLYSE .

d’ aprés B.Arreguin et M.C. Rock Bot. Inst. Quim. Mexico. 19.58-73.1958

11

NADR+
NADPH-

<+ 2§ADPH ac. ATP
8_HYDRO XY: MEV. —\?\-—-;. ac. M. 5 p
+ Aop
B.METYL 2HADP
GLUTARYL_CoA

ATP
ADP & :
ac,Mey, s + PP |

ACETOACETYL_COA
' .
l:lJzAi ATP

rlsopente.yl_ PP ]

1sP_DY
= rwmwemmemamd | ACETYL. Coh JiSOMERASE _L
- - ; |

20

Dimetylallyl . pp

Cio-P?
Cis- PP
o]
CHa CHy CHs 4
CH, - C = CH_CH, 4CH,-C = CH~ CH, }-C~CH — CHy— O_P_0O-P_ O
3 2 2 2 n | 1
Caoutchouc o 0>

BIOSYNTHESE du Caoutchouc

drapres F Lynen Biochimical problem of Rubber synthesis

Schema-1



- 12 -

. Actuellement, le pH du latex et de son cytoplasme
constitue 1'un des indicateurs physiologiques des plus fiables,
et le plus utilisé en tant que test de la productivité poten-
~tielle naturelle de certains clones d'hévéa.‘

D'autre part, il a 8té démontré que la différence de
pH entre le serum cytoplasmique et le milieu intralutoidique
(ApH) est fortement correlée a8 la productivité des arbres. Le
fait que les lutoides soient capable de piéger des protons,
les soustrayant ainsi au métabolisme cytoplasmique constitue
un argument supplémentaire en faveur de leur rdle positif au
niveau de la regénération du latex.

En outre, on s'apergoit fréquemment que l'apparition
de perturbations au niveau de la productivité des arbres est
associée 3 un mauvais état physiologique, ou une alteration

des propriétés des lutoides.

C'est ce que 1'on observe notamment 3 propos des "en-
coches séches'" maladie qui se manifeste par un tarissement pro-
gressif de 1'arbre. L'étude du latex d'arbres atteints révéle
en effet une nette diminution de la fraction sédimentable du
latex, un indice d'éclatement des lutoides €levé et un abaisse-
ment du pH du sé&rum cytoplasmique accompagné d'une augmentation
de celui du milieu intralutoidique (diminution du ApH) (CRETIN,
1978).

Un grand nombre de recherches ont dbnc €té entreprises
pour essayer de mieux connaitre les lutoides, et en particulier
la physiologie de leur membrane dont le rdle parait & plusieurs
titres capital.

En COte d'Ivoire, plusieurs chercheurs, tant i
1'ORSTOM qu'a 1'Université ou a 1'IRCA 'y ont consacré ou y con-
sacrent actuellement leurs efforts (D'AUZAC, 1968 ; RIBAILLER,
1972 ; LAMBERT, 1974 ; MARIN, 1968 ; CRETIN, 1976 ; HANOWER,

1977).

Notre travail se place directement dans ce cadre. En
€tudiant la perméabilité des lutoides & divers acides aminés,
nous avons voulu apporter notre contribution 3 cet ensemble dec’

travaux.
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La membrane lutoidique est en effet doude d'une forte
sélectivité vis-d-vis des acides aminés (BRZOZOWSKA, HANOWER,
CHEZEAU, 1974). Alors que les acides aminés acides ou neutres
dominent dans le serum cytoplasmique (acide glutamique, ala-
nine...), a 1'intérieur des lutoides ce sont les acides aminés
basiques qui sont les plus abondants (plus de 50% de la-teneur
totale). Les quantités intralutoidiques d'acides aminés basi-
ques sont de 6 fois environ (Lysine et Arginine) 3 20 fois
(Acide oa-y diaminobutyrique) supérieures 3 celles trouvées dans
le sérum cytoplasmique. '

C'est @ cet aspect du probléme que nous nous sommes '
intéressé en étudiant 1'absorption de quelques acides aminés,
en insistant principalement sur le cas de 1'Arginine et de 1la
Lysine.



MATERIEL ET TECHNIQUES

1) REcolte du latex

L'étude des caractéristiques générales de 1'absorption
des acides aminés étudiés (premiére et deuxi®me parties du mé-
moire) a été réalisée sur du latex prélevé dans un lot de 30
arbres du clone PR 107.

La recherche des relations entre absorption et produc-
tivité (troisiéme partie du mémoire) a été menée & partir de
latex fécolté_dans un lot de 72 arbres du clone GT 1 , parmi
lesquels ont &t& distingués 20 arbres hauts-producteurs (H.P.)

et 34 arbres bas-producteurs (B.P.).

_ Tous ces arbres dont 1'dge varie entre 8 et 12 ans
sont sains et présentent un état végétatif satisfaisant.

Ils sont saignés deux fois par semaine en spirale
entiére (S j/3 j/4).

Le latex qui s'écoule pendant la premié€re minute con-

tient des organites 1ésés par le traumatisme inhérent a la sai-

gnée. I1 est donc écarté.

Passé ce délai, on recueille, dans des tubes i essais
plongés dans de la glace, 40 4 50 ml de latex de chaque arbre.
Puis, par simple mélange, du contenu de ces tubes, on constitue

un échantillon moyen de latex.

Pour les expériences portant sur la recherche de
relations entre productivité et absorption des acides aminés,
aucun mélange n'est effectué. Les mesures sont réalisées di-
rectement sur le latex provenant d'un seul arbre, haut ou bas
producteur. Pour les bas-producteurs, la quantité recueillie
ne dépasse pas 10 3 20 ml.
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2) Isolement et purification du compartiment lutoidique

L'isolement du compartiment lutoidique est réalisé
par centrifugation selon la procé&dure suivante

-~

Les pots a centrifugation. sont remplis de 40 ml du
latex a4 &tudier et placéds dans un rotar réfrigéré SS 34. Ils
sont centrifugés pendant 15 minutes a4 15.000 tours/mn
(27-000 g) dans un appa1e11 de type SORVALL 3 une température
voisine de 5°C.

Le caoutchouc concentré & la partie supérieure du
tube est €carté. Aprés décantation du surnageant aqueux, le
culot lutoidique tassé au fond du tube est resuspehdu dans un
tampon Phospliate-Mannitol de pH 7,0 puis récentrifugé pendant -
15 mn. L'opération est renouvelée 2 fois. Apré&s ces trois la-
vages successifs, les culots sont isolés, dilués de moitié

~dans le méme tampon (1 volume de tampon pour 1 volume de lutoi-
des) .puis soigneusement homogénéisés par plusieurs pipettages.

3) Mesure de 1'absorption

Les quantités d'acides aminés absorbées sont mesu-
ré€es par utilisation de molécules radioactives marquées au

1"’ - - - - - - -
C (Activité spécifique donnée en annexe).

L'opération se déroule de la fagon suivante

Les lutoides sont placés dans un milieu d'incubation
dépourvu de tout matériel énergétique, composé pour 1 ml total,

de 0,5 ml de la suspension de lutoides diluée au demi,de 0,1 ml
"~ de molécules radioactives & 5 uCi par. échantillon et de 0,4 ml
de solution tampon contenant 1'acide aminé &étudié non radioactif.

Trois ou quatre répétitions sont réalisées.

L'incubation est arrétée apré&s un temps variant
selon les cas de 10 & 60 mn, par addition dans les tubes uti-
lisés de 9 ml de la solution tampon ne contenant pas de molé-
cules radioactives, mais renferment 1'acide aminé non radio-
actif 3 la méme concentration que celle utilisée pour 1l'incu-
bation (dilution isotopique).
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On centrifuge immédiatement pendant 10 mn a 16.000
tours/mn (31.000 g). Deux autres lavages du culot sont effec-
tués de la méme mani&re, afin d'éliminer les molécules radio-
éctives non incorporées'dans les lutoides (milieu intersticiel
contaminant).

Le sédiment est alors repris dans 1 ml d'une solu-
tion de Triton X 100 & 1% afin de provoquer la rupture des
membranes lutoidiques.

On ajoute ensuite 0,2 ml de 1'homogenat ainsi obtenu -
8 5 ml de liquide scintillant {composition en annexe) et la
radioactivité est mesurée par un compteur & scintillation Inter-

technique S.L.30.

Dans la plupart des cas, les comptages sont effectués
sur 10 minutes.

4) Choix du tampon-

Des expériences ré€alisées par D'AUZAC (1972) ont
montré que l'absorption du Citrate par les lutoides est plus
importante dans les tampons Phosphate que dans les tampons
TRIS-Maleate. |

L'expérience a été reprise pour la Lfsine, et nous
avons constaté qu'en présence du tampon Phosphate la pénétra-
tion de la molécule marquée est environ 2 fois plus importante
qu'en milieu tamponné par le TRIS-Maleate. | '

C'est la raison pour laquelle ce sont des tampons
Phosphate qui ont été utilisés dans ce travail (voir composi-
tion en annexe).

5) Expression des résultats

Les résultats sont généralement rapportés a 1 mg de
protéine de la suspension lutoidique. Dans chaque prise soumise



3 incubation, on dose donc systématiquement les proté€ines
selon la méthode de LOWRY et al. (1951). '

Ce mode d'expression des résultats permet de com-
parer valablement les résultats de différentes expérienceé
et de contrdler 1'état des lutoides & la suite de 1'incuba-
- tion et des trois lavages au tampon qui suivent.

Le matériel végétal étudié présente une grande va-
riabilité qui se traduit par des valeurs qui varient parfois
de fagon trés sepsible d'une expérience a 1l'autre. Toutefois,
les tendances observées ne sont pas affectées.

