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AVANT-PROPOS

Ce mémo~~e de eontenu mode~te do~t êt~e avant tout

eon~~dé~é eomme une eont~~but~onaet~ve au va~te p~og~amme de
~eehe~~he Au~ le latex, eon6~é au labo~ato~~e de Phy~~olog~e

V~gétale ~e l'ORSTOMCent~e d'Ad~opodoumé dan~ le ead~e du eon­
t~at VGRST-ORSTOM ~u~ la memb~ane lutold~que.

Je do~~ la ~éal~~at~on de ee t~ava~l a Mon~~eu~ le
M~n~~t~e J. GUEVE LOROUGNON qu~ a pe~m~~ mon ~ntég~at~on dan~

le ead~e de l'ORSTOM. Ce~ eon~e~l~, ee~ eneou~aqement~ m'ont
été t~è~ p~ée~eux. Il me 6a~t l'am~t~é de p~é~~de~ mon Ju~y.

Tout enlu~ ad~e~~ant me~ t~è~ ~~neè~e~ ~eme~e~ement~,· je vou­
d~a~~ lu~ d~~e toute ma g~at~tude et le p~~e~ de b~en voulo~~

t~ou0e~ ~e~ l'.exp~e~~~on de me~ .~ent~ment~ ~e~peetueux et de

ma p~o6onde adm~~at~on.

Je ~a~~ g~é au V~. BALLA Ké~ta M~n~~t~e de la Reehe~ehe

Se~ent~6~que qui dan~ ~e~ 6onet~on~ de V~~eeteu~ de~ A66a~~e~

Se~ent~6~que~ a ~etenu, en eomm~~~~on thémat~que en 1976, le
p~ojet de eette thè~e.

Mon~~eu~ le P~o6e~~eu~ Guy CAMUS V~~eeteu~ Géné~al

de l'ORSTOM a man~6e~tê beaueoup d'~nté!~êt pou~' la ~éal~~at~on

de ee t~ava~l. Il a tenu a êt~e ~n6o~mé de l'évolut~on de
eelu~-e~ et m'a eneou~agé ehaque 6o~~ qu'~l éta~t de pa~~age

au Cent~e 4'Ad~opodoumé. Je ~a~~~ l'oeea~~on pou~ lu~ exp~~me~

toute ma g~at~tude.

A l'heu~e de ee b~lan, ma pen~ée va ve~~ M. J.P.
TONNIER ane~en V~~eeteu~ de l'ORSTOM en Côte d'Ivo~~e a qu~

je do~~ une ~eeonna~~~anee ~n6~n~e.

Je ~u~~ ~edevable également à M. le P~o6e~~eu~ J.
V'AUZAC de LAMARTINIE qui a b~en voulu m'aeeue~ll~~ dan~ ~on

labo~ato~~e et m'en~eign~~ le~ teehnique~ ~ndi~pen~able~ a
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l'étude de~ phénomène~ de pe~méab~l~té de~ memb~ane~ lutoZd~que~.

Qu'~l veu~lle t~ouve~ ie~ l'exp~e~~ion de me~ t~è~ ~ineè~e~ ~e­

me~eiement~.

Je tie~ à exp~~me~ toute· ma p~ononde g~o.t~tude et
toute ma ~eeonn~~~anee à M. J.M. FAVRE Malt~e de Conné~enee~

à l'Unive~~~té Nati0nale d'Abidjan. Il a ~uivi ee t~avail et
guidé ~a bonne ma~ehe ju~qu'à ~a pha~e 6~nale. Se~ e~~tique~

et .s es "~e'ma~que~ jud~eieu~e~ m'ont été t~è~ pll.éeieu~e~.. Il m'a

appo~té une aide impo~tante pou~ la~édaetion de ee mémo~~e.

M. FAVRE me 6ait l'honneu~ d'êt~e le ~apponteu~ de mon Ju~y.

Je voud~ai~ lui di~e edmb~en je ~u~~ touehé de eette bienve~l­

lante eollabo~at~on et lu~ ad~e~~e me~ t~è~ ~ineè~e~ ~eme~e~e­

m~nt~, ~eme~eiement~ qui viennint du plu~ p~o6ond de mon eoeu~.

Je ~eme~eie M. le P~o6e~~eu~ V;OPOH qui a bien voulu
aeeepte~ de 6ai~e pa~tie de mon Ju~y.

J'a~ pa~~é avee P. ~ANOWER, J. BRZOZO~SKA, H. CRETIN
de~ année~ de t~ava~l pa~~ionné, dan~ une pa~6aite ha~mon~e de
.pen~ée, animé~ ehaeun du même dé~i~ d'a~po~te~ not~e eont~~­

bution au développement de la Reehe~ehe Se~enti6ique en Côte
d'Ivoi~e. Le~ ~olide~ ~elation~ qui nou~ lia~ent, n'étaient

pa~ eelle~ de ma1t~e à élève~. Il n'y avait plaee que pou~ une
heu~eu~e et eon6~a~te eollab~~ation, nou~~ie pa~ l'e~time et
la ~ympathie ~ée~p~oqui que nou~ avon~ le~ un~ pou~ le~ aut~e~.

J'ai été aidé pa~ la eon6ianee qu'il~ me témoi~~aient et en­
eou~agé pa~ la ehaleu~ de leu~ amitié toujou~~ ~enouvelé.e.

HANOWER et BRZOZOWSKA ont initié ee t~avail et ~l~

ont aetivement eont~i~ué~ à ~on exéeution. J'ai pou~~u~v~

eelu~-ei en pen~ant à.eux ~t~mulé pa~ la 6ie~té de eomble~

leu~ .s oue~ de 6onmar eu«, J' ai i.n.ou»é aup~è~ d'eux une 'aide et
de p~éeieux eon~eil~ dan~ le~ moment~ de 6lottement. Je leu~

doi~ me~ eontaet~ avee le monde ~eienti6~que Oue~t-A6~ieain.

Je leu~ ~ui~ ~edevable de m'avoi~ pe~mi~ de ~éali~e~ mon amb~­

tion. Je voud~ai~ leu~ ad~e~~e~ iei, l'exp~e~~~on de mon in6i­
n~e ~eeonnai~~anee, et me~ humble~ et t~è~ ~~neè~e~ ~eme~eie­

ment~ pou~ l'heu~eu~e et" enthou~ia~te époquepa.6~ée en~emble.
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H. CRETIN qui a a~~u~é la ~elève d'HANOWER et

BRZOZOWSKA m'a beaueoup, ~inon tout appo~té dan~ ee t~avail.

Il m'a la~gement 6ait béné6ieie~ de ~e~ haute~ eonnai~~anee~.

Se~ eon~eil~ éelai~é~, ~a eomp~éhen~ion, ~a di~ponibilité de
tou~ le~ in~tant~, malg~é ~e~ nomb~eu~e~ eha~ge~ de Chen de
labo~atoine, ~e~ eneou~agement~ dan~ le~ moment~ de dé~é~poi~,

m'ontpe~mi~ de mene~ a bonne 6in ee mémoi~e.

Le".6 dLs cus s Lons que nou~ avon~ eu a plu~ieu~~ ~ep~i­

~e~, t~adui~aient bien l'inté~êt tout pa~tieulie~ qui po~tait

a mon t~avail. Je ne lui en ~e~ai~ jamai~ a~~ez ~eeonnai~~ant.

Je ~eg~ette ~eulement de ne pa~ t~ouve~ d'exp~e~~ion 6o~te et
pa~tieulie~e pou~ lui ~igni6ie~ ee que je ~e~~en~ a ~on éga~d.

Je voud~ai~ le p~ie~ de bien vouloi~ aeeepte~ que je lui di~e,

~implement, t~è~ ~implement, Me~ei.

Je voud~ai~' exp~ime~ au P~o6e~~eu~ LIORET, P~é~ident

du Comité Teehnlque de Biologie la g~ande ~en~ibilité que
j'ép~ouve, au'g~and honneu~ qu"il m'a 6ait en aeeeptant que ee
mémoi~e ~oit inelu~ dan~ le ead~e du p~og~amme : "Memb~ane~

biologique~. Sttuetu~e~ et 6onetion~" dont il e~t le eoo~dina­

teu~.

J'ad~e~~e me~ ~eme~eiement~ a me~ p~emie~~ MaZt~e~

VIEIRA da SILVA, S. PUJARNISCLE, V. RIBAILLER qui au ~o~ti~

du Lyeée Teehnique m'ont aeeepté dan~ leu~ labo~atoi~e et in­

eulqué leu~ ~ouei de ~igueu~ ~eienti6ique.

1 Ce t~avail n'au~ait pu êt~e~éali~é'~an~ la p~éeieu~e

et d~~inte~e~~ée eollabo~ation du pe~~onnel du labo~atoi~e de
Phy~iologie Végétale. Me~ei a me~ eollègue~ teehnieien~, R.
CHEZEAU et P. TROUSLOT, F. VOUMBIA, K. KARA, O. OUATTARA, Vjè
KOUASSI qui ont été magn16ique~ da~ leu~ ~ôle d'aeeompagna­
teu~. Je ~ui~ pa~tieuliè~ement heu~eux de leu~ ~end~e hommage,
pou~ l'aide e66ieaee qu'il~ m'ont appo~tée dan~ l'exéeution de
ee t~avail.

Je ne ~au~ai~ oublie~ mon aZné Y. KONAN, t~è~ ~im­

plement je lui di~ "N'Vjamo et Naeé mon 6~è~e".
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M. et Mme LAGOU M. t~fluve~ont iei l'exp~e~~ion de
toute ma ~eeonnai~~anee. Leu~ anfieetion eommunieative m'a été
~ou~ee de ~timulant.

Il~ ~ont nomb~e~x a m'avQi~ appo~té de p~~~ ou de. .
loin leu~ eoneou~~ et leu~ aide mo~ale que j'ai hautement
app~éeié~. Le~ ~e~pon~able~ du labo~atoi~e de Radioi~otope~,

et leu~ pe~~onnel ont ~empli pleinement leu~ ~ôle. Que
M. J.F .. BOIS et J.C. BURGAUV s oLt: ~eme~eié~, ain~i que le
C.LA.

J'ad~e~~e me~ humble~ ~eme~eiement~ aux ehe~eheu~~

et teehnieien~ expat~ié~ du Cent~e ORsrOM d'Adiopodoumé pou~

~'amitié toujou~~ ~enouvelée qu'il~ m'ont témoignée tout au

long de ee t~avail.