Les résultats qui figurent dans ce mémoire repré-
sentent, les moyennes de 3 expériences et parfois plus. Les
concentrations citées dans le texte sont les concentrations

réelles finales dans le milieu d'incubation.

3



-RESULTATS

Premiére partie

CARACTERISTIQUES GENERALES DE LA PERMEABILITE

I) Modalités de 1'absorption

Quatre acides aminés ont &té retenus pour cette

€tude :
2 acides aminés basiques : 1'Arginine et la Lysine
1 acide aminé neutre : 1'Alanine
1 acide aminé acide : 1"Acide glutamique.

Dans les cellules laticif@res, ces acides aminés se
trouvent 4 des concentrations différentes dans le cytoplasme
et dans les lutoides (tableau 1).

Serum cytoplasmi- | Serum lutoidique Rapport
que pM/ml uM/ ml d’accumulation

' (cy - ) (L) L/C
Arginine 0,22 _ . 1,42 B,5
Lysine 0,61 3,40 5,6
Alanine 7,77 2,88 0,4
Acide glutamique 5,72 1,80 ' 0,3

Tableau 1 - Concentration de l'Arginine, Lysine, Alanine

et acide glutamique dans les compartiments
cytoplasmgue et lutoldique du latex.
{D'aprés BRZOZOWSKA et al., 1974).

In vivo, la pénétration des acides aminés basiques
dans les lutoides se fait donc contre le gradient de concen-
tration, alors que celle des deux autres se fait dans le sens
de ce gradient. ' |
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Pour étudier la cinétique de pénétration, nous avons

donc choisi trois situations expérimentales :

a). Dans la premidre, les lutoides sont incubés dans des mi-
lieux contenant 10 mM des acides aminés considérés, c'est-
i-dire une concentration largement supé€rieure. aux conteqtrations

physiologiques normales des milieux cytoplasmiques et intra-

lutoidiques.

Dans ces conditions, la pénétration pour les 4 acides
aminés étudiés se fait dans le sens du gradient de concentra-

tion.

Les résultats sont représentés sur la Figure 2.

Deux faits apparaissent :

- Les acides aminés considérés sont inégalement absorbés par
les lutoides. Ils se classent dans 1l'ordre d'absorption
décroissante suivant : Arginine, Lysine, Alanine, Acide
glutamique. Ce sont les acides aminés basiques qui sont
les plus intensément absorbés.

- Pour chaque acide aminé, 1'absorption se fait selon une
cinétique non linéaire, caractérisée par une phase rapide, .
puis un ralentissement qui précé&de une stabilisation.

Ces observations recoupent celles ré€alisées par
HANOWER et al. (1977) sur la Lysine, 1'Alanine et 1"Acide glu-
tamique quant a4 1'inégalité d'absorption. L'oxdfe relevé est
en effet le suivant : Lysine, Alanine, Acide glutamique.

~Par contre, elles en différent sur le plan-de la
non linéarité. Ces auteurs concluent en effet au caractére
linéaire de la cinétique d'absorption de ces trois acides
aminés. Leurs mesures cependant, sont limitées a 30 minutes,
et dans ce laps de temps 1'absorption peut, en premidre ap-
proximation apparaitre comme linéaire. La poursuite des me-
sures jusqu'a 1 heure montre bien qu'en fait il n'en est
rien, et que 1l'absorption des acides aminés &tudi&s n'est
pas linéaire, mais curvilinéaire, ce qui pourrait indiquer
l'intervention de phénoménes de saturation.
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Figure : 2 Cinetique de pénétration de L.Arginine (s) de la L.Lysine (x) de L.
Alanine (o) et dei'A.glutamique ((J) a concentrations exterieures
in vitro supérieures a la concentration exterieure (cytoplasme)in vivo
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b). Dans une deuxiéme‘expérience, nous avons choisi de suppri-

mer le gradient de concentration, en plagant les lutoides
dans des milieux d'incubation dont la concentration en acide
aminé est €gale 3 celle du milieu intralutoidique telle qu'elle
est donnée par BRZOZOWSKA et al. (1974).

Sur la figure 3 qui regroupe les résultats, on re-
trouve comme précédemment une cinétique d'absorption d'allure
curvilinéaire, ce qui confirme les remarques faites a ce propos.

Mais, des phénoménes nouveaux apparaissent : on ob-
serve tout d'abord une diminution globale de 1l'absorption qui,
pour chacun des acides aminés est environ 10 fois plus faible
que précédemment. (L'échelle de la figure 3 est en ordonnée
2 fois plus grande que celle de la figure 2).

-~

Cette diminution est 1iée .3 la réduction des concen-
trations en acides aminés du milieu d'incubation, mais elle
n'affecte pas ceux-ci, de fagon égale.

Le tableau 2 permet de comparer pour chaque acide
aminé, les variations de concentration et les variations de
vitesse d'absorption observées entre ces deux premiéres con-
ditions expérimentales.

{C) expérience 1 W) expérience 1
(C) expérience 2 (V) expérience 2
20 mn 60 mn
Arginine 7 5,68 7,4
Lysine ' 2,85 , 3,2 6
Alanine 3,7 3.1 3,25
Acide glutamique 5,5 1,34 1,9
Tableau 2 - Rapport des vitesses de pénétration des acides

aminés dans les lutoides comparé au,rapport de
concentration en acides aminés externes dans
les expériences 1 et 2.

- On peut alors constater que pour 1'Arginine et 1'Ala-
nine, la diminution de vitesse d'absorption est du méme ordre
que la diminution de concentration. Pour la Lysine, la vitesse
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Figure :3 .  Cinétique depénétration de L. Arginine (¢)de la lysine (x) dela L. Alanine (o)

et delal’Acide L. glutamique (O){a concenirations exterieures egales ala
concentration .intralutoidique)invivo - ...~
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d'absorption décroit plus que la concentration, tandis que pour
1'Acide glutamique la vitesse diminue moins que la concentration.

Cela se traduit par un resserrement des courbes, les
acides aminés basiques restant cependant toujours un peu plus
absorbés que les autres, mais cette fois c'est 1la Lysine qui

dépasse 1'Arginine.

c). Les deux expériences précédentes ont un point en commun.
Dans 1'une comme dans l'autre en effet, les concentrations
en acide aminé des milieux d'incubation sont trés éloignées des
concentrations existant dans le milieu cytoplasmique dans lequel
les lutoides se trouvert normalement en susﬁension.

Nous avons donc réalisé une troisidme expérience dans
laquelle les lutoides sont placés dans des milieux d'incubation
dont les teneurs en acide aminé sont comparables d celles du
sérum cytoplasmique, c'est-a-dire, pour 1'Arginine 0,22 mM,
pour la Lysine 0,61 mM, pour 1'Alanine 7,77 mM et .pour 1'Acide

glutamique 5,72 mM.

Dans ce cas, comme nous l'avons déja indiqué, la pé-
nétration des acides aminés basiques se fait donc contre le
gradient de concentration, et celle des autres dans le sens de
ce gradient.

De 1l'examen des courbes de la figure ™4 qui représente
les résultats obtenus, il ressort immédiatement que dans ces
nouvelles conditions, il réapparalit une inégalité d'absorption
entre les acides aminés. Mais cette fois 1'ordre est inversé
par rapport & celui observé dans la premiére expérience ou la
concentration extérieure &tait, pour tous les acides aminés
considérés, supérieures 3 celles utilisées ici. L'Alanine et
1'Acide glutamique sont en effet plus absorbés que la Lysine
et 1'Arginine. ' '

Cette inversion est due & une diminution de 1'absorp-
tion des acides aminés basique, diminution qui semble répondre
aux variations de concentration (tableau 3), alors que la pé-
nétration de 1'Alanine et de 1'Acide glutamique ne varie pas
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x LYS 0.61 mM
O ALA 5,72 mM
20 0O A.GLU 7,.77. mM
A glutamique
15 'S
104
@
5 4
) ' Arginine
: : —
. ¥ . Lysine
10 20 o 30 Temps {min) a5 60

Figure : 4. Cinétique de penetration de L. Arginine (o) dela L. lysine(x) de L.Alinine(O)
' et de [I'Acide L.glutamique ([J) (a concentrations extérieures in vitro égale
a la concentration (cytoplasmique) in vivo o
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beaucoup comme le montre la comparaison des figures 3 et 4.

(C) expérience 2 (V) expérience 2
(C) expérience 3 (V) expérience 3
20 mn 60 mn,
Arginine _ a,15 a,15 n,17
Lysine ' 0,18 0,11 0,15
Alanine . 1,98 : 1,47 (1,1)%
Acide glutemique 4,3 1,45 1,05
Tableau 3 - Rapport de vitesse de pénétration des acides

aminés dans les lutoides comparé au rapport
de concentration en acides aminés externes
dans les expériences 2 et 3.

Cependant, si 1'on apprécie 1l'absorption non pas en
quantité réelle (valeur absolue) mais en valeur relative expri-
mée par rapport & la quantité d'acide aminé présente dans le
milieu d'incubation, on retrouve 1l'ordre initial, Arginine,

Lysine, Alanine, Acide glutamique (figure 5)-

On peut en conclure qu'en dépit du fait que pour des
concentrations paraphysidlogiques, les quantités de Lysine et
d'Arginine entrant effectivement dans les lutoides soient .in-
férieures 3 celles des autres acides aminés, les systémes assu-
rant la pénétration des acides aminés basiques sont relative-
ment plus efficices que ceux permettant 1'absorption de 1'Ala-

nine et de 1'Acide glutamique.

Le fait que ces acides aminés basiques s'avérent
entrer dans les lutoides moins vite que les autres péurrait
alors €tre expliqué en admettant que les concentrations utili-
sées dans cette troisiéme expérience sont plus loin du Km que
celles des autres acides aminés.