,Je le di~ de 6açon toute pa~tieuli~~e a MM. J.
CLAVAUV, P. CAPGRAS, pou~ avoi~ pa~tagé me~ p~obl~me~ maté~iel~·

et appo~té de~ ~olution~ dan~ la me~u~e je leu~~ po~~ibilité~.

MM. S. VIGBEU, J. OMPLEON, P. ZAVI KOUBI, G. MAI
LOUHOU, G. KOFFI, M. KANGA, N'VOLI, F. VIEA, L. SAWAVOGO m'ont

appo~té leu~ amitié et leu~ ~ympathie. Je leu~ ad~e~~e ma
pen~ée ~eientifiique la plu~ ~ine~~e.

Ve~ main~ de maZt~e, K. BONFOU et P. VAVIV ont dae­
tylog~aphié le texte de ee mémoi~e. Je ~oud~~ii leu~ di~e mon'
in6inie ~eeonnai~~anee.

,En6in, j'ai t~ouvé dan~ la p~é~entation attentive
de mon épou~e et de mê~ enfiant~, une aide eon~tante, qu'il~'

en ~ oient ~eme~eié~.
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LISTE DES ABRÉVIATIONS UTILISÉES DANS LE

TEXTE ET DANS LES SCHÉMAS

forme oxydé

forme réduite

ATP

2.4 DNP

DCCD
Cpm
1 '1C •M•A. :

GT 1

Km

mM

ml

MTPP

NAD

NADH

NADP

NADPH

NEM

Adénosine Triphospha\e
2.4 Dinitro~phénol

N' N'Dicylohexyl carbodiimide

Coup par minute

Methyl-Amine marqué au carbone quatorze

Gondang Tappen 1 : clône d'Hevea brasiZiensis

Constante de MiahaeZis

Millimolaire (unité de concentration)

Millilitre (unité de volume)

Methyl.triphényl-phosphonium

Nicotinamide adénine dinucléotide

Nicotinamide Adénine dinucléotide

Nicotinamide Adénine dinucléotide phosphate

Nicotinamide Adénine dinucléotide phos~hate

N. Ethyl maleimide

forme oxydée

forme réduite

Chlorure d'ammonium.

Phosphoénol-pyruvate

2'2.P.phényl-bis (S-phenyl oxazole)

2'5 Diphényl-Oxazole

NH4 Cl

PEP

POPOP

PPO

Pr 107 Proefstatlon Woor Rubber Clane d'Hevea·hrasiZiensis

r

S

S. Cyt.

S . Lut.

STi

llCi

llM

v

Vm

Coefficient de corrélation

Concentration en substrat

"Serum" cytop~asmique

"Serum" lutoidique

Stimulé

Microcurie

Micromole

Vitesse initiale d'absorption

Vitesse maximum d'absorption
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INTRODUCTION

Parmi les nombreux végétaux producteurs de latex

Hevea brasiZiensis Müll. Arg (Euphorbiacées-Crotonoïdées) est
le seul qui fassè aujourd'hui l'objet d'une exploitation in­

dustrielle" intensive (x).

D'origine amazonienne, cet arbre a été d'abord cul­

tivé en Extrême Orient (Malaisie, Thaïlande, Indonésie,

Cambodge, Vietnam... )" région qui fournit actuellement 92% de

la production mondiale de caoutchouc naturel.

Introduit en Afrique depuis une trèntaine d'années,

sa culture s'est vulgarisée au Liberia, au Nigeria, au Came~oun,

au Zaïre et en Côte d'Ivoi re, qui en a fait un des obj ectifs

de diversification de ses cultures traditionnelles.

D'ici 1990, les surfaces hévéicoles ivoiriennes doi­

vent passer de 30.000 à 75.000" hectares et la production de
19.000 à 80.000 tonnes.

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

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 Mord Hexique commence à faire l'objet
d'essais d'implantation dans les zones sahéliennes d'Afrique (essen­
tiellem~nt Sénégal). Il a fait l'objet de cultures industrielles au
Mexique et a été introduit à"titre e~périmental aux USA, en Australie,
en URSS ainsi que dans divers pays du bassin méditerranéen.
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Cette volonté de développer ainsi l'hévéiculture

ivoirienne se fonde sur une situation mondiale particulièrement

favorable, puisque les experts prévoie~t pour l'horizon 1990

un déficit en caoutchouc naturel d'un million de to~es, défi­

cit qui devrait s'accroître jusqu'à 2 ou 3 millions'de tonnes

en l'an 2000~

Le latex de l'hévéa est produit par un tissu parti­

culier, composé de cellules spécialisées dans la synthèse du

caoutchouc. Ces cellules sont incluses dans le phloème des

arbres. Elles communiquent entre elles par la réalisation d'a­

nastomoses, formant ainsi un véritable réseau ("manteau") lati­

cifère.

Le se ctionnement de ce réseau parla "saignée 'i, pro­

voque l'écoulement du latex et permet sa récolte jusqu'à ce

que des phénomènes de coagulation Ln te rv i ennen t et colmatent

.. les brèches ouvertes dans le réseau laticifère.

Le latex ainsi récolté, qui sera traité pour en ex­

traire le caoutchouc naturel, correspond à la partie fluide du

. cytoplasme des cellules laticifères.

Après centrifugation (30 mn à 30.000-50.000 g), il

est possible de le fractionner en 3 parties (COOK et SEKHAR,

1955) : fig. (1).

... - CAOUTCHOUC

- .- PARTICULES DE FREY WISSLING
DÉGRADÉES

.. - SÉRUM

PLUS PARTICULES
FREY WISSLIHG

Figurp. 1

:entl'ifugation o'>1ique du latex ~ 50 000 g,
d'apr~tl COOKd 5EKHAR..(1955)

...---
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1. Une fraction légère, de couleur blanche ou crème, collante

au toucher qui représente en volume 40 à 60% du latex frais.

Elle est constituée de particules de caoutchouc dont la taille

varie de 0,03 à 3 ~ (RICHES et COODING, 1952). Ces particules

de forme plus ou moins sphérique sont entourées d'un film

phospho l i.p i dop r ot.ê i que chargé' négativement.

2. Une fraction aqueuse, limpide, représentant 25 à 40% du

l~tex, assimilable au serum cytoplasreique des cellules

laticifères. Ce serum contient de nombreux complexes enzymati-
. .

ques du métabolisme intermédiaire, notamment ceux qui intéres-

sent la régénération d~ latex à l'intérieur des laticifères

(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 à 7).

3. Une fraction lourde, sédiment jaunâtre ou grisâtre repré­

sentant 12 à 15% du latex frais.

Cette dernière fraction contient les organites du

latex = particules de FREY-WYSSLING d'une part, 1utoïdes,

d'autre part.

- Les particules de FREY-WYSSLING qui portent le nom

de celui qui les a découvertes et décrites pour la première

fois (1929), repré~entent environ 10% de la fraction lourde du

latex. Leur taille varie de 1 A 2 ~. Elles sont limitées par

une double membrane, con tiennen t des inclusions' lipidiqueset

des carotenoïdes qui leur donnent une coloration jaune.

D'après HSIA (1958) et COUPE et al. (1972) ~ les par­

ticules de .FREY-WYSSLING sont le siège d'une activité polyphé­

noloxydasique. Elles interviendraient dans la coagulation du

latex (HANOWER et al. 1978).

- Les lutoïdes, isolés et décrits pour la première

fo is par HOMANS et VAN GILS en 1948 cons ti tuen t 90 % de la frac­

tion sédimentable du latex. Ce sont des éléments figurés, plus

ou moins sphériques, de dimensions comprises entre 2 et 10 ~
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(SOUTHORN, 1966) limités par une membrane lipoprotéique unique

de 70 à 85 AO d'épaisseur (DICKENSON, 1964-1968) qui contient

85% d'acide phosphatidique (HANOWER, JACOB, 1978).

Ces pa~ticules jouent deux rôles essentiels dans les

cellules laticifères :

1. Un rôle lysosomal (PUJARNISCLE, 1968-1969) caractérisé

par la présence d'hydrolases (phosphatases acide, phospho­

diesterases, RNases .. ) capables de dégrader les principa­

les macromolécules cellulaires.

2. Un rôle vacuolaire entrevu par WIERSUM (1957-1958) et

confirmé ensuite par ARCHER et al. (1969) et RIBAILLER

et al. (1971).

Les microvacuoles 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 laticifère: des anions tels que le· citrate, le malate,

le phosphate (RIBAILLER et al., 1971, D'AUZAC et LIORET, 19?4,
COUPE et LA~ffiERT, 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. certains a l ca­

loides (ARCHER et al. )969).

Ces propriétés du milieu intralutoïdique sont en re­

lation avec le rôle important que ces or gani t e s jouent. dans la

productivité des arbres.

notés
Deux niveaux essentiels d'intervention peuvent être

la coagulation et la régénération du latex.

Leslutoîdes interviennent en effet très activement
dans la coagulation du latex .. Lorsqu'ils éclatent, les éléments
chargés positivement qu'ils contiennent (cations, protéines)
sont libérês et provoquent la neutralisation des charges néga­
tives des particules de caoutchouc et des protéines cytoplas­
miques.
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Cette neutralisation entralne la déstabilisation de

l'état colloidal du latex, et la formation de microcoagulum

constitués d'un conglomérat de lutoides éclatés et de particu­

les de caoutchouc coagulé qui arrêtent l'éco~lement du latex.

Le rendement de la saignée dépend donc pour une part importante

de la stabilité des lutoïdes.

Le rôle des lutoides pressenti au niveau de la régé­

nération du latex pourrait également être essentiel :

la biosynthèse du caoutchouc s'effectue dans le cytoplasme des

cellules laticifères. Les lutoides sont par eux-mêmes incapa­

bles de la réaliser. Mais du fait de leur aptitude à accumuler

sélectivement certaines molécules, ils contribuent à assurer au

sein du cytoplasme des conditions physiologiques favorables à

la régénération du iatex.

Ainsi, en accumulant certains acides aminés (Arginine

et Lysine notamment), les particules lutoidiques jouent au

sein des cellules laticifères le rôle de réservoirs de composés

azotés qui peuvent être utilisé~ au cours de la bi6synthèse

des protéines nécessaires à la régénération du latex.

De même en exerçant un effet régulateur au niveau de

la teneur en certains cofacteurs enzymatiques (cations par

e~emple), et en assurant, notamment par l'intermédiaire d'une

pompe à protons membranaire (CRETIN, 1981, MARIN et al. 1981),

le maintien du pH cytoplasmique au voisinage de la neutralité,

les lutoides contrôlent certaines activités enzymatiques im­

pliquées dans la régénération du la tex. C' e st le cas notammen t

de l'invertase (TUPY 1973, JACOB 1970) enzyme initiant la série

des réactions qui conduisent du saccharose à l'acetyl CoA,

puis à la synthèse du caoutchouc (Schéma 1 ).

Il est donc logique de constater qu' il existe une

relation étroite entre le pH cytoplasmique des laticifères et

la productivité des arbres. Celle-ci est d'autant meilleure

qu'il est proche de la neutralité, ou légèrement supérieur

(BRZOZOWSKA-HANOWER et aZ. 1979).
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,Actuellement, le pH du latex et de son cytoplasme

constitue l'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 été démontré que la différénce de

pH entre le serum cytoplasmique' et le milieu intralutoidique

(~pH) est fortement correlée à la productivité des arbres. Le

fait que les lutoides so{ent capable de piéger des prDtons,

les soustrayant ainsi au métabolisme cytoplasmique constitue

un argument supplémentaire en faveur de leur rôle positif au

niveau de la regénération du latex.

En outre, on s'aperçoit fréquemment que l'apparition

de perturbations au' n Iveau de la productivité des arbres est

associée à un mauvais état physiologique, ou une alteration

des propriétés des lutoïdes.

C'est ce que l'on observe notamment à propos des "en­

coches sèches" maladie qui se ma,nifeste. par un tarissement pro­

'gr~ssif de l'arbre. L'étude du latex d'arbres atteints révèle

en effet une nette diminution de la fraction sédiment~ble du

latex, un indice d'éclatement des lutoides élevé et un abaisse­

ment du pH du sérum cytoplasmique accompagné d'une augmentation

de celui du milieu intralutoïdique (diminution du ~pH) (CRETIN,

1978).

Un grand nombre de recherches ont donc été entreprises

pour essayer de mieux connaître les lutoides, et en particulier

la physiologie de leur membrane dont le rôle parait à plusieurs

titres capi t a l..

En Côte d'Ivoire, plusieurs chercheurs, tant à
l'OR8TOM qu'à l'Université ou à l'IRCAy 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

étudiant la perméabilité des lutoides à divers acides aminés,

nous avons voulu apporter notre contribution à cet ensemble de

travaux.
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La membrane lutoidique est en effet douée d'une forte

sélectivité vis-à-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 ... ), à l'intérieur des lutoides ce sont· les acides aminés

basiques qui sont les plus abondants (plus de 50% de la·teneur

totale). Les quantités intralutoïdiques d'acides aminés basi­

ques sont de 6 fois environ (Lysine et Arginine) à 20 fois

(Acide a-y d.iaminobutyrique) supérieures à celles trouvées dans

le sérum cytoplasmique.

C'est à cet aspect du problème que nons nous sommes

intéressé en étudiant l'absorption de quelques acides aminés,

en insistant principalement sur le cas de l'Arginine et de la

Lysine.
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MATÉRIEL ET TECHNIQUES

1) Récolte du latex

L'étude des caractéristiques générale~ de l'absorption
des acides aminés étudiés (première et deuxième.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 absorp~ion et produc~

tivité (troisième partie du mémoire) a été menée à partir de

latex récol té dans un lot de 72 arbres du clone GT 1 , parmi

lesquels ont été distingués 20 arbres hauts-producteurs (H.P.). .
et 34 arbres bas-producteurs (B.P.).

Tous ~es arbres dont l'âge varie entre 8 et 12 anS
sont sains et présentent un état végétatif satisfaisant.

Ils sont saignés deux fois par semaîne en spirale

entière (S j/3 jj4).

Le latex qui s'écoule pendant la première minute con­
tient des organites lésés par le traumatisme inhérent à la sai­

gnée. Il est donc écarté.

Passé ce délai, on recueiile, dans des tubes à essais

plongés dans de la glace, 40 à 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 surIe latex provenant d'un seul arbre, haut ou bas
producteuF. Pour les bas-producte~rs, la quantité recueillie
ne dépasse pas 10 à 20 ml.
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2) Isolement et purification du compartiment lutoïdigue

L'isolement du compartiment lutoidique est réalisé

par centrifugation selon la procédure suivante :

Les pots à centrifugation- sont remplis de 40 ml du

latex à étudier et placés dans un rotor réfrigéré SS 34: Ils

sont centrifugés pe~dant 15 minutes à 15.000 tours/mn

(27.000 g) dans un appareil de type SORVALL à une température
vois Lrie de 5oC.

Le caoutchouc concentré à la partie supérieure du

tube est écarté. Après ·décantation du surnageant aqueux, le

culot lutoîdique tassé au fond du tube est resuspendu dans un

t ampon Phospha te -Manni t ol de pH 7,0 pui s re cen tri fugé pendant·

15 mn. L'opération est renouvelée 2 fois. Après ces trois la­

vages successifs, les culots sont isolés, dilués de moitié

. dans le même tampon (1 volume de tampon pour 1 volume de lutoi­

des) .puis soigneusement homogénéisés par plusieurs pipettages.

3) Mesure de l'absorption

Les quantités d'acides aminés absorbées sont mesu­

rées par utilisation de molécules radioactives marquées au

l~C (Activité. spécifique donnée en annexe).

L'opération se déroule de la façon 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 lutoîdes diluée au demi,de 0,1 ml
de molécules radioactives à 5 ~Ci par, échantillon et de 0,4 ml
de solu tion t ampon. contenant l'acide aminé étudié non radioact if.

Trois ou quatre répétitions sont réalisées.

L'incubation est arrêtée après un temps variant
selon les cas de 10 à 60 mn, par addi t i on. dans les tubes uti­

lisés de 9 ml de la solution tampon ne contenant pas de molé­

cules radioactives, mais renferment l'acide aminé non radio­

actif à la même concentration que celle utilisée pour l'incu­
bation (dilution isotopique).
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On centrifuge immédiatement pendant 10 mn à 16.000

tours/mn (31.000 g). Deux autres lavages du culot sont effec­

tués de la même manière, afin d'éliminer les molé cules radio­

actives non incorporées dans les lutoîdes (milieu intersticiel

contaminant).

Le sédiment est alors repris dans 1 ml d'une solu­

tion de Triton X 100 à 1% afin de provoquer la rupture des

membranes lutoidiques.

On ajoute ensuite 0,2 ml de l'homogenat ainsi obtenu

à 5 ml de liquide scintillant {composition en annexe) et la

radioactivité est mesuTéepar un compteur à scintillation Inter­

te chn i qlie S. L. 30 .

Dans la plupart des cas, les comptages sont effectués

sur 10 minutes.

4) Choix du tampon

Des expériences réalisées par D'AUZAC (1972) ont

montré que l'absorption du Citrate par les lutoides est plùs

importante dans les tampons Phosphate que dans les tampons

TRIS-Maleate.

L'expérience a été reprise pour la Lysine, et nous

avons constaté qu'en présence du tampon Phosphate la pénétra­

tion de la molécule marquée est environ 2 fois plus ~mportante

qu'en milieu t ampcnnë parle TRI S-Malea te.

C'est la raison pour laquelle ce sont des tampons

Phosphate qui ont été utilisés dans ce travail (voir composi­
ti on en annexe).

5) Expression des résultats

Les résultats sont généralement rapportés à 1 mg de

protéine de la suspension lutoîdique. Dans chaque prise soumise
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à incubation, on dose donc systématiquement les protéines

selon la méthode de LOWRY et a l , (1951).

Ce mode d'expression des résultats, permet de com­

parer val~blement les résultats de différentes experlences

et de contrôler l'état des lutoides à la suite de l'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 façon très sensible d'une expérience à l'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 dan~ le milieu d'incubation.
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. RÉSULTATS

Première partie

CARACTERISTIQUES GENERALES DE LA PERMEABILITE

I} Modali tés de l'absorption

1. Ç!!!~!:!g~~

Quatre acides aminés ont été retenus pour cette

étude
2 acides aminés basiques

1 acide aminé neutre

1 acide aminé acide

l'Arginine et la Lys i.ne

l'Alanine

l'Acide glutamique.

Dans les cellules laticifères, ces ac~des aminés se

trouvent à des concentrations différentes dans le cytoplasme

et dans les lutoîdes (tableau 1).

Serum cytoplasTTÙ- Serum lutoïdique 1 Rapport 1
que llM/ml llM/ml d'accumulation 1

(C) (L) LlC

Arginine 0.22 1.42 6.5
.--.

Lysine 0.61 3.40 5.6

Alanine 7.77 2.88 0.4

Acide gl utarrdque 5.72 1.80 0.3

Tableau 1 - Concentration de l'Arginine. Lysine. Alanine
et acide glutamique dans les compartiments
cytoplasmque et lutoidique du latex.

(D'après BRZOZOWSKA et al.. 1974).

In vivo, la pénétration des acides aminés basiques

dans les lutoîdes 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 première, les lutoides sont incubés dans des mi-
lieux contenant 10 mM des acides aminés considérés, c'est­

à-dire une concentration largement supérieure. aux con cen t ra t i ons

physiologiques normales des milJeux cytoplasmiques et inira­

lutoïdiques.

Dans ces conditions, la pénétration pour les 4 acides

aminés étudiés se fait oans 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 lutoîdes. Ils se classent dans l'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, l'absorption se fait selon une

cinétique non linéaire, caractérisée par une phase rapide,

puis un ralentissement qui précède une stabilisation.

Ces observations recoupent celles réalisées par

HANOWER et al. (1977) sur la Lysine, l'Alanine et l'Acide glu­
tamique quant ~ l'inégalité d'absorption. L'o~dre relevé est

en effet le suivant: Lysine, Alanine, Acide glutamique.

Par contre, elles en diffèrent sur le plan· de la

non linéarité. Ces auteurs concluent en effet au caractère

linéaire de la cinétique d'absorption de ces trois acides

aminés. Leurs mesures cependant, sont limitées à 30 minutes,
et dans ce laps de temps l'absorption peut, en premlere ap­
proximation apparaître comme linéaire. La poursuite des me­

sures jusqu'à 1 heure montre bien qu'en fait il n'en est

rien, et que l'ab~Orption des acides aminés étudiés n'est
pas linéaire, mais curvilinéaire, ce qui pourrait indiquer

l'intervention de phénomènes de saturation.
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b). Dans une deuxième expérience, nous avons choisi de suppri-

mer le gradient de concentration, en plaçant les lutoîdes

dans des milieux d'incubation dont la concentration en acide

aminé est égale à celle du milieu intralutoîdique 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 confirmé les remarques faites à ce propos.