Les expériences pfécédentes ont toutes été réalisées
4 pH = 7, dans un tampon phosphate, conformément & ce que nous
avons indiqué dans la description générale des conditions de
manipulation. ' '
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Ce pH correspond & celui du milieu cytoplasmique des
laticiféres, qui comme on le sait se situe au voisinage de 1la

neutralité.

Que se passe-t-il, lorsqu'on s'écarte de ces condi-
tions standard ? '

L'absorption a donc é€té étudiée dans une gamme de
pH comprise entre 5 et 9. Au-deld de ces valeurs, les lutoides

tendent 3 éclater.

Pour chacun des acides aminés considérés, la concen-
tration du milieu d'incubation.est la concentration '"physiolo-
gique" du serum cytoplasmique : Arginine 0,22 mM,Lysine 0,61 mM;
Alanine 7,77 mM, Acide glutamique 5,72. Dans 1l'expression des
résultats cependant, l'ébsorption a été ramenée pour plus de

clarté 3 une concentration unique de 1 mM (figure 6).

On peut alors faire les constatations suivantes

A pH 7, 1'absorption se fait dans 1'ordre décroissant
Arginine, Lysine, Alénine, Acide glutamique, qui est celui ob-
servé précédemment. (fig. 2).

Lorsque 1'on s'écarte de la neutralité& vers les pH
basiques, on enregistre une augmentation de 1l'absorption des
acides aminés basiques. Le maximum d'absorption de ces acides
se situe entre 7,5 et 8 pour 1'Arginine, et entre 8 et 8,5 pour
la Lysine. On remarque en outre, que quel que soit le pH 1'Ar-
ginine est toujours plﬁs absorbé&e que la Lysine.

Lorsqu'au contraire, on va vers des pH plus acides,
1'absorption de 1'Arginine et de la Lysine décroit nettement,
alors que celle de 1'Alanine et de 1'Acide glutamique augmente,
atteignant un maximum entre 5,5 et 6.

Le pH du milieu d'incubation influe donc sensiblement
sur la vitesse de pénétration des acides aminés dans les 1lu-
toides. Deux explications peuvent €tre apportées 3 ce fait.
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On peut tout d'abord pehser 3 la modification des
formes de dissociation des molécules d'acides aminés qui peu—
vent porter des charges différentes selon le pH du milieu dans -
lequel elles se trouvent. Certaines de ces formes peuvent €tre
préférentiellement absorbées. (Tableau en annexe III).

Pour le citrate par exemple .D'AUZAC et al.(1974)
ont montré que ce sont les formes les moins dissociées qui
présentent le rapport d'accumulation le plus €levé, alors
qu'elles se trouvent en plus faible concentration dans le cyto-
piasme. Pour chacun des acides aminés €tudiés, nous avons donc
relevé les différentes formes de dissociation (voir en annexe).
Nous avons- ensuite calculé les pourcentages des différentes
formes. de dissociation dans le cas des trois pH 6, 7 et 8 cor-
respondant soit a la neutralité, soit aux optima d'absorption
des quatre acides aminés &tudifs. Les résultats sont résumés
dans les tableaux (4, 5, 6 et 7).

En ce qui corcerne 1'Arginine et la Lysine, on cons-
tate que lorsque le pH augmente, la teneur de la forme A + 1
baisse alors que 1l'absorption augmente. Ce n'est donc probable-
ment pas sous la forme (A+1) que ces deux acides aminés sont
absorbés. Par contre, la concentration de la forme neutre (A°)
et dans une moindre mesure, la concentration de la forme (A-1)"
augmentent avec le pH et 1l'absorption. C'est vraisemblablement
sous l'une ou l'autre de ces deux formes que 1l'absorption a
lieu (tableaux 4 et 5).

En ce quil concerne 1'Alanine on remarque qﬁe lorsque
le pH augmente (6 3 8) la teneur de la forme (A°) non chargée
diminue, ainsi que son absorption.

I1 est important de noter qu'a pH 6,0 qui correspond
d 1'optimum de 1l'absorption de 1'Alanine, la quasi totalité
des molécules (99, 95%) se trouve sous la forme non chargée (A°).
I1 s'agit probablement de la forme absorbée par les lutoides.

De méme, la forme monocationique (A+1) de 1'Alanine
devient présen“e d'une maniére significative, en méme temps que
1'absorption de cet acide aminé augmente, c'est-a-dire lorsque



.Calcul en Pourcentage des Concentrations des différentes
formes ioniques a 3 pH para-physiologiques ( pH 6-7-8 )

Absorption

PH A*? A.O A~ n Moles/30’

60 || | 14x10°2 84x1025| -©10° | 0,605

o84 H|--®105 | 1,342 E

70 {1 | 14x102

80" \/ 14x102

84 N/ 28x10* | 1440

ARG Tableau 4

o : - Absorption
2 -
PH A* A" AO _ AT n Moles /30’

6,0 f‘f‘i 15x102 | 9987 A| 0,11 [}| 3,3x10% [j| 0,361 R

70 ] | 14x10®  |osss [{| 111 | 33x10% }{| 0,723

80 \VP 89.8 L, 10,09 \,7 3x10°2 0,982.€?
LYS Tableau s
' .
PH | A | A0 | A e
6,0 2,2x1o'2/§\ 99,95/?\ 2.x1o'2~—_-; 1,035 ;"\
70 2,2x 103 t 99,79 2x107! { 0,666
8,0 "\J 2,2x1d4%} 97,99 1 0536 U
ALA...il'abIeau 6
1
PH A+ A | At | Az |amenPtion
6.0 | 1,7 98,2 ' 2,1x1072 i o,4eof}~
70 | 0,17 99,61 0,21 a 0,153 :
80 \}' S 1‘7x1(52&' 97,88 N 21 \/ 01020 &

....A.GLU Tableau 7. ... '
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le pH diminue de 8 3 6. On ne peut donc exclure complétement

que cette forme soit aussi une des formes absorbées (tableau 6).

Pour l'Acide glutamique (tableau 7) ce n'est proba-
blement pas la forme anionique (A-1) qui est absorbée, car
1'optimum de concentration de cette forme se situe autour de
pH 7,0 alors que l'optimum d'absorption de cet acide aminé se
trouve @ pH acide (5,5). Dans le cas de cet acide aminé, il
semble encore que ce soit la forme non chargée (A°) ou i la
limite la forme chargée (A+1) qui soit la mieux absorbée.

Notons enfin que nous n'avons tenu compte dans cette
discussion que des formes de dissociation des acides aminés eux-
mémes. L'ionisation d'éventuels récepteurs membranaires suscep-
tibles de catalyser le transport doit &galement intervenir, et
c'est probablement l'interaction entre la forme ionique (ou non)
absorbée et son récepteur qui rendent compte des optima d'absorp-

tion en fonction du pH.

Mais 1'effet du pH peut également se faire sentir au
niveau du A pH qui existe entre le milieu externe et le compar-
timent intralutoidique.

Ce dernier, nous 1l'avons vu, est acide et Zn vzvo,
il existe normalement une différence de 1'ordre d'une unité de

pH de part et d'autre de la membrane des lutoides.

L'acidification du milieu d'incubation diminue ce
gradient, l'alcalinisation au contraire 1'augmente. Or il a é&té
démontré que 1'absorption de certains composés comme le citrate
par les lutoides dépend directement de ce A pH. Plus il est im-
portant, plus 1l'entrée du Citrate est intense (ou augmente)
(COUPE et LAMBERT, 1977). |

On peut donc supposer que les mécanismes contrdlant
1'absorption des acides aminés, du moins celle de 1'Arginine
et de la Lysine, font €galement intervenir ce gradient.

Nous reviendrons plus longuement par la suite sur
_cette hypothése.
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La Lysine et 1'Arginine, &tant les plus absorbés par
les lutoides, ce sont eux qui ont €té retenus pour la suite de
ce travail. -

Pour 1'étude de 1'influence de 1la température; comme
pour celle du pH, les concentrations du milieu d'incubation
sont celles du serum cytoplasmique, et dans l'expression des
résultats, 1'absorption est ramenée 34 une concentration égale’
de 1.mM (figure 7).

L’abSorption de la Lysine et de 1'Arginine est thermo-
dépendante. Elle est faible, mais non nulle, 5_0°C, comparati-
vement 3 celle enregistrée a 30°C.

Pour chaque température, on constate que 1'absorption
de 1'Arginine est toujours plus importante que celle de la
Lysine.

Les valeurs des Q10 sont &levées (tableau 8) et sans
rapport avec 1'influence de la température sur des phénoménes
de nature purement diffusionnelle qui sont simplement propor-
tionnels 4 la température absolue.

Arginine Lysine
Q10 de 10 & 20° ’ 2,51 2,84 .
Q10 de 20 & 30° - 2,08 2,28

Tableau 8 - Valeur des Q10 de l'absorption
des Acides basiques.

L'entrée de la Lysine et de 1'Arginine dans les lu-
toides doit donc faire intervenir des processus métaboliques
de transport actif.

La représentation d'Arrhenius Log V = f(%) montre
(Figure 8) une cassure & 12°3 pour 1'Arginine et 3 12°7 pour
~la Lysine. Cette cassure traduit sans doute un changement
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d'état de la membrane lutoidique di & la fusion des lipides

membranaires aux températures supérieures & 12°C.

Cette indication plaide en faveur de 1l'existence de

médiateurs plus ou moins 1iés 4 la membrane.

4. Influence de la concentration externe en acide aminé

L'étude de 1'influence de la concentration externe
en acide aminé, a été réalisée dans les conditions standard
(pH = 7, tampon phosphate, température = 25°C) pour une gamme
comprise entre 0,04 mM et 40 mM.

La représentation directe des résultats (V = f(c))
conduit @ une constatation surprenante : 1l'absence de plateau
de saturation (Figure 9a). La figure 9b montre les détails
~de la fig. 9a & une échelle plus grande en ordonnée, mais

cette fois avec des concentrations allant de 0,04 3 4 mM.

Ce phénoméne peut &tre expliqué par 1'insuffisante
précision de la méthode aux faibles concentrations (0,04 3 0,1
mM), ainsi que par la perturbation du fonctionnement des lutoides-
aux fortes concentrations (4 i 40 mM) . |

Dans cette zone en effet, le gradient naturel d'Argi-
nine et de Lysine est complé&tement inversé et il peut y avoir
une altération des propriétés membranaires elles mémes.

Des phénoménes purement diffusionnels peuvent alors
devenir prépondérants et masquer les mécanismes de transport
normaux.

Si on laisse de c6té ces zones de faibles ou de for-
tes concentrations pour lesquelles les mesures sont sujettes
d caution, on peut tenter, en utilisant la représentation de
LINEWEAVER et BURK (% = f (%)) dans les zones de concentrations
moyennes (paraphysiologiques) (0,4 3 10 mM), d'établir un Km
apparent pour chacun des deux acides aminés é&tudiés.

On obtient alors effectivement deux droites
(Figure 10) qui indiquent des Km apparents de 6,6 mM pour 1'AT-
ginine et de 10 mM pour la Lysine. :
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Ces résultats laissent donc supposer que 1l'absorption
de la Lysine et de 1'Arginine met en jeu des sites de fixation,
membranaires (récepteurs). '

Ceci indique que 1'Arginine dont le Km est plus fai-
ble, présente plus d'affinité vis-a-vis de son &ventuel récep-
teur que la Lysine.

Ceci est conforme aux résultats obtenus dans 1'&tude
des cinétiques d'absorption de ces acides aminés et explique .
- que 1'Arginine soit plus absorbée par les lutoides que la Lysine.

5. Spécificité de l'absorptlon

a) Influences réciproques Lysine-Arginine

L'inhibition réciproque de 1l'absorption des différents
acides aminés a &té testée en comparant 1'absorption dans un
milieu d'incubation habituel contenant une gamme de 0,04 3 .
10 mM de 1'un, 4 celle obtenue dans le méme milisu auquel 2 mM
de 1'autre (non radioactif) ont été ajoutés.

Les courbes obtenues (Figure 11) montrent que la
présence de Lysine dans le milieu d'incubation n'a pas d'effet
sur l'absorption de 1'Arginine.

Par contre, en présence d'Arginine, l'absorptidh de -
la Lysine est trés nettement réduite. Le taux d'inhibition
atteint 65%.

La représentation des inverses (LINEWEAVER.et BURK)
(Figure 12) montre que cette inhibition n'est pas de type com-
pétitif. Le Km ne change pas. Il reste &gal 3 10 mM. Cette cons-
tatation vérifiée 4 plusieurs reprises est en contradiction avec
les résultats publiés par HANOWER et «aZl.

De ceci, on peut conclure que l'absorption des deux
acides aminés considérés dans ce travail met en jeu

- d'une part un récepteur plus spécifique de 1'Arginine, qui
ne permet que le transport de cet acide aminé et est insen-
sible a 1la Ly51ne 5
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- d'autre part un second récepteur comportant au moins deux
sites distincts, 1'un fixant exclusivement la Lysine et
catalysant son transport, l'autre fixant d'autres acides

aminés, dont 1'Arginine, sans les transporter.

La fixation sur ce deuxi®me site que 1'on peut qua-
lifier de '"régulateur'", entraine une diminution de la vitesse
de pénétration de la Lysine dans les lutoides (non compétiti-

vité).

b) Influence de la D-Lysine sur l'absorptior de la L-Lysine

_ Les enantioméres utilisés dans toutes les expériences
précédentes sont les enantioméres L (naturels). Pour apprécier '
le degré de spécificité de 1'absorption de 1la Lysine, nous avons
testé 1'influence de la D-Lysine sur 1'absorption de la L-Lysine.
La D-Lysine est ajoutée dans le milieu d'incubation & la con-
centration de 4 mM. '

Les .résultats consignés dans la Figure 13 montrent -
que l'enantiomére D de la Lysine est sans influence sur 1'ab-
sorption de la forme L. Le récepteur de la L-Lysine ne fixe
donc pas la D-Lysine. Compte tenu du peu de différence struc-
turale entre les deux isdméres, cette absence d'effet de 1la
D-Lysine témoigne d'une haute stéréospécificité du transport
de la L-Lysine. '

II) Essai d'exsorption

Nous avons montré que 1'Arginine ethla Lysine, péné-
trent dans les lutoides. Nous avons recherché si aprés avoir pé—:
nétré dans les lutoides, ces Acides aminés pouvaient en res-
sortir.

"Pour ces essais d'exsorption , le temps de contact
des lutoides avec 1'Acide aminé radioactif (Arginine ou Lysine)
est de une heure. Apré&s lavage, les lutoides sont resuspendis
pendant une heure dans un milieu tamponné & pH 7,0, en présence

de concentraticnsvariables (0 3 5 mM) d'Acide aminé non radio-
actif. '
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Dans un milieu d'exsorption ne contenant pas d'Acide
aminé (Arginine, ou Lysine) 99,7% de 1'Arginine et 98,5% de la

Lysine radioactive sont retenus dans les lutoides (tableau 9).

En présence de concentrations variables de ces Acides
aminés dans le milieu extérieur, on observe que 95 & 97%. de
1'Arginine et 74 @ 79% de la Lysine restent dans les lutoides,
quelle que soit la concentration externe en Acide aminé. Le
faible efflux de la Lysine obtenu dans ce dernier cas, qui
n'est pas toujours reproductible, peut-étre considéré comme ré-
sultant de 1'é€clatement d'un certain nombre de lutoides au
cours de la manipulation. On peut supposer, comme pour 1'Argi-
nine que la quasi totalité de la Lysine est retenue dans les
lutoides.

Remarcuons d'autre part, que cette impossibilité d'ob-
tenir une exsorption'significative, indique que 1l'absorption
de la Lysine et de 1'Arginine ne se fait pas par simple échange
isotopique. N '

Nous avons réalisé des tentatives d'exsorption dans
des milieux de pH variable. Les résultats peu reproductibles,
semblent indiquer qu'il n'y a pas d'exsorption pH dépendante.
I1 apparait donc qu'il y a immobilisation dans les lutoides
des Acides aminés absorbés, et que les facteurs agissant sur
leur pénétration (concéntration, pH externe et A pH) ne sont
pas responsable de cette retention.



RETENTION PAR LES LUTOTDES DE L'ARGININE ET DE
LA LYSINE RADIOACTIVE ABSORBEE

acide aminés & pH 7 sur

LY STITNE
. Milieg Absorption ﬂ'e::iiezio Exsorption %
d'incubation n moles incorporé PLLON | moles restante Rétention
pH 7 pH 7
Lys 0,5 mM 0,29469 Tampon 0,29025 98,5
" Lys 0,5 mM 0,29469 Lys 0,5 mM 0,22194 75,4
Lys 0,5 mM 0,29469 Lys 2,5 mM 0,23285 79,1
Lys 0,5 mM 0,29469 Lys 5 mM 0,21954 74,8
ARG _I N I NE
Milieu s e Milieu . o
4" incubation Absontlon ) d' exsorption Exsorption o
. n moles incorporé n moles restante Rétention
pH 7 i pH 7 ,
Arg 0,25 mM 0,28883 Tampon 0,28789 99,7
Arg 0,25 mM 0,28883 - Arg 0,25 mM 0,28057 97,2
 Arg 0,25 mM 0,28683 Arg 2,5 mM 0,27664 95,8
Tableau 9 - Influence de la concentration du milieu

extérieur en
l'exsorption
absorbée par

de la Lysine ou de l'Afginine

les lutoides.



Deuxieme partie

LES EFFECTEURS DE L'ABSORPTION

Dans la premiére partie de ce mémoire, nous avons en-
visagé divers aspects des modalités de 1l'absorption par les lu-
toides, de quelques acides aminés, en particulier de 2 acides
aminés basiques, 1'Arginine et la Lysine.

Nous avons constaté

- d'une part que dans les conditions physiologiques, la péné-
tration de ces acides aminés se fait contre le gradient de
concentration, ce qui suppose une consommation d'énergie,

- et d'autre part qu'elle met en jeu deux récepteurs diffé-
rents, l'un trés spécifique de 1'Arginine, 1l'autre moins
spécifique, capable de fixer Lysine et Arginine.

Pour mieux comprendre le mécanisme de cette absorption.
NOUS NOUS SOmmeS dans cette deuxiéme partie 1nteresse a 1'in-
fluence d'un certain nombre d'effecteurs.

Le premier, le N ethyl—maleimide (NEM) est connu
pour se fixer sélectivement sur les groupements SH des composés
protéiniques et il est donc susceptible d'interagir avec les
récepteurs membranaires lutoidiques de 1'Arginine et de 1la
Lysine.

Les autres agissent, plus ou moins spécifiquement
(nous y reviendrons dans la 3e partie) au niveau des gradients
de protons transmembranaires; donc. par conséquent sur le ApH
existant entre le compartiment intra-lutoidiques et le milieu
cytoplasmique, soit en l'amplifiant (ATP, Ethrel) soit en le
déchargeant (NH, C1, 2-4 DNp) (¥),

Nous envisagerons d'abord 1'effet du NEM.