Mais, des phénomènes nouveaux apparaissent: on ob­

serve tout d'abord une diminution globale de l'absorption qui,

pour chacun des acides aminés est environ 10 fois plus faible

que .précédemment. (L'écht:11e de la figure 3 est en ordonnée

2 fois plus grande que celle de la figure 2).

Cette diminution est liée.à la réduction des concen­

trations en acides aminés du milieu d'incubation, mais elle

n'affecte pas ceux-ci, de façon 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 premières con­
ditions expérimentales.

1 (Cl expérience 1 CV) expérience 1
CC) expérience' 2 CV) expérience 2

-

20 mn 60 mn

Argini ne 7 5.68 7.4
Lysine 2.95 3.2 6

Alanine 3.7 3.1 3.25

Acide glutamique 5.5 1.34 1.9

Table~u 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 l'Arginine et l'Ala­

nine, la diminution de vitesse d'absorption est du même ordre

que la diminution de concentration. Pour la Lysine, la vitesse
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d'absorption décroit plus que la concentration, tandis que pour

l'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 la Lysine. qui

dépasse l'Arginine.

c). Les deux experlences précédentes ont un point en commun.

Dans l'une comme d2ns l'autre en effet, les concentrations

en acide aminé des milieux d'incubation sont très éloignées des

concentrations existant dans le milieu cytoplasmique dans lequel

les lutoides se trouver.t normalement en suspension.

Nous avons donc réalisé une troisième expérience dans

laquelle les lutoides sont placés dans des milieux d'incubation

dont les teneurs en acide aminé sont comparables à celles du

sérum cytoplasmique, c'est~à-dire, pour l'Arginine 0,22 mM,
pour la Lysine 0,61 mM, pour l'Alanine 7,77 mM et.pour l'Acide

glutamique 5,72 mM.

Dans ce cas, comme nous l'avons déjà indiqué, la pé­

nétration des acides aminés basiques se fait donc contre le

gradient de concentratiqn, et celle des autres dans le sens de
ce gradient.

De l'examen des courbes de la figure'~ qui représente

les résultats obtenus, il ressort immédiatement que dans ces

nouvelles conditions, il réapparaît une inégalité d'absorption

entre les acides aminés. Mais' cette fois l'ordre est "inversé

par rapport à celui observé dans la première expérience ou la

concentration extérieure était, pour tous les acides aminés

considérés, supérieures à celles utilisées ici. L'Alanine et

l'Acide glutamique sont en effet plus absorbés que la Lysine
et l'Arginine.

Cette inversion est due à une diminution de l'absorp­

tion des acides aminés basique, diminution qui semble répondre

aux variations de concentration (tableau 3), alors que la pé­

nétration de l'Alanine et de l'Acide glutamique ne varie pas
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beaucoup comme le montre la comparaison des figures 3 et 4.

(C) expérience 2

1

(V) expérience 2
(C) expérience 3 (V) expérience 3

20 mn 60 mn

Arginine 0.15 0.15 1].17

Lysine 0.18 0.11 0.15

Alanine 1.98 1.47 (1.1)*

Acide glutamique 4.3 1.45 1.05
,

Tableau 3 - RQPport 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 l'on apprecle l'absorption non pas en

quantité réelle (valeur absolue) mais en valeur relative expri­
mée par rapport à la quantité d'acide aminé présente dans le

milieu d'incubation, on retrouve l'ordre initial, Arginine,

Lysine, Alanine, Acide glutamique (figure S)·.

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 lutofdes soient in­

férieures à celles des autres acides aminés, les systèmes assu­

rant la pénétration des acides aminés basiques sont relative­

ment plus efficaces que ceux permettant l'absorption de l'Ala­
nine et de l'Acide glutamique.

Le fait que ces acides aminés basiques s'avèrent
entrer dans les lutoides moins vite que les autres pourrait
alors être exp liqué· en admettant que les concentra tions utili­

sées dans. cette t r oi s Lême expérience sont plus loin du Km que
celles des autres acides aminés.

Les expériences précédentes ont toutes été réalisées
A pH = 7, dans un tan~on phosphate, conformément à ce que nous
avons indiqué dans la description générale des conditions de
manipula ti on.
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Ce pH correspond à celui du milieu cytoplasmique des

la tici fères, qui comme on le sait se situe au vois inage de la

neutralité.

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

tions standard?

L' abs orption a donc été étudiée dans une gamme de
pH comprise entre 5 et 9. Au-delà de ces valeurs, les lutoïdes

tendent à 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 l'expression des
résultats cependant~ l'absorption a été ramenée pour plus de

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

On peut alors faire les constatations suivantes :

A pH 7, l' abs orption s~ fai t dan s l'ordre décroi ss an t
Arginine, Lysine, Alanine, Acide glutamique, qui est celui ob­

servé précédemment. (fig. 2).

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

Lorsqu'au contraire, on va vers des pH plus acides,

l'absorption de l'Arginine et de la Lysine décroît nettement,
alors que celle de l'Alanine et de l'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 lu­
toîdes. Deux explications peuvent être apportées à ce fait.
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On peut tout d'abord penser à 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 être
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 ~'accumulation le plus élevé, alors
qu'elles se trouvent en plus faible concentration dans le cyto­
plasme. Pour chacun des acides aminés étudiés, nous avons donc
relevé les .diEfé r'en tes formes de dissociation (voir en annexe).
Nocis avons· ensuite calculé les pourcentages des différentes
formes de dissociation dans le cas des trois pH 6, 7 et 8 cor­
respondant soit à la neutralité, soit aux optima d'absorption
des quatre acides aminés étudiés. Les résultats sont résumés
dans les tableaux (4,· 5, 6 et 7).

En oe qui copcerne l'Arginine et la Lysine, on cons­
tate que lorsque le pH augmente, la teneur de la forme A + 1
baisse alors que l'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 (AO)
et dans une moindre mesure, la concentration de la forme (A-1)
augmentent avec le pH et. l'absorption. C'est vraisemblablement
sous l'une ou l'autre de ces deux formes que l'absorption a
lieu (tableaux 4 et 5).

En ce qui concerne l'Alanine on remarque que lorsque
le pH augmente (6 à 8) la teneur de la forme (AO) non chargée
diminue, ainsi que son absorption.

Il est important de noter qu'à pH 6,0 qui correspond
à l'optimum de l'absorption de l'Alanine, la quasi totalité
des molécules (99, 95%) se trouve sous la forme non chargée (AO).
Il s'agit probablement de la forme absorbée par les lutoïdes.

De même~ la forme monocationique (A+1) de l'Alanine
devient p ré sen;e d'une manière significative, en même temps que
l'absorption de cet acide aminé a~gmente, c'est-à-dire lorsque



Calcul en Pourcentage des Concentrations des différentes
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PH A+ 1 AO A-1 Absorption
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n Moles/30'
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le pH diminue de 8 à 6. On ne peut donc exclure complètement

que cette forme soi t 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
l'optimum de concentration de cette' forme se situe auto~r de

pH 7,0 alors que l'optimum d'absorption de cet acide aminé se
trouve à pH acide (5,5). Dans le cas de cet acide aminé, il
semble encore que ce soit la forme non chargée (AO) ou à 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
mêmes. L'ionisation d'éventuels récepteurs membranaires suscep­

tibles de catalyser le transport doi tégalement 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 l'effet du pH peut également se faire sentir au
niveau du !J. pH qui existe entre le milieu externe et le compar­
timent intralutoîdique.

Ce dernier, nous l'avons vu, est acide et in vivo,

il existe normalement une différence de l'ordre d'une unité de

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

L'acidification du milieu d' Lncub a t.ion diminue ce
gradient, l'alcalinisation au contraire l'augmente. Or il a été

démontré que l'absorption de certains composés comme le citrate
par les lutoîdes dépend directement de ce !J. pH. Plus il est im­
portant, plus l'entrée· du Citra t e ies.t intense (ou augmente)
(COUPE et LAMBERT, 1977).

On peut donc supposer que les mécanismes cont rê l ant

l'absorption des acides aminés, du moins celle de l'Arginine
et de la Lysine, font également intervenir ce gradient.

Nous reviendrons plus longuement par la suite sur
cette hypothèse.
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La Lysine et l' Arginine, étant les plus absorbés par

les lutoides, ce sont eux qui ont été retenus pour la suite de

ce travail.

Pour l'étude de l'influence de la température, comme

pour celle du pH, les concentrations du milieu d'incubation

sont celles du serum cytoplasmique, et dans l'expression des

résultats, l'absorption est ramenée à une concentration égale
de 1 mM (figure 7).

L'absorption de la Lysine et de l'Arginine est thermo­
dépendante. Elle est faible, mais non nulle; à DOC, comparati­
vement à celle enregistrée à 3DoC.

Pour chaque température, on constate que l'absorption

de l' Arginine est toujours plus Lmp or t an te que celle de la
Lysine.

Les valeurs des Q1D sont élevées (tableau 8) et sans
rapport avec l'influence de la température sur des phénomènes

de nature pureme nt diffusionnelle qui sont simplement propor­

tionnels à la température absolue.

Arginine Lysine

Q10 de 10 à 20° 2,51 2,84.,

Q10 de 20 à 30° 2,09 2,28·

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

L'entrée de la Lysine et de l'Arginine dans les lu­
toîdes doit donc faire intervenir des processus métaboliques

de transport actif.

La représentation d'AppheniuB Log V ~ f(}) montre

(Figure 8) une cassure à 12°3 pour l'Arginine et ~ 12°7 pour

la Lysine. Cette cassure traduit sans doute un changement
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d'état de la membrane lutoidique dû A la fusion des lipides

membranaires aux températures supérieures A 12°C.

Cette indication plaide en faveur de l'existence de

médiateurs plus ou moins lié~ à la membrane.

4. Influence de la· concentration externe en acide aminé----------------------------------------------------

L'étude de l'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 à une cons t at a t ion surprenante: l'absence de plateau

de saturation (Figure 9 a). La figure 9 b montre les détails

de la fig. 9 a A une échelle plus grande en ordonnée, mais

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

Ce phénomène peut être expliqué par l'insuffisante

précision de la méthdde aux faibles concentrations ·(0,04 AO,l
mM), ainsi que par la perturbation du fonctionnement des lutoides,

aux fortes concentrations (4 A 40 mM).

Dans cette zone en effet, le gradient naturel d'Argi­
nine et de Lysine est complètement inversé et il peut y avoir

une altération des propriétés membranaires elles mêmes.

Des phénomènes purement diffusionnels peuvent ~lors

devenir prépondérants et masquer les mécanismes de transport
normaux.

Si on laisse de côté ces zones de faibles ou de for­

tes concentrations pour lesquelles les mesures sont sujettes
A caution, on peut tenter, en utilisant la représentation de

LINEWEAVER et BURK (~ = f (~)) dans les zones de concen tra tions
moyennes (paraphysiologiques) (0,4 A 10 mM), d'établir un Km

apparent pour chacun des dèux acides aminés étudiés.

On obtient alors effectivement deux droites
(Figure 10) qui indiquent des Km apparents de 6,6 mM pour l'Ar­
ginine et de 10 mM pour la Lysine.
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Ces resultats laissent donc supposei que l'absorption

de la Lysine et de l'Arginine met en jeu des sites de fixation,

membranaires (recepteurs).

Ceci indique que l'Arginine dont le Km est pl~s fai­

ble, presente plus d'affinite· vis-A-vis de son eventuel ~ecep­

teur que la Lysine.

Ceci est conforme aux rê s ul tats obtenus dans l'etude
des cinetiques d'absorption de ces acides amines et explique
que l'Argi~ine soit plus absorbeepar les lutoïdes que la Lysine.

a) Influences reciproques Lysine-Arginine

L' inhibi tion reciproque de l'absorption des .di f Fê rerrt s

acides "amines a ete tes tee en comparant l'absorption dans un
milieu d'incubation habituel contenant une gamme de 0,04 A

10 mM de l'un, A celle obtenue dans le même milieu auquel 2 mM
de l'autre (non radioactif) ont ete ajoutes.

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 l'Arginine.

Par contre, en presence d'Arginine, l'absorption de
la Lysine est très nettement reduite. Le taux ~'inhibition

atteint 6S%~

La representation des inverses (LINEWEAVER .et BURK)

(Figure 12·) montre que. cette inhibition nes't pas de type com­
petitif. Le Km ne change pas. Il reste egal A 10 mM. Cette cons­
tatation verifiee à plusieurs reprises est en contradictiori avec
les resultats publies par HANOWER et al.

De ceci, on peut conclure que l'absorption des deux
acides amines consideres dans ce travail met en jeu:

d'une part un recepteur plus specifique de l'Arginine, qui
ne permet que le trapsport de cet acide amine et est insen­
sible A la Lysine ;
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- d'autre part un second récepteur comportant au moins deux

sites distincts, l'un fixant exclusivement la Lysine et

catalysant son transport, l'autre fixant d'autres acides

aminés, dont l'Arginine, sans les transporter.

La fix~tion sur ce deuxième site que l'on peut qua­

lifier de "régulateur", en traîne une diminution de la vitesse

de pénétration de la Lysine dans les lutoîdes (non compétiti­

vité).

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

Les enàntiomères utilisés dans toutes les expériences

précédentes sont les enantiomères L (nature 15). Pour appr ec i.e r

le degré de spécificité de l'absorption de la Lysine, nous avons

testé l'influence de la D-Lysine sur l'absorption de la L-Lysine.

La D-Lysine est ajoutée dans le milieu d'incubation à la con­

centration de 4 mM.

Les,résultats consig~és dans la Figure 13 montrent
que l'enantiomère D de la Lysine est sans influence sur l'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 isomères, cette absence d'effet de la

D-Lysine témoigne d'une haute stéréospécificité du transport
de la L-Lysine.

II) Essai d'exsorption

Nous avons montré que l'Arginine et la Lysine, pénè­

trent dans les lutoîdes. Nous avons recherché si après avoir pé­

nétré dans les lutoides, ces Acides aminés pouvaient en res­
sortir.

"Potrr ces essais d'exsorption , le temps de contact

des lutoides avec l'Acide aminé radioactif (Arginine ou Lysine)

est de une heure. Après lavage, les lutoïdes sont resuspendus
pendant une heure dans un milieu tamponné à pH 7,0, en présence
de concentrations variables (0 à 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 l'Arginine et 98,5% de la

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

En présence de concentrations variables de ces Acides
aminés dans le milieu extérieur, on observe que 95 à 97%. de
l'Arginine et 74 à 79% de la Ly.sine restent dans les lutoîdes,
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-être considéré comme ré­
sultant de l'éclatement d'un certain nombre de lutoîdes au
cours de la manipulation. On peut supposer, comme pour l'Argi­
nine que la quasi totalité de la Lysine est retenue dans les
lutoîdes.

Remar~uons d'autre part, que cette impossibilité d'ob­
tenir une exsorption signifi~ative, indique que l'absorption
de la Lysine et de l' Arginine ne se fai t pas par s imple échange
isotopique.

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.
Il apparaît donc qu'il y a immobilisation dans les lutoîdes
des Acides aminés absorbés, et que les facteurs agissant sur
leur pénétration (concentration, pH externe et ~ pH) ne sont
pas responsable de cette retention.



RËTENTION PAR LES LUTOIDES DE L'ARGININE ET DE

LA LYSINE RADIOACTIVE ABSORBÉE

- 45 -

L Y S 1 N E i
IVJil ieu Abs-orpt ion Milieu Exsorption %

d'incubation n moles incorporé d' exsorption n moles restante Rétention
pH 7 pH 7

Lys 0,5 mM 0,29469 Tampon 1 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 1 0,23295 79,1
1

Lys 0,5 mM 0,29469 Lys 5 mM 0,21954 74,6

•
A R G 1 N 1 N E

Milieu Absorption Milieu Exsorption %d'incubation d'exsorption
pH 7

n moles incorporé pH 7 n moles restante Rétention

Arg 0,25 mM 0,28883 Tampon 0,28789 1 99,7
1 1

Arg 0,25 mM 0,28883 . Arg 0,25 mM 0,28057 97,2

1

Arg 0,25 mM 0,28f.83 Arg 2,5 mM
1

0,27661 . - 95,8

Tableau 9 - Influence de la concentration du milieu
extérieur en acide aminés à pH 7 sur
l'exsorption de la Lysine ou de l'Arginine
absorbée par .les lutoides.



- 46 -

Deuxième partie

LES EFFECTEURS DE L'ABSORPTION

Dans la premlere partie de ce mémoire, nous avons en­

visagé divers aspects des modalités de l'absorption par les lu-.. .

toides, de quelques acides aminés, en particulier de 2 acides

aminés basiques, l'Arginine et la Lysine.

Nous avons constaté :

- d'une part que dans les conditions physiologiques, la pene­

tration de ces acides aminés se fait co~tre le gradient de

concentration, ce Qui suppose une consommation d'énergie,

et d'autre part· qu'elle met en jeu deux récepteurs diffé­

ren ts, l'un très spécifique de l'Arginine, l'autre moins

spécifique, capable de fixer Lysine et Arginine.

Pour mieux comprendre le mécanisme de cette absorption.

nous nous sommes dans cette deux.ième pa r t i e intéressé à l' 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 l'Arginine et de la
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 ~pH

existant entre le compartiment intra-lutoidiques et le milieu

cytoplasmique, soit en l'amplifiant (ATP, Ethrel) soit en le
déchargeant (NH 4 Cl, 2-4 DNP)(~).

Nous envisagerons d'abord l'effet du NEM.

(~) Initialement choisis en fonction d'informations bibliographiques
recueillies sur des matériels variés, ces différents effecteurs
ont été testés sur des lutoïdes et nous avons ainsi vérifié qu'ils
avaient bien l'effet attendu sur le ~pH - (voir. annexe n" 4),·
Tableau 13.
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. 1) Action d'un effecteur agissant au niveau des récepteurs: NEM

Les lutoides sont préparés et mis à 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 s~r la Figure 14 expriment en pour­

centage l'inhibition de l'absorption des acides aminés par le NEM

à concentration croissante.

On constate qce cet effecteur exerce un effet inhibi­

teur sur l "absorption des deux acides aminés. Son action commence

à 2 mM et atteint son degré maximum desvl mM jusqu'à 10 mM. Elle

varie d'intensité selon l'acide aminé considéré: pour la Lysine

elle est de l'ordre de 40% et pour l'Arginine de 60%. A concen­

tration égale, le NEM agit donc plus fortement sur le récepteur

de l'Arginine que sur celui de la Lysine.

Le fait que le NEM inhibe ainsi de façon différente

l'absorption des deux acides aminés, peut s'expliquer en admet­

tant que les récepteurs memb r an ai.re s de chacun' d'euX sont dis­

tincts~ ce qui corrobore les observations faites précédemment

sur la spécificité de l'absorption.

Le NEM étant un réactif des groupemen ts - SB, on peut

en conclure que, des thiols doivent intervenir dans l'établis­

sement des interactions substTat récepteurs.

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

A) Amplificateurs du gradient de-E.!:!.

1 • L' Ethre l--------

L'ethrel, est un générateur d'Ethylène bien connu en

agronomie utilisé notamment pour induite la floraison de l'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 à gratter

l'écorce sur une bande de 2 cm de large qui est ensuite badi­

geonnée avec de l'ethrel dilué à 5% dans de l'huile de palme.

Le résultat du traitement est une modification des

propriétés coagulantes du latex qui provoque un allongement de

la durée d'écoulement, doncune production plus importante.

P'lus î eur s auteurs (RIBAILLER, 1970 a, PUJARNISCLE 1969 a,

JACOB 1975) o"nt montré que le traitement par l'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 intralutoîdique ce qui provoque

une augmentation du ~pH.

Il nous a donc paru intéressant de voir si la stimtila­

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 de l'absorption de l'Arginine et de la Lysine par, .
des lutoides provenant de latex d'arbres stirn,ulés 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 lutoîdes provenant du latex de s arbres stimulés

absorbent plus fortement la Lysine et l'Arginine que ceux du

latex "témoin" des arbres non stimulés.

Exprimée en valeur absolue, cette augmentation de

l'absorption est, pour chacun des deux· acides amin~s étudiés,

du même ordre de grandeur = 3,5 à 4 na nomo l es Zmg de protéine

après 20 minutes d'incubation, mais en valeu~ relative, elle
. '.

est plus faible pour l'Ar~inine (+ 37%) natur~llement plus ab-
sorbée par les lutoides, que pour la Lysine (+ 71%).

a). ~rté 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 in vitro, que
l'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 était donc logique de penser que

le gradient de pH pouvait être le moteur de l'absorption du

Citrate par les lutoides.

Cette hypothèse a été effectivement confirmée. par

D'AUZAC (1977.) qui a pu mettre en évidence 1 "e x i s ten ce d'une

ATPase - Mg dépendante, localisée sur la membrane lutoïdique,

qui catalyse l'hydrolyse de l'ATP exogène.