(%) Initialement choisis en fonction d'informations bibliographiques
recueillies sur des matériels variés, ces différents effecteurs
ont &té testés sur des lutoides et nous avons ainsi vérifié qu'ils
avaient bien l'effet attendu sur le ApH - (voir amnexe n° 4),’ '

Tableau 13.
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"I) Action d'un effecteur agissant au niveau des récepteurs : NEM

Les lutoides sont préparés et mis 4 incuber dans -les
conditions habituelles. On ajoute seulement au milieu d'incuba-
tion des quantités variables de NEM, comprises entre 0 et 10 mM.

Les résultats portés sur la Figure 14 expriment en pour-
centage 1'inhibition de 1'absorption des acides aminés par le NEM

i concentration croissante.

On constate qus cet effecteur exerce un effet inhibi-
teur sur l1*absorption des deux acides aminés. Son action. commence
4 2 mMet atteint son degré maximum des' 4 mM jusqu'a 10 mM. Elle
varie d'intensité selon 1'acide aminé considéré : pour la Lysine
elle est de 1'ordre de 40% et pour 1'Arginine de 60%. A concen-
tration égale, le NEM agit donc plus fortement sur le récepteur
de 1'Arginine que sur celui de la Lysine.

Le falt que le NEM inhibe ainsi de fagon différente
l'absorptlon des deux acides aminés, peut s'expliquer en admet- -
tant que les récepteurs membranaires de chacun d'eux sont dis-
tincts, ce qui corrobore les observations faites précédemment 0
sur la spécificité de 1'absorption.

Le NEM étant un réactif des groupements - SH, on peut

en conclure que, des thiols doivent intervenir dans 1'é&tablis-
sement des interactions substrat récepteurs.

II) Action d'effecteurs agissant au niveau du gradient de pH

A) Amplificateurs du gradiént de pH

1. L'Ethrel

L'ethrel, est un générateur d'Ethyléne bien connu en
agronomie utilisé& notamment pour induire la floraison de 1'ananas.

En hévéiculture, il est utilisé pour stimuler les ar-
bres dans le but d'obtenir une surproduction de latex, (D'AUZAC
et RIBAILLER 1969 ; RIBAILLER 1972 ; JACOB 1975). L'opération
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pratiquée au niveau du panneau de saignée consiste a gratter
1'&corce sur une bande de 2 cm de large qui est ensuite badi-
geonnée avec de 1l'ethrel dilué 3 5% dans de 1'huile de palme.

Le résultat du traitement est une modification des
_ propriétés coaguléntes du latex qui provoque un allongement de
‘la durée d'écoulement, doncune production plus importante.

Plusieurs auteurs (RIBAILLER, 1970 a, PUJARNISCLE 1969 a,
JACOB 1975) ont montré que le traitement par 1'Ethrel stabilise.
la membrane lutoidique. COUPE (1977), HANOWER et al. (1979) ont
en outre mis en évidence que la stimulation des arbres se traduit
par une acidification du milieu intralutoidique ce qui provoque
une augmentation du ApH.

I1 nous a donc paru intéressant de voir si la stimula-
tion avait aussi un effet sur l'absorption des acides aminés.
Pour ce faire, nous avons comparé sur une durée de 30 minutes
la cinétique dg 1'absorption de 1'Arginine et de 1a'Lysine par
des lutoides provenant de latex d'arbres stimulés ou non.

Le milieu d'incubation contient. au départ 0,5 mM de
L.Lysine et 0,25 mM de L.Arginine.

Les résultats sont représentés sur la figure 15. ‘Ils
montrent que les lutoides provenant du latex des arbres stimulés
absorbent plus fortement la Lysine et 1'Arginine que ceux du -
latex '""témoin'" des arbres non stimulés.

Exprimée en valeur absolue, cette.augmentatioh de
1'absorption est, pour chacun des deux acides amihés étudiés,
du méme ordre de grandeur = 3,5 3 4 nanomoies/mg de protéine
aprés 20 minutes d'incubation, mais en valeur relative, elle
est plus faible pour 1'Argiﬁine (+ 37%) naturéllemenf plus ab-
sorbée par'les lutoides, que pour la Lysine (+ 71%).

2. Effet_de_ 1'ATP-Mg

a). Apporté seul

Depuis les travaux de D'AUZAC et LIORET (1974) on sait
- que la pénétration d'un anion comme le Citrate est exaltée par
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-

la présence d'ATP. LAMBERT (1975) a pu montrer <»n vitro, que
1'addition d'ATP dans le milieu d'incubation entraine une aci-
dification du serum intralutoidique et une augmentation corre-
lative du gradient de pH. Il &tait donc logique de penser que
le gradient de pH pouvait étre le moteur de 1'absorption du
Citrate par les lutoides. -

Cette hypothése a été effectivement confirmée par
D'AUZAC (1977) qui a pu mettre en évidence 1l'existence d'une -
ATPase - Mg dépendante, localisée sur la membrane lutoidique,
qui catalyse 1'hydrolysé de 1'ATP exogéne.

L'énergie ainsi 1ibé&rée permet le fonctionnement d'une
pompe 3 proton couplée 3 1'absorption du Citrate, MARIN (1981),
-CRETIN (1982). C'est @ la lumiére de ces résultats que nous
avons entrepris 1'étude de 1'effet de 1'ATP (1 mM) sur 1l'absorp-
tion de 1'Arginine et de la Lysine (tableau 11).

L'ATP-Mg est apporté seul dans le milieu d'incubation 3
des concentrations variant entre 0 et 4 mM. Les résultats portés
sur la Figure -16 sont exprimés en % d'activation. On constate
que 1l'apport d'ATP au milieu d'incubation a un effet activatéur

-~

"qui commence 3 0,2 mM et atteint son optimum 3 1 mM. -

A cette derniére concentration, l'augmentation'de
1l'absorption est de SO%.pour la Lysine et de 60% pour 1'Arginine.
A2 mM 1'effet pusitif s'atténue poﬁr devenir ;rés réduit a
4 - mM.

Ainsi 1'addition exogéhe d'un effecteur tel que 1'ATP,
et la stimulation des arbres par 1'Ethrel qui ont le méme effet
amplificateur du gradient de pH existant entre ‘le milieu exté-
rieur et le-compartiment intralutoique, se traduisent au niveau
de l'absorption de 1'Arginine et de la Lysine par la méme action
stimulatrice.

Autrement dit, il semble que ce qui augmente le ApH
favorise 1'absorption de ces deux acides aminés.
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En ce qui concerne 1'ATP cependant, on peut se deman- .
der si 1l'effet positif enregistré est un effet direct de la mo-
l8cule, ou, au contraire, le résultat d'une action indirecte se
situant au niveau d'une ATPase membranaire susceptible d'éner-

giser le compartiment lutoidique.

C'est cette question qui nous a conduit 3 mesurer -
" 1'effet de 1'ATP sur l'absorption de la Lysine et de 1'Arginine
en présence d'un inhibiteur spécifique des ATPases. '

Nannméles incorporées Activation

Témoins 1 mM ATP-Mg - %
‘ARG. 0;25 mM 1,80268 - 2,75001 52,5
LYS. 0,5 mM 2,84807 _. 4,15842 40,8

Tableau 10 - Influence de. 1'ATP-Mg sur 1l’absorption
de la L.Arginine et de la L.Lysine par
les lutoIides. Temps d'incubation =1 Heure.

pH du milieu = 7,0. Concentration en
ATP = 1 mM en Mg = 2,5 mM. '

b). En présence de -N-N' dicyclohexyl carbodiimide (DCCD)

L'inhibiteur choisi pour réaliser cette expérience est
le DCCD} molécule qui agit au niveau des groupéments carboxyle
du site”actif des ATPases (GLASERI E., NCRLING B., ERNSTER L. 1980).

-~

I1 a été apporté au milieu d'incubation & la concen-
tration de 0,5 mM tout d'abord en présence des acides aminés
seuls (absence d'ATP). Les résultats sont notés apré&s 30 minutes.

Le tableau n° 11 montre que la présence du DCCD ne
modifie pas 1l'absorption de fagon significative.



nmoles %
incorporées Activation
Lysine seule 1,63781
Lysine + DCCD 1,8868 . 15 %
Arginine seule 2,2927
Arginine + DCCD - 2,4099 5 %

Tableau 11 - Influence du DCCD sur l'absaorption
de la L.Lysine et de 1la L.Arginihe par les
lutoides. Temps d'incubation : 1 heure, pH du
milieu : 7,0, concentration en DCCD 0,5 mM

Cet effecteur n'a donc pas d'effet direct apparent
sur les récepteurs membranaires de -1'Arginine et de la Lysine
des lutoides. '

Par contre, en présence d'ATP (1 mM), 1l'action est
1mportante (tableau 12). On observe en effet que l'activitation
de 1'absorption de la Lysine, obtenue en présence d'ATP seule
et qui atteint cette fois 53% est annulée par le DCCD.

L'apport du DCCD en présence d'ATP semble méme dimi-
nuer 1'absorption comparativement au témoin; Cette constatation
rejoint les observétions rapportées par D'AUZAC (1977) qui
montrent que le DCCD inhibe ou moins partlellement 1' act1v1te
de 1'ATPase membranaire lutoidique. h

. n Moles ActiQité ' Effots
incorporées % du témoin %
Lysine seule ©a83781 | 0% | 0
Lysine + DCCD 1,8868 | 115 % ~ + 15
Lysine + ATP 2,5181 153 % |+ 53
Lysine + ATE 1,4706 90 % - 10

Tableau 12 - Influence du DCCD sur 1'absorption de
la L.Lysine en présence de 1'ATP-Mg.
Temps d'incubation : une heure. pH du milieu : 7,0
Concentration en DCCD 0,5 mMyen ATP 1 mM Mg 2,5 mM




- 55 -

On peut conclure de ces expériences que 1l'énergie né-
cessaire & 1'absorption de la Lysine par les lutoides est appor-
tée, au moins en partie, par 1l'activité d'une ATPase membranaire
sensible au DCCD.