L'énergie ainsi libérée permet le fonctionnement d'une
pompe à proton couplée à l'absorption du Citrate, MARIN (1981),

CRETIN (1982). C'est à la lumière de ces résultats que nous

avons entrepris] 'étude de l'effet de l'ATP (1 mM) sur l'absorp­

tion de l'Arginine e t vde la Lysine (tableau 11).

L'ATP-Mg est apporté seul, dans le milieu d'incubation à

des concentrations variant entre 0 et 4 mM. Les résultats portés

sur la Figure· 16 sont exprimés en % d'activation. On constate

que l'apport d'ATP au milieu d'incubation a un effet activateur

qui commence à 0,2 mM et atteint son optimum à 1 mM.

A cette dernière concentration, l'augmentation· de

l'absorption est de 50% pour la Lysine et de 60% pour l'Arginine.

A 2 mM l'effet positif s'atténue pour devenir très réduit à

4·mM.

Ainsi l'addition exogène d'un effecteur tel que l'ATP,

et la stimulation des arbres par l'Ethrel qui ont le même effet

amplificateur du gr ad i en t de .pH existant entre le milieu exté­
rieur et le compartiment intralutoique, se traduisent au niveau

de l'absorption de l'Arginine et de la Lysine par la même action
stimulatrice.

Autrement dit, il semble que ce qui augmente le ~pH

favorise l'absorption de ces deux acides aminés.
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En ce qui concerne l'ATP cependant, on peut se deman­

der Sl l'effet positif enregistré est un effet direct de la mo­

lécule, ou, au contraire, le résultat d'une action indirecte se

situant au niveau d'une ATPase membranaire susceptible d'éner­

giser le compartiment 1utoidique.

C'est cette question qui nous a conduit à mesurer·

l'effet de l'ATP sur l'absorption de la Lysine et de l'Arginine

en présence d'un inhibiteur spécifique des ATPases .

.
Nanomoles incorporées Activation

Térroins 1 mM ATP-Mg %

ARG. 0.25 mM 1.80268 2.75001 52.5

LYS· 0.5 mM 2.94807 4.15642 40.9

Tableau 10 - Influence de· l'ATP-Mg sur l'absorption
de la L.Arginine et de la L.Lysine par
les lut 0 ide s. Te mps d 1 in c LJ bat ion = 1 heu r e •

pH du milieu = 7.0. Concentration en
ATP = 1 mM en Mg = 2.5 mM.

b ) , En présence de·N -N' di cyc1ohexy1 carbodiimide (DCCD)

L'inhibiteur choisi ·pour réaliser cett~ expérience est

le DCCD~ molécule qui agit au niveau des groupements carboxyle
du s l te.iact i f des ATPases (GLASERI E.,NORLING B., ERNSTER 1. 1980).

Il a été apporté au .mi1ieu d'incubation à la concen­

tration de 0,5 mM. tout d'abord en présence des acides aminés
seuls (absence d'ATP). Les résultats sont notés après 30 minutes.

Le tableau n° 11 montre que la présence du DCCD ne
modifie pas l'absorption de façon significative.
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n moles %
incorporées Activation

Lysine seule 1,63781

Lysine + OCCO 1,8869 15 %

Arginine seule 2,2927

Arginine + OCCO 2,"4099 5 %

..

Tableau 11 - Influence du OCCO sur l'absorption
de la L.Lysine et de la L.Arginine par les
1ut 0 ide s. Te mp s d' i n cu ba t'i 0 n : 1 heu r e , p H d U

milieu ~ 7,0,' concentration en oCCo 0,5 mM

Cet effecteur n'a donc pas d'effet direct apparent
sur les récepteurs membranaires de v L' Argi.n.i.ne et.de.la Lysine
des Lutoî de s .

Par contre, en présence d'ATP (1 mM), l'action est
importante (tableau 12). On observe en effet que l'activitation
de l'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 même dimi­
nuer l'absorption comparativement au témo~ri~ Cette constatation
rejoint les obse rva t i.on s rapportées par D'AUZAC (1977) qui
montrent que le DCCD inhibe ou moins partiellement l'activité
de l'ATPase membranaire lutoîdique.

n Moles Activité Effets
incorporées % du témoin %

Lysine seule 1,63781 100 % 0
"

Lysine + OCCO 1,8869 115 % + 15

Lysine + ATP 2,5181 153 % + 53

Lysine + ATP 1,4706 90 % 10-
+ OCCO

Tableau 12 - Influence du oCCO SUT l'absorption de
la L.Lysine en présence de l'ATP-Mg.
Te mp s d' in c u bat ion' : une heu r e. pH d u mil i eu: 7, 0
Concentration en OCCO 0,5 mM,en ATP 1 mM ftg 2,5 mM
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On peut conclure de ces exper~ences que l'énergie né­

cessaire à l'absorption de la Lysine par les lutoides est a~por­

tée, au moins en partie, par l'activité d'une ATPase membranaire

sensible au DCCD.

B) Annulateurs du gradient de ~

Deux agents connus comme déchargeant les gradients de

protons transmembranaires ont été utilisés. Il s'agit du 2-4

Di.n i t rophenol (2-4 DNP) et du Chlorure d'ammonium (NH4 Cl).

Le premier est un découplant bien connu des phosphory­

lations oxydatives, et le second décharge les gradients de pro- '.

tons intrachloroplastiques.

Ajoutés au milieu d'incubation des lutoides à des con­

centrations variant entre 0 et10 mM ils ont tous les deux un

effet inhibiteu~ marqué sur l'absorption (fig. 17 et 18).'

L'effet du 2-4 DNP débute à 2mM et atteint son maxi­

mum entre 5 et 6 mM. A cette concentration et jusqu'à 10 mM,
•

l'inhibition, qui est de même intensité pour. l'Arginine et la
Lysine, atteint 31%.

En ce qui concerne le NH4Cl l'inhibition commence à
se faire sentir dès 0,4 mM pour approcher de son maximum aux
environs de 8 à 9 mM. Pour ces valeurs, le pourcentage d'inhibi­
tion obtenu varie selon l'acide aminé considéré. Il est plus

faible pour l'Arginine (48%) que pour la Lysine (60%) .

.-
~Ains~, après avoir constaté en étudiant l'influence de

.....=. ~ i

l'ATP et de l'~threl, que ces effecteurs en provoquant une aug-
mentationdu gr'ad i en t de pH entre les milieux intra et extra-

\

lutoidique (annexe 3) activent l'absorption, nous observons que

les agents qui d~chargent ce gradient réduisent l'absorption.
\,

Ce~ parailélisme entre l'évolution du 6pH et celle de
l' absorp tion tend à accrédi ter l'idée que, comme dans le cas du
Citrate (D'AUZAC et LIORET 1974) le âpH pourrait être l'un des
moteurs de l'absorption de l'Arginine et de la Lysine.

C'est cette hypothèse que nous allons mettre à
l'épreuve dans la 3e partie de ce memoire.



80

~
c
.2 50

.c
J;:
c
" 60

2.4.D.N.P

NH4CI--------.;...---~

Je__________

10

o

- 40

20

70

30

-

1100%1· i i ii i

0,4 2 4 [I]mM 10

Fig. 17 : Action du 2.4 DNP (.l et de NH4CI (xl à concentration croissante sur la pénétration de la L.lysine
dans leslutoïdes . Résultats exprimés en % dïnhibition par rapport au témoin incubé sans effecteurs

Vl
0\



o

20

}O

40

~
c
.2
.~
.r:I
1:
c

90

2.4.0.N.P

- ,

~- NH4C/

"'l:

100 '1 1 1 1 i 1

0,4 2 4 [I]mM 10

Fig. 18 :. Action du 2.'4 DNP (.) et de NH 4CI (X) à concentration croissante sur la pénétration de L. Arginine
dans les lutoïdes _Résultats exprimés en %' d'inhibition par rapport au témoin incubé sans inhibiteurs

tr1
-..]



- 58 -

Troisième partie

RELATIONS ENTRE L'ABSORPTION LUTOIDIQUE DES ACIDES AMINES

ET LA PRODUCTION

Comme nous l'avons déjà mentionné à plusieurs reprises,

il existe une relation entre la différence des pH du sérum cyto­

plasmique et du milieu intralutoidique et la production dei

arbres.

Cette constatation repose sur de multiples observa­

tions, par exemple celles qui dérivent de l'examen des variations
individuelles ou saisonnières de la production.

Ainsi, COUPE (1977) a pu montrer dans une étude réa­

lisée arbre par arbre que plus la production est faible, plus

le pH cytoplasmique est acide, et par conséquent plus le ~pH

est réduit. CRETIN (1978); BRZOZO\llSKA-HANOWER et al. (1979),

travaillant également arbre par arbre, ont mis en évidence que

les variations saisonnières de production sont liées à des va­
riations parallèles du pH cytoplasmique et du ~ pH.

L'étude des effets de la stimulation par l'Ethrel ap­

porte' aussi des indications confirmant l'existence de cette re­

lation entre ~pH et production. Nous avons déjà> mentionné ,les

résultats de COUPE (1977) et d'HANOWER et al. (1979) qui ont
montré que la stimulation acidifie le milieu intralutoïd~que.

De façon complémentaire, TUPY (1973) a montré que le traitement

à l'ethylène augmente le pH cytoplasmique. Ces deux effets con­
jugués jouent dans le sens d'un accroissement du ~pH, qui ac­

compagne donc l'augmentation de production dûe à la stimulation ..

Si comme les observations réalisées précédemment à
l'occasion de l'étude d'un certain nombre d'effecteurs (ATP,

Ethrel, 2-4 DNP, NH4 Cl) tendent à le montrer J il existe une
relation entre l'intensité de l'absorption des acides aminés

basiques et le ~pH, on devrait également trouver, comme pour
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le Citrate (LAMBERT et COUPE, 1977) une relation avec la pro­

duction.

C'est sur ce point que nous nous sommes arrêté dans

cette 3ème partie en effectuant des mesures d'absorption d'une

part sur des lutoides isolés, préparés selon la proçédure habi­

tuelle, et d'autre part, nous en verrons les raisons par la

suite, dans du latex brut.

1) Mesures effectuées sur des lutoides mis à iLcuber dans un

milieu tamponné artificiel

'Pour réaliser cette étude, 268 arbres du clone GTl

sélectionnés pour leur croissance homogène·ont été répartis en

15 classes selon leur production de caoutchouc sec par arbre, par
saignée (moyenne de 3 relevés sur 4 .saignées cumul ées) (Figure 19).