B) Annulateurs du gradient de pH

Deux agents connus comme déchargéant les gradients de
protons transmembranaires ont été utilisés. Il s'agit du 2-4
Dinitrophenol (2-4 DNP) et du Chlorure d'ammonium (NHg4 C1).

Le premier est un découplant bien connu des phosphory-
lations oxydatlves, et le second décharge les gradlents de pro-

tons 1ntrachloroplast1ques.

Ajoutés au milieu d'incubation des lutoides @ des con-
centrations variant entre 0 et 10 mM ils ont tous les deux un
effet inhibiteur marqué sur 1l'absorption (fig. 17 et 18).

" L'effet du 2-4 DNP débute & 2 mM et atteint son maxi-
mum entre 5 et 6 mM. A cette concentration et jusqu'a 10 mM,
l'inhibition,‘qui est de méme intensité pour 1'Arginine et la
Lysine, atteint 31%.

En ce qui concerﬂe'le NH4C]; 1'inhibition commence a
se faire sentir dés 0,4 mM pour approcher de.son maximum aux
environs de 8 &3 9 mM. Pour ces valeurs, le pourcentage d'inhibi-
‘tion obtenu varie selon 1'acide aminé considéré. Il est plus
faible pour 1'Arginine (48%) que pour la Lysine (60%).

A1n51, apres avoir constaté en &tudiant 1'influence de
1'ATP et de l'Ethrel que ces effecteurs en provoquaﬁt une aug-
mentation .du gradlent de pH entre les milieux intra et extra-
lutoidique (annéxe 3) activent 1l'absorption, nous observons que
les agents qui d?chérgent ce gradient réduisent 1'absorption.

Ce;parailélisme entre 1'évolution du ApH et celle de
1'absorption tend @ accréditer 1'idée que, comme dans le cas du
Citrate (D'AUZAC et LIORET 1974) le ApH pourrait &tre 1'un des
moteurs de 1'absorption de 1'Arginine et de la Lysine. .

C'est cette hypothése que nous allons mettre &
1'épreuve dans la 3e partie de ce mémoire. .
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Troisiéme partie

RELATIONS ENTRE L'ABSORPTION LUTOIDIQUE DES ACIDES AMINES

ET LA PRODUCTION

-

_ Comme nous 1'avons déji mentionné 3 plusieurs reprises,
il existe une relation entre la différence des pH du sérum cyto-
plasmique et du milieu intralutoidique et la production des

. arbres.

Cette constatation repose sur de multiples observa-
tions, par exemple celles qui dérivent de 1l'examen des variations
individuelles ou saisonniéres de la production.

Ainsi, COUPE (1977) a pu montrer dans une &tude réa- .
lis€e arbre par arbre que plus la production est faible, plus
le pH cytoplasmique est acide, et par conséquent plus le ApH:
est réduit. CRETIN (1978), - BRZOZOWSKA-HANOWER et al. (1979),
travaillant également arbre par arbre,oﬁtnﬁg en évidence que
les variations saisonniéres de pfoduction sont liées a des va-
riations paralléles du pH cytoplasmique et du A pH. |

L'étude des effets de la stimulation par 1'Ethrel ap-
porte aussi des indications confirmant l'existence de cette re-
lation entre ApH et production. Nous avons dé&€ja mentionné les
résultats de COUPE (1977) et d'HANOWER et al. (1979) qui ont
montré que la stimulation acidifie le milieu intralutoidique.

De facon complémentaire, TUPY (1973) a montré& que le traitement
d 1'ethyléne augmente le pH cytoplasmique. Ces deux effets con-
jugués jouent dans le sens d'un accroissement du ApH, qui ac-~

~compagne donc l'augmentation de production due 3 la stimulation.

Si comme les observations réalisées précédemment 2
l'occasion de 1'étude d'un cértain nombre d'effecteurs (ATP,
Ethrel, 2-4 DNP, NHy Cl1) tendent a le montrer, il existe une
relation entre 1l'intensité de 1l'absorption des acides aminés
basiques et le ApH, on devrait également trouver, comme pour
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le Citrate (LAMBERT et COUPE, 1977) une relation avec la pro-

‘duction.

IC'est sur ce point que nous nous sommes arrété dans
cette 3&me partie en effectuant des mesures d'absorption d'une
part sur des lutoides isolés, préparés selon la procédure habi-
tuelle, et d'autre part, nous en verrons les raisons par la ”

suite, dans du latex brut.

I) Mesures effectudes sur des lutoides mis 3 incuber dans un

milieu tamponné artificiel

‘Pour réaliser cette étude, 268 arbres du clone GT4
sélectionnés pour leur croissance homogé&ne ont €té répartis en
15 classes selon leur production de caoutchouc sec par arbre, par
saignée (moyenne de 3 relevés sur 4.saignées cumUlées) (Figure 19).

Vingt arbres les plus homogé&nes ont été sélectionnés
dans les classes 9 4 15 (90 & 150 grammes/arbre/saignée) qui
regroupent les hauts producteurs (HP) et 32 dans les classes 1
84 5 (10 a 50 grammes/arbre/saignée) qui constituent les bas

producteurs (BP).

L'expérience consistait pour chaque. arbre HP ou BP
d mesurer la production en grammes de caoutchouc sec par saignée
et @ préparer deux parties aliquotes de la fraction lutoidique :
la premiére traitée aux ultra-sons pour provoquer 1l'éclatement
_des lutoides permettait la mesure du pH de leur milieu interne.
La seconde €tait utilisée pouf effectuer les mesures d'absorp-
tion. Enfin le pH du sérum cytoplasmique aprés centrifugation du
latex' était mesuré. Ces opérations ont été réalisées sur une
période d'un mois (2 saignées hebdomadaires) afin d'éviter 1l'ar-
tefact des variations saisonnidres. A chaque fois 12 HP et 12
BP sont traités. '

" Les résultats suivants ont ainsi été obtenus

T. Vérification de 1'existence d'une corrélation entre

L'établissement par la méthode des moindres carrés
des droites de régression, et le calcul des coefficients de
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corrélation entre

- Production et pH cytoplasmique (figure 20)?
- Production et pH intralutoidique (figure 21),
- Production et ApH (figure 22)

montrent comme on pouvait s'y attendre qu'il existe bien une
corrélation trés hautement significative entre la production
des arbres et le ApH. Si 1'on réalise le calcul avec le Logarithme -
de la production au lieu de la production, on n'obtient qu'une
faible amélioration de la corrélation (tableau 14).

PH Cyt. pH Lute’ A pH
Production + 00,7827 + 0,7972 - 0,6864
Log de production + .0,8022 + 0,8094 - 0,8983

Tableau 14‘- Compardlson des coefficients de corré-
' lation entre la productlon ou le loga-
rithme de la production et les carac-
téristiques de pH du latex.

La relation entre la production et les diverses carac-
téristiques de pH du latex peut donc €tre assimilée & une rela-
tion de type linéaire.

Ces rtésultats sont conformes 3 ceux obtenus par
LAMBERT et COUPE (1977) et CRETIN (1978)

Ces arbres sélectionnés pour ces expériences ont donc
un comportement normal.

2. Recherche d'une correlatlon entre 1'absorDt10n

Aprés s'etre assuré de l'existence d'une correlation
positive entre production et ApH chez les arbres utilisés, nous
avons cherché 3 vérifier, si comme les résultats de la 28me par-
tie de ce mémoire le laissent supposer, il est effectivement

possible de mettre en évidence une corrélation entre absorption
et ApH.
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Les résultats obtenus sont négatifs. Aussi bien pour -
i'Arginine que pour la Lysine, il n'est pas possible de mettre
en-évidence de corrélation significative ni entre le pH intra-
lutoidique et 1l'absorption, ni entre le ApH et 1'absorption
(Figures 23, 24, 25, 26).

3. Recherche d'une corrélation_entre_l'absorption_lutoidi-

- —— o — " . ——— - - - e e M M e M - S M R wn e e —— - e - - —

Compte tenu des résultats négatifs concernant.les re-
lations entre ApH et intensité d'absorption lutoidique de 1'Ar-
ginine et de la L&sine, il est logique d'aboutir également a un
échec lorsque 1l'on essaye de mettre en évidence une corrélation

entre absorption et production. (figures 27 et 28).

Ainsi, contrairement 3 ce que laissaient supposer les
résultats de la Zéme_pértie de ce mémoire, il n'est pas possible,
‘d partir de lutoides préparés selon la méthode habituelle d'ob-
server 1'existence d'une corrélation entre.absorption,ZXpH et
production. |

C'est pour essayer d'expliquer ces résultats inattendus
que nous avons réalisé des essais d'absorption sur latex brut.

II) Mesures réalisées sur du latex brut

Dans les expériences précédentes, les lutoides sont
séparés des autres constituants du latex, et subissent plusieurs
lavages successifs avant d'é€tre mis en contact avec les radio-
éléments a absorber. ‘

Cette préparation est susceptible de modifier les pro-
priétés de leur membrane et (ou) de leur milieu intérieur et |
d'altérer ainsi leur capacité d'absorption de certaines molécules.
Dans ce cas, les résultats négatifs obtenus précédemment pour- _
raient résulter de cette procédure expérimentale et ne constituer
donc que dé simples artefacts. '
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Pour vérifier cette hypothé&se, nous avons donc réalisé
‘des expériences d'absorption directement dans le latex, c'est &
dire dans des conditions qui peuvent &tre considérées comme as-
surant une meilleure préservation des propriétés naturelles des
lutoides.

Cing molécules marquées ont &té utilisées. Outre 1'Ar-
ginine et la Lysine, il s'agit

- du '*C Citrate dont 1'intensité d'absorption est correlée
au ApH et 3 la production (COUPE et LAMBERT, 1977),

- de 1a ''c Methylamine (IQCMA) qui s'accumule dans les Com-
partiments les plus acides et peut donc servir d'indica-
teur de ApH (CRETIN, 1982), ¢

- et du 1+C Methyltriphenylphosphonium positif (MTPP*) qui
est un marqueur de charges négatives_sﬁsceptible de tra-
verser les couches lipidiques membranaires et donc de
Tévéler 1'existence d'éventuels gradients de potentiel
€lectrique transmembranaire (AY).

Pour ces divers radio-éléments, 1l'incubation est effec-
tuée 3 25°C dans du latex fraichement récolté. Elle dure 30 mi-
nutes. Les lutoides sont-ensuite séparés du latex par centrifuga-
tion et traités selon la procédure habituelle pour les mesures

d'absorption et de pH.

Compte tenu du nombre des mesures a8 effectuer, 1l'ana-
lyse n'a pu €tre faite arbre par arbre comme précédemment, mais
sur un échantillon moyen de latex provenant de 6 arbres HP et de
6 arbres BP.

Des résultats qui sont rassemblés dans le tableau 15,
on peut tirer les conclusions suivantes '

Absorption/c;m/mg Prot .730 minutés
14 14 R .
pH Lut. ApH CMA CMTPP Lys. Arg. Citrate
Arbres H.P. 5,900 0,925 37 .5654 4,268 836 1.031 1.546
Arbres B.P. 6,178 0,504 || 14.652 5.049 996 1.200 . 1.080

Tableau 15 - Mesure de la différence de pH (ApH) existant entre.le
pH cytoplasmique et le pH lutoidique. Absorption"in vivo"
de la Methyl-amine 14C du methyl. Triphényl-phosphonium
bromide,de la L.Lysine, de la L.Arginine et du Citrate
par les lutoides.




- 73 -

1. Il n'y a pas, dans ces nouvelles conditions expé-
rimentales de différence trés significative d'ab-
sorption de la Lysine et de 1'Arginine entre les arbres H.P et
B.P alors qu'on observe chez les H.P un ApH et une absorption de
14CcMA nettement plus €levés que chez les B.P.

L'absence de corrélation entre l'absorption des acides
aminés, le ApH et la production observée sur des lutoides préa-
lablement séparés des autres fractions du latex, se retrouve avec
des lutoides conservés au sein de celui-ci dans un milieu para-

physiologique.

Les résultats négatifs enregistrés précédemment ne sont
donc pas dis & 1'utilisation d'une certaine procédure expérimen-
tale. On peut affirmer qu'il n'y a effectivement pas de relation
simple entre 1l'absorption des acides aminés, le ApH et la pro-

duction.

2. En ce qui concerne le Citrate par contre,
on retrouve dans le. latex frais 1la relation entre 1l'ab-
sorption, le ApH et la production mise en &évidence en utilisant
des fractions lutoidiques purifiées. Ce caractére essentiellement
pH dépendant.du transport de cette molécule se trodve ainsi con-

firmé.

3. Il existe un certain parallélisme entre 1l'absorp-
tion du '*C. MTPP*et celle de 1'Arginine et de la

Lysine. Dans les deux.cas les écarts sont proches, avec un léger
avantage pour les B.P dont le compartiment interne est plus né-
gatif.
Cela pourrait signifier que le transport des acides aminés a
1'intérieur des lutoides ne serait donc pas, comme celui du Citrate
essentiellement dépendant-du ApH, mais ferait intervenir égale-
ment (voir essentiellement) le AVY.

Cette hypothése peut €tre appuyée par un certain nombre de résul—'
tats récents obtenus par CRETIN (1982) et MARIN (1981). '

Ces auteurs ont en effet montré que 1'apport d'ATP dans
le milieu d'incubation des lutoides n'a pas seulement pour con-
séquence l'acidification du sérum intralutoidique et donc 1l'aug-
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mentation du ApH que nous avons signalée précédemment (cf. 2&me
partie) mais qu'il modifie &galement le potentiel é€lectrique
transmembranaire. C'est cette action au niveau du AY¥ qui expli-
querait 1'augmentation de 1'absorption des acides aminés enre-
gistrée aprés addition d'ATP au milieu d'incubation.

De méme, 1'action du NH4q Cl & la concentration utilisée
ne se limite pas 3 la décharge du gradient de protons (ApH). Ce
composé& agit aussi sur le gradient de pofentiel, contrairement
au 2-4 DNP qui est plus spécifique du ApH.

Or 1'inhibition de 1'absorption obtenue par NHy C1
est environ 20% plus élevée que celle induite par le 2-4 DNP,

ce qui tendrait &galement a indiquer une intervention du AY sur
le transport intra-lutoidique des acides aminés.

L'absorption de ces composés, obéit donc vraisemblabie-
‘ment & un mécanisme aifférent de celui qui gouverne l'entrée du
Citrate dans 1és lutoides qui est essentiellement dépendante du
ApH, alors que 1'énergisation de 1'absorption des acides aminés
se ferait en partie grace au AY.



CONCLUSIONS GENERALES

Les lutdides du latex d'Hevea brasiliensis sont de pe-
tits organites monomembranaires qui constituent le systéme vacuo-
laire (8 caractére lysosomal) des cellules laticiféres au sein
desquelles ils jouent un r0le important d'homéostasie.

De pH interne acide, ils accumulent en effet sélective-.
ment toute une série de composés divers, organiques ou minéraux
(acide citrique, phosphore minéral, iomns, Mg**, cu**, ca** etc...)
susceptibles d'intervenir dans 1'activité métabolique cytoplas-
mique contribuant ainsi au maintien dans la cellule de conditions
favorables aux réactions qui permettent la régénération du_létex
(régulation du pool de ceftaines’molécules, ions, contrdle du
pH...).

Par ce biais, et également par le r0le qu'ils jouent:
en outre au niveau de la coagulation du latex, les lutoides inter-
viennent donc de fagon importante sur la prqdubtion des arbres.

Parmi les composés sélectivement absorbés, on note la
présence"d'acides aminés, en particulier d'acides aminés basiques
tels que 1'Arginine et la Lysine qui se trouvent <n vivo dans les
lutoides 8 des concentrations environ 6 fois supérieures & celles
trouvées dans le cytoplasme. '

-

C'est 4 1'absorption de ces. éléments, dont 1l'accumula-
tion peut conférer aux particules lutoidiques un r0le de réservoir
de composés azotés susceptibles d'étre utilisés au cours de 1la
biosynthése des protéines nécessaires 3 la régénération du latex,
que ce travail a &€té consacré.
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De 1l'ensemble des résultats obtenus, deux conclusions

essentielles peuvent €tre retenues :

1) L'absorption de 1'Arginine et de la Lysine par les lutoides
"~ résulte d'un transport actif mettant en jeu des transports

médiats membranaires. En effet :

a. Pour chacun des acides aminés é&tudiés au départ
_ (Arginine, Lysine, Alanine, Acide glutamique), la cinéti-
que d'absorption n'est pas linéaire, mais curvilinéaire avec pla-

teau de saturation.

b. . - 'L'absorption'de la Lysine et de 1'Arginine est thermo-
dépendante. La valeur des Q10 obtenus (supérieure a 2)
exclut 1'intervention exclusive ou dominante de phénoménes de na-

ture purement diffusionnelle.

La représentation d'Arrhenius permet en outre de mettre
en évidence une cassure dans l'absorption aux environs de 12°C,
température de fusion des lipides membranaires, ce qui accrédite
1'idée de 1'intervention dans le transport de ces acides aminés

de médiateurs 1liés 3 la membrane.
: . . . .

c. Lorsque 1l'on reste dans des limites compatibles avec
la précision de 1la méthode expérimentale et la préserva-

‘tion des propriétés naturelles des lutoides, la relation existant
entre la vitesse d'absorption de 1'acide aminé et sa concentra-
~tion dans le milieu est de type Michaelien. Pour chacun des deux
acides aminés étudiés, on peut ainsi établir un km apparent. La
valeur plus faible obtenue pour 1'Arginine indique une'plus grande
affinité de cette molécule pour son récepteur.

d. Il n'y a pas d'inhibition de l'abSorption de 1'Argi-
“nine par la Lysine, mais que 1'Arginine inhibe de facon
non compétitive 1'absorption de la Lysine. On peut en corclure a

l'existence de deux types de récepteurs :

- 1'un spécifique de 1'Arginine ne permet que le trans-
port de cet acide aminé et est insensible a la Lysine.
- l'autre comporte au moins deux sites distincts : le
premier fixe exclusivement la Lysine et catalyse son
transport ; le second que 1l'on peut qualifier de site régulateur
est apte a fixer les autres acides aminés, 1'Arginine en parti-

culier, mais ne permet pas leur transport.
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A tous ces &léments, on peut ajouter que les connais-
sances‘que 1'on posséde actuellement sur la structure physico-
chimique des membranes biologiques tendent a exclure la possi-
bilité de formation par agitation thermique, de pores transi-
toires d'ouverture suffisante pour laisser passer des molécules
aussi volumineuses que 1'Arginine et la Lysine (SCHECHTER c.p.)-

On peut donc conclure que 1'absorption de la Lysine et
de 1'Arginine implique 1'intervention d'un mécanisme de transport
actif mettant en jeu des transport-médiats récepteurs membra-

naires.