Vingt arbres les plus homogènes ont été sélectionnés

dans les classes 9 à 15 (90 à 1.50 grammes/arbre/saignée) qui

regroupent les hauts producteurs (HP) et 32 ùans les classes 1

à 5 (la à 50 grammes/arbre/saignée) qui constituent les bas

producteurs (BP).

L'expérience consistait pour chaque. arbre HP ou BP

à mesurer la production en grammes de caoutchouc sec par saignée

et à préparer deux parties aliquotes de la fraction lutoidique

la première traitée aux ultra-sons pour provoquer l'éclatement

des lutoides permettait la mesure du pH de leur milieu' interne.

La seconde était utilisée pour effectuer les mesures d'absorp­

tion. Enfin le pH du sérum cytoplasmique après centrifugation du

latex' .ê t.a i t mesuré .. Ces opérations ont été réalisées sur une

période d'un mois (2 saignées hebdomadaires) afin d'éviter l'ar­

tefact des variations saisonnières. A chaque fois 12 HP et 12
BP sont traités.

Les résultats suivants ont ainsi été obtenus :

1. Y~!!f!S!!!Q~_~~_!:~!!~!~g~~_~:~~~_SQ!!~!!~!Q~_~~!!~

~~B_~!_~!Q~~S!iQ~

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 ~pH (figure 22)

montrent comme ori pouvait s'y attendre qu'il existe bien une

corrélation très hautement significative entre la produ~tion

des arbres et le ~pH. Si l'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 CyL pH Lut. ~ pH
1

Production + 0.7827 + 0.7972 - 0.6964

Log de production + 0.8022 + 0.8094 - 0.8963

Tableau 14'- Comparaison des coefficients de corré­
lation entre la production 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 être assimilée à une rela­

tion de type 1 inéaire ..

Ces résultats sont conformes à ceux QbLenus par

LAMBERT et COUPE (1977).et CRETIN (1978).

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

2. g~~h~!~h~_g~~g~_~Q!!~l~!!Qg_~g!!~_!~~Q~Q!Q!!Qg

l~!Qlg!g~~_g~_l~~!gig!g~_~!~g~_l~_~y~!g~_~!_!~_~~ti

Après s'être assuré de l'e~istence d'une correlation

positive entre production et ~pH chez les arbres utilisés, nous
avons cherché à vérifier, si comme les résultats de la 2ème par~

tie de ce mémoire le laissent supposer, il est effectivement

possible d~ mettre en évidence une ~orrélation entre absorption
et ~pH.
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Les résultats obtenus sont négatifs. Aussi bien pour

l'Arginine que pour la Lysine, il n'est pas possible de mettre

en·évidence de corrélation significative ni entre le pH intra­

lutoïdique et l'absorption, ni entre le ~pH et l'absorption

(Figures 23, 24, 25, 26).

3. B~fh~Efh~_~~~g~_fQ!E~1~!!Qg_~g!!~_!~~Q§Q!p!iQTI_!~!2!~!­

g~~_~~_!~~Eg!g!g~_~!_~~_!~_~y~!g~~~!_!~_Q!Q~~f!!Qg

Compte tenu des résultats négatifs concernant les re­

lations entre ~pH et intensité d'absorption lutoidique de l'Ar­

ginine et de la Lysine, il est logique d'aboutir également à un

échec lorsque l'on essaye de mettre en évidence une corrélation

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

Ainsi, contrairement à ce que laissaient supposer les

résultats de la 2ème. partie de ce mémoire, il n'est pas possible,

à partir de lutoïdes préparés selon la méthode habituelle d'ob-
,

server L' ex.i s t enc e d'une corrélation entre absorption, ~ pH 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 experlences précédentes, les ~utoïdes sont

séparés des autres cpnstituants du latex, et subissent plusieurs

lavages successifs avant d'être mis en contact avec les radio­

éléments à 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 Je cette procédure expérimentale et ne constituer
donc que dé simples artefacts.
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Pour vérifier cette hypothèse, nous avotis donc réalisé

. des expériences d'absorption directement dans le latex, c'est à

dire dans des conditions qui peuvent être considérées comme as­

surant une meilleure préservation des propriétés naturelles des

lutoïdes.

Cinq molécules marquées ont été utilisées. Outre l'Ar­

ginine et la Lysine, il s'agit:

- du l~C Citrate dont l'intensité d'absorption est correlée

au ~pHet à la production (COUPE et ·LAMBERT, 1977),
l ~ . l ~- de la C Methylamlne ( CMA) qui s'accumule dans les com-

partiments les plus acides et peut donc servir d'indica­

teur de ~pH (CRETIN, 1982), <:

- et du 14C Methyltriphenylphosphonium positif (MTPP+) qui

est un marqueur de charges négativ~s susceptible de tra­

verser les couches lipidiques membranaires et donc de

révéler l'existence d'éventuels gradients de potentiel

électrique transmembranaire (~~).

Pour ces divers r ad i o-iê Lême n t.s , l'incubation e s t : effec­

tuée à 25°C dans du latex fraichement récJlté. 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 à ~ffectuer, l'ana­

lyse n'a pu être faite arbre par arbre comme précédemment, mais

sur un échantillon moyen de latex provenant de 6 arbres HP et de
6 arbres BP.

Des résultat~ qui sont rassemblés dans le tableau 15,

on peut tirer les conclusions suivantes :

Absarptian/cpm/mg Prat .'130 minutes

pH Lut. ~pH
14 CMA 14 CMTPP+! Lys. Arg. Citrate

11

Arbres H.P. 5,900 0,925 37.654 4.268 836 1.031 1.546

Arbres B.P. 6,178 0.504 14.652 5.049 996 1.200 . 1.060

Tableau 15 - Mesure de la différence de pH (~pH) existant entre le
pH cytoplasmique et le pH lutoïdique. Absorption"invivo"
de la Methyl-amine 14C du methyl. Triphényl-phosphonium
bromideJde la L.Lysine, de la L.Arginine et du Citrate
par les lutoïdes.
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1. Il n'y a pas, dans ces nouvelles conditions expé-

rimentales de différence très significative d'ab­

sorption de la Lysine et de l'Arginine entre les arbres H.P et

B.P alors qu'on observe chez les H.P un ~pH et une absorption de

14CMA nettement p~us élevés que chez les B.P.

L'absence de corrélation entre l'absorption des acides

aminés, le ~pH et la production observée sur des lutoîdes 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 dûs à l'utilisation d'une certaine procédure expérimen­

tale. On peut affirmer qu'il n'y a effectivement pas de relation

simple entre l'absorption des acides aminés, le ~pH et la pro­

duction.

E-n ce qui concerne. le Citrate par contre,
. dans le. latex frai~ la relation entre l'ab-

2.

on retrouve
sorption, le ~pH et la production mise en évidence en utilisé!-nt

des fractions lutoidiques purifiées. Ce caractère essentiellement

pH dépendant du transport de cette molécule se trouve ainsi con­
firmé.

3. Il existe un certain parallélisme entre l'absorp-
tian du 14C. MTPP+et celle de l'Arginine et de la

Lysine. Dans les deux cas les écarts sont proches, avec un léger

avantage pour les B.P dont 1e compartinient interne est plus né­
gatif.

Cela pourrait signifier que le transport des acides aminés à

l' intér ieur des luto'ides ne serait donc pas, comme celui du Citrate
essentiellement dépendant du ~pH, mais ferait intervenir égale­
ment (voir essentiellement) le ~~.

Cette hypothèse peut être appuyée par un certain nombre de résul­
tats récents obtenus par CRETIN (1982) et MARIN (1981).

Ces auteurs ont en effet montré que l'apport d'ATP dans
le milieu d'incubation des lutoîdes n'a pas seulement pour con­

séquence l'acidification du sérum intralutoîdique et donc l'aug-
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mentation du âpH que nous avons signalée précédemment (cf. Zème

partie) mais qu'il modifie également le potentiel électrique

transmembranaire. C'est cette action au niveau du â~ qui expli­

querait l'augmentation de l'absorption des acides aminés enre­

gistrée après addition d'ATP au milieu d'incubation.

De même, l'action du NH4 Cl à la concentration utilisée"
ne se limite pas à la décharge du gradient de protons (âpH). Ce

composé agit aussi sur le gradient de potentiel, contrairement

au Z-4 DNP qui est plus spécifique du âpH.

Or l'inhibition de l'absorption obtenue par NH4 Cl
est environ ZO% plus élevée que celle induite par le "Z-4 DNP,

ce qui tendrait également à indiquer une intervention du â~ sur

le transport intra-Iutoidique des acides aminés.

L'absorptio~ de ces ~omposés, obéit donc vraisemblable­

ment à un mécanisme différent de celui qui gouverne l'entrée du

Citrate dans lès lutoidt::s qui est essentiellement dépendante du

âpH, alors que l'énergisation de l'absorption des acides aminés
se ferait en partie grâce au â~.
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CONCLUSIONS GÉNÉRALES

Les lut6ides du latex d'Hevea brasiZiensissont de pe­

tits organites monomembranaires qui constituent le système vacuo­

laire (à caractère lysosomal) des cellules laticifères au sein

desquelles ils jouent un rôle important d'homéostasie.

De pH interne acide, ils accumulent en effet sélective-·

ment toute une série" de composés divers, organiques ou mlneraux

(acide citrique, phosph0re minéral, ion~ Mg++, Cu++, Ca++ etc ... )

suscept ibles d'intervenir· dans l' act ivi té mê tab o l i.qu e cytoplas­

mique contribuant ainsi au maintien dans la cellule de conditions

favorables aux réactions qui permettent la régénération du latex

(régulation du pool de certaines molécules, ions, contrôle du

pH... ) .

Par ce biais,' et également par le rôle qu'il s jouent

en outre au niveau de la coagulation du latex, les lutoîdes inter­

viennent donc de façon importante sur la pr~duction des arbres.

Parmi les composés sélectivement absorbés, on note la

présence d'acides aminés, en particulier d'acides aminés basiques

tel s que l' Arginine "et .la Lysine qui se trouvent in vivo dans les

lutoîdes à des concentrat~ons environ 6 fois supérieures à celles

trouvées dans le cytoplasme.