2)- L'absorption fait intervenir le gradient de potentiel

électrique transmembranaire des lutoides (AY)

Les éléments qui permettent d'avancer cette deuxiéme
conclusion sont les suivants ' '

a. quelles que soient les conditions expérimentales utilisées
(incubation des lutoides dans un milieu tamponné, ou di-
rectement au sein du latex frais) il n'est pas possible d'établir .
de correlation entre 1'intensité de 1'absorption et le pH lutei-
dique ou le ApH serum cytoplasmique-lutoides.

b. de méme, on ne peut établir de relation simple entre 1'ab-
sorption et la production des arbres qui est correlée au
ApH (COUPE et LAMBERT, 1977). (Etude réalisée arbre par arbre).

c. la comparaison des effets sur 1'absorption d'un certain

nombre d'effecteurs agissant soit spécifiquement sur le

ApH, soit a la fois sur le ApH et le AY fait apparaitre des dif-
férences significatives.

le NH4 Cl par exemple qui agit 3 la fois en déchargeant le
gradient de pfotons et le gradient de potentiel exerce pour chacun
des deux acides aminés. étudiés une inhibition d'absorption envi-
ron 20% supérieure a celle provoquée par le 2-4 D.N.P dont 1l'effet
‘est plus spécifique du ApH.

Inversément; l'addition d'ATP au milieu d'incubation qui
modifie & la fois le ApH et le AY (CRETIN, 1982, MARIN, 1981)

améne une augmentation de 1'absorption des acides aminés.



- 78 -

d. Enfin, on observe un certain parallélisme entre les va-
riations de 1l'absorption des lutoides provenant du latex
d'afbres hauts ou bas producteurs et celle de 1'accumulation du
Methyltriphenylphosphonium positif (MTPP*) qui est umn marqueur
de charges négatives donc du gradient de potentiel &lectrique

transmembranaire.

On peut donc considérer, comme tré&s probable que le AY
intervient de facon prépondérante dans l'absorption de 1'Arginine

et de la Lysine. '

Les mécanismes qui président & 1'accumulation de ces mo-
lécules dans les lutoides sont donc différents, et probablement
plus complexes que ceux mis en é&vidence pour le Citrate dont
1'absorption est strictement dépendante du ApH (COUPE, LAMBERT,
1977). Contrairement au Citrate, 1l'intensité de pénétration des
acides aminés ne peut @tre considérée comme un bon marqueur phy-
siologique de la. production.

-

I1 reste maintenant 3 conforter et 3 &tayer encore
cette conclusion, et surtout a4 essayer de comprendre comment
s'établit cette différence de potentiel é&lectrique.

C'est vraisemblablement au niveau de l'energisation de

l'absorption par 1'ATP que se trouve la réponse a la question.

CRETIN et MARIN (1980) ont en effet démontré l'existence
au niveau de la membrane lutoidique d'une: ATPase fonctionnant
comme une pompe a protons. L'influx de protoné'ainsi créé n'est
pas immédiatement accompagné'd'une sortie compensatoire de char-

ges. C'est dans ce déséquilibre que réside tréé vraisemblablement
| l'origine du gradient de poteﬁtiel transmembranaire. |

In vivo, dans les cellules laticiféres 1'ATPase qui est
alimentée réguliérement en ATP fonctionne en permanencé. La
différence de potentiel est entretenue ce qui permet 1'absorp-
tion active et l'accumulation. des acides aminés.

Dans le latex aprés récolte, il y a arrét des phosphory—'
lations et &puisement progressif des réserves d'ATP. Le fonction-
nement de la pompe a4 proton se ralentit et progressivement il se
produit un ré&é&quilibrage électrique transmembranaire. Le AY di-
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minue et 1'absorption atteint un plateau (cf. cinétique de 1'ab-
“sorption) lorsque celui-ci est nul.

Ce schéma ne peut sans doute €tre considéré comme

complétement €tabli. Il n'en reste pas moins que)compte tenu

des données en notre possession, c'est actuellement le plus
probable.
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ANNEXE II

COMPOSITION DES TAMPONS PHOSPHATES UTILISES DANS
L'éTuDE DE L' ABSORPTION DES A, AMINES

(selon HANOWER)

Tampon phosphate dipotassique pH 7,0
K, HP04 0,125 M

MANNITOL 0,33 M

On raméne a4 pH 7,0 avec du KOH 2N

Tampon phosphafe disodique et phosphate monopotassique

Na, HP04, 2H,0 0,066 mM
KHPO4 0,066 mM
MANNITOL 0,33 M

On mélange 600 ml de Na, HP0O4 3 400 ml de KHP04- le pH se
situe a4 6,97. On raméne a pH 7,0 par addition de quelques
gouttes de KOH 2N.

Milieu d'incubation

Le milieu.d'incubation type est composé du tampon ci-dessus
auquel on adjoint 1l'acide aminé non radioactif étudié;a ce
milieu, on ajouteile volume (0,1 ml/tube) de molécule radio-
active.

Milieu de lavage
Le milieu de lavage utilisé 3 la méme'composition que celle
du milieu d'incubation sauf qu'il ne contient pas de molé-

cule radioactive.

Liquide scintillant
Préparation pour 1 litre (Simmonet:Scintillation en milieu
liquide. Manuel de Travaux Pratique (C.E.A.)

Toluéne 2/3 660 ml
POPOP 0,01 % 0,1 g
PPO 0,5 % 5¢g

(=3

Triton 1/3 330 g
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NNEXE TIL

TABLEAU DE DISSOCIATION DE LALYSINE. DE.U ARGININE _DE U'ALANINE

ET DE L'ACIDE GLUTAMIQUE

. LYS. £ CHARGE A pK
+ 4+ 4+
AT Ky A
NH3.R.COOH &a=" NH3.R-COO™ H* +1 218
NH3 ﬁHa
Ao_' k2 AL
NH3 R CO0 G NH3. R-COOH 0 8,95
NH3 NHp
AT - k3 A
NH3.R.COO ¢ NHy.R -COO™H* -1 10,53
NH2 NHy
ARG. £ CHARGE A | pK
AOO A”
NH3.C=NH NH3.C.NH
NH Ky hH
. (5)3 " g—— (B)g -1 217
NH3.CH.COOH NH3.CH.COO™ H*
X B o
Al >
NH3 C:NH NHZ. CHNH
. NH NH .
Rz AR)3 o ] 904
NH3 CHCOO™ NH,.CH.COO™ H* :
A Iy
NH{CH:NH NH, CHENH
. NH Ky “NH _ _
(R)y — {Ri3 -1 12,48
NH,.CH.COO" NH, CHCOOH!
ALA. : £ CHARGEA| ok
A K1 At
-CH4.CH.COOH <= CH3CH.COU H* o 2,34
R 9 [y .
2~ NH3 NHE )
—
© ' CH3.CHCOO" <mmm=  CHaCHLCOO™ H'| -1 9,69 .
-NH3 NH,
AGLU. | % CHARGE A
A At
COOH COOH
(CH,) Ky (CH,)
CHoly 1, G :
‘CH.NH3 o  CH.NHj o 2,19
COOH CoO0™ H* o
+ ta
COOH coo
(CHaly | K2, (CH,),
CH-NH3 R i CH.NH3 -1 425
coo- COO'H*
AY K-
coo coo"
(CHy)y K3, (GHy)
CH_NH3 < CHNHp -2 967
coo coo-




ANNEXE 1

ACTIVITES SPECIFIQUES DES MOLECULES RADIOACTIVES UTILISEES
POUR L'ETUDE DES ACIDES AMINES

1°) L.ARGININE '“C (U). R&f. CBY9. Activité spécifique 300 mci/mM

"¢ (U). R&f. CB16. Activité spécifique 255 mci/mM

2°) L. LYSINE
3°) L. ALANINE ''C (U). R&f. CB8(E). Activité spécifique 112 mci/mM

4°) L.ACIDE GLUTAMIQUE ll'C(U). R&f. CB11(F). Activité spécifique 156 mci/mM



CORRELATION ENTRE LE GRADIENT DE pH EXTRA./INTRALUTOIDIQUE ET LA VITESSE DE PENETRATION

ANNEXE IV

DE L' ARGININE §,25mMm ET__DE LA LYSINE 05mM(INFLUENCE DE L'ATP.Mg.- NH4CI. 2.4 DNP)IN VITRO’

Milieu d'incubation LYSINE 4 Milieu d'incubation ) ARGININE
e S P N\
. pHdu ApH n moles % du , . pH du A pH n moles % du
Composition pH S.lut. incorp. témoin Composition " pH - S. incorp. témoin
- Serum cyt. 6,83 560 | 1,23 - - Serum cyt. 6,81 558 1,22 - -
: Temoins 7.00 6,11 i 0,89 294807 | 100 % ; .2Temoins 7,001 6,002 0,999 1,80268 100 %
+1mM ATP.Mg 7,00 ''5,93 1,07 415642 | 140.9% | +1mM ATP_Mg 7006 5879 1127 2,75001 1525%
- . : (+40,9%) | (+525
g \..
10mM NH4CI 7,00 6.45 0.55 1,15307 40% +10mM NH4CI 7,002 6,305 0,697 0,77750 43%
: ' (-60%) ' ' (.57%)
" +8mM.2.4.DNP 7,00 6,29 0,71 |192525 65% 8mM.2.4.DNP - 7,004 ' 6203 0,801 1,00338 556%
(.35%) (.44,4%
Tableau 13 : Temps-d'inc'ubation 30minutes'
S.lut.= Serum intralutoidique ; ' S.cyt. = Serum cytoplasmique