C'est à l'absorption de ces. éléments, dont l'accumula­

tion peut conférer aux particules lutoidiques un rôle de réservoir

de composés azotés susceptibles d'être utilisés au cours de la

biosynthèse des protéines nécessaires à la régénération du latex,

que ce trayail a été consacré.
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De l'ensemble des r§sultats obt~nus, deux conclusions

essentielles peuvent être retenues:

1) L'absorEtion de l'Arginine et de la Lysine par les lutoîdes

r§sulte d'un transport actif mettant en jeu des transports

m§diats membranaires. En effet :

(Arginine, Lysine, Alanine, Acide

que d'absorption n'est pas lin§aire, mais

teau de saturation.

a. Pour chacun des acides amines etudies au d§part

glutamique), la cin§ti­

curvilin§aire avec pla-

b.L'absorptionde la Lysine et de l'Arginine est thermo­

d§pendante. La valeur des Q10 obtenus (sup§rieure à 2)

exclut l'intervention exclusive ou dominante de ph§nomènes de na­

ture purement diffusionnelle:

La repr§sentation d'Arrhenius permet en outre de mettre

en §vidence une cassure dans l'absorption aux environs de 12°C,

temp§rature de fusion des lipides membranaires, ce qui accr§dite

l'idee de l'intervention dans le transport de ces acides amines

de m§diateur~ lies à la membrane.

c , Lorsque l'on reste dans des limites compatibles avec
la pr§cision de la m§thode exp§rimentale et la pr§serva­

tion des proprietes naturelles·des lutoldes, la relation existant

entre la vitesse d'absorption de l'acide amine et sa concentra­

tion dans le milieu est de type Michaelien. Pour chacun des deux

acides amines etudies, on peut ainsi §tablir un km apparent. La

valeur plus faible obtenue pour l'~rginine indique une plus grande

affinit§ de cette mol§cule pour son r§cepteur.

d. Il n'y a pas d'inhibition d~ l'absorption de l'Argi-

nine par la Lysine, mais que l-Arginine inhibe de façon

non competitive l'absorption de la Lysine. On peut en conclure à

l'existence de deux types de r§cepteurs

- l'un spécifique de l'Arginine ne permet que le trans­

port de cet acide amine et est insensible à la Lysine.

l'autre comporte au moins deux sites distincts le

premier fixe exclusivement la Lysine et catalyse son

ttansport ; le second que l'on peut qualifier de site r§gulateur

est apte à. fixer les autres acides aminés, l' Arginine en parti­

culier, mais ne permet pas leur transport.
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A tous ces éléments, on peut ajouter que les connais­

sances que l'on possède actuellement sur la structure physico­

chimique des membranes biologiques tendent à exclure la possi­

bilité de formation par agitation thermique, de pores transi­

toires d'ouverture suffisante pour laisser passer des molécules

aussi volumineuses que l'Arginine et la Lysine (SCHECHTER c.p.).

On peut donc conclure que l'absorption de la Lysine et

de l'Arginine implique l'intervention d'un mécanisme de transport

actif mettant en jeu des traftsport-médiats récepteurs membra­

naires.

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

électrique transmembranaire des lutoides (~~)

Les éléments qui permettent d'avancer cette deuxième

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 l'intensité de l'absorption et le pH lutoï­

dique ou le ~pH serum cytoplasmique-lutoides.

b. de même, on ne peut établir de relation simple entre l'ab­

sorption et la production des arbres qui est correlée au

~pH (COUPE et LAMBERT, 1977). (Etude réalisée arbre par arbre).

c. la comparaison des effets sur l'absorption d'ûn certain

nombre d'effecteurs agissant soit spécifiquement sur le

~pH, soit à la fois sur le ~pH et le à' fait appataltre des dif­

férences significatives.

le NH4 Cl par exemple qui agit à la fois en déchargeant le
gradient de protons et le gradient de potentiel exerce pour chacun

des deux acides ~minés. étudiés une inhibition d'absorption envi­

ron 20% supérieure à celle provoquée par le 2-4 D.N.Pdont l'effet
·est plus spécifique du ~pH.

, -

Inversement, l'addition d'ATP au milieu d'incubation qui

modifie à la fois le llpH et .Le ~~ (CRETIN: 1982, MARIN, 1981)

amène une augmentation de l'absorption des acides aminés.
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d. Enfin, on observe un certain parallélisme entre les va-

riations de l'absorption des lutoïdes provenant du latex

d'arbres hauts ou bas producteur~ et celle de l'accumulation du

Methyltriphenylphosphonium positif (MTPP+) qui est un marqueur

de charges négatives donc du gradien.t de potentiel électrique

transmembranaire.

On peut donc considérer, comme très probable que le ~~

intervient de façon prépondérante dans l'absorption de l'Arginine

et de la Lysine.

Les mécanismes qui président à l'accumulation de ces mo­

lécules dans les lutoïdes sont donc différents, et probablement

plus complexes que ceux mis en évidence pour le Citrate dont

l'absorption est strictement dépendante du ~pH (COUPE, LAMBERT,

1977). Contrairement au Citrate, l'intensité de pénétration des

acides aminés ne peut être considérée comme un bon marqueur phy­

siologique de la production.

Il reste maintenant à conforter et à é~ayer encore

cette conclusion, et surtout à essayer de comprendre comment

s'établit cette différence de potentiel électrique.

C'est vraisemblablement au niveau de l'energisation de

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

CRETIN et MARIN (1980) ont en effet démontré l'existence

au niveau de la membranelutoidique d t un« ATPase fonctionnant

comme une pompe à protons. L'influx de protons ainsi créé n'est

pas immédiatement accompagné d'une sortie compensatoire de char­

ges. C'est dans ce déséquilibre que réside très vraisemblablement

l'origine du gradient ~e potentiel transmembranaire.

In vivo, dans les cellules laticifères l'ATPase qui est

alimentée régulièrement en ATP fonctionne en permanence. La

différence de potentiel est entretenue ce qui permet l'absorp­

tion active et l'accumulation des acides aminés.

Dans le latex après récolte, il y a arrêt des phosphory­
lations et épuisement progressif des réserves d'ATP. Le fonction~

nement de la pompe à proton se ralentit et progressivement il se

produit un rééquilibrage électrique transmembranaire. Le ~~ di-
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minue et l'absorption atteint un plateau (cf. cinétique de l'ab­

sorption) lorsque celui-ci est nul.

Ce schéma ne peut sans doute être considéré comme

complètement établi. Il n'en reste pas moins que)compte tenu
des données en noire possession, c'est actuellement le plus

probable.
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ANNEXE II

COMPOSITION DES TAMPONS PHOSPHATES UTILISÉS DANS

L'ÉTUDE DE L'ABSORPTION DES A, AMINÉS

(selon HANOWER)

1 - Tampon phosphate dipotassique pH 7,0
K2HP04 0,1Z5 M

MANNITOL 0~33 M

On ramène à pH 7,0 avec du KOH ZN

II - Tampon phosphate disodique et phosphate monopotassique

Na2 HP04, ZHZO

KHP04

MANNITOL

0,066 mM

0,066 mM

0,33 M

On mélang~ 600 ml de NaZ HP04 à 400 ml de KHP04- le pH se

situe à 6,97. On ramène à pH 7,0 par addition de quelques

gouttes de ~OH ZN.

III - Milieu d'inèuhation

Le milieu. d'incubation type est composé du tampon ci-dessus

auquel on adjoint l'acide aminé non radioactif étudié; à ce

milieu, on ajoute le volume (0,1 ml/tube) de molécule radio­

active.

IV - Milieu de lav~ge

Le milieu de lavage utilisé à ~a même composition que celle

du milieu d'incubatîon sauf qu'il ne contient pas de molé­

cule radioactive.

Liquide scintillant

Préparation pour 1

liquide. Manuel de

Toluène Z/3

V -

POPOP
PPO
Triton

0,01 %

0,5 %
1/3

litre (Simmonet~Scintillation

Travaux Pratique (C.E.A.)

660 ml

0, 1 g

5 g

330 g

en milieu



TABLEAU DE. DISSOCIAT ION DE LA LYSINE. DEL: ARGININE .DE L'ALANINE

ET DE I:ACIDE GLUTAMIQUE

LYS.
,

~ CHARGE A pK

A"!'+
k1

A+-+

NH3.R.COOH.. _'1' NHj_R..COO- W +1 2,18

NHj NH3
A··· k2 At.

NH" R COa-;:=- NHj.J;!.COOH 0 8,95J,
NHi NH2

M k3 A-

NHJ_~_COO·~ NH2_R .COO'"H+ -1 10,53
NH2 NH2

ARG. =E CHARGE A pK

A++ A~

NH~.Ç:NH NH3_Ç_NH
NH K1 NH

(Rla '. .- (~)3 .1 2,17
NH2·èH.COOH NHj_CH_ C 00- H"

A...• A!.

NH3·~:NH N'"'3-~H:NH
NH K2 NH ,

!
1

(~)3. (F,l)3 ~ 0 9,04
NH3-CH.cOa- N~-Cl-LCOO-H+

A: A-

N~C!i:NH
Ka·

NHz-ptNH
NH NH

(~l:3
..... .
~

(R13 -1 12,48

NHz.CH_COO" NH:l-CH..COC}I·P

ALA.

K1
.CH3'"<?H_COOH c + CH3-Cl-LCOo- ~
.~ NHj NH3'

:E CHARGE A

o

oK

2,34.

-1 9,69.

'1 A.GLU.
A+

~ CHARGE A
At.

COOH COOH
IÇH2)2 K1 (Ç~)2
'ÇH.NH3 -* ÇH..NHj 0 . 2,19...-
COOH COO·W

At A"t_

COOH COO·

(CH2l2 ..!l.. ICH212
• +

CH.NH3 -1 4,25ÇH.NH3 ~
COO· COO'H+

A-" A--

COO· cao-
tC::~)2 K3 lÇH2)2

9H- NUj
~ <;: H.NH2 -2 9.67~

COO· Coo-



ANNEXE 1

ACTIVITÉS SPÉCIFIrUES DES MOLÉCULES RADIOACTIVES UTILISÉES

POUR L'ÉrUDE DES ACIDES AMINÉS

1°) L.ARGININE lit C (U) . Réf. CB9. Activité spécifique 300 mci/mM

2°)
1 It

(U) • R€f. Activité spécifique 255 mci/mML. LYSINE C CB16.

3°) L. ALANINE
IIt

C (U) . Réf. CB8 (F). Activité spécifique 112 mci/rnM

4°) L.ACIDE GLUTAMIQUE lit CCu). Réf. CB11'(F). Activité spécifique 156 mci/rnM
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.ANNEXE IV

CORRELATION ENTRE LE GRADIENT DE pH EXTRA-/INTRALUTOïOIQUE Et LA VITESSE DE PENETRATION

DE L:ARGININE O,25mM ET DE LA LYSINE O,5mM(lNFlUENCE DE L:ATP-Mg- NH4CI. 2.4 DNP)'IN VITRO"

-.

IIIMilieu d'incubation LYSINE ,,'~11 Milieu dïncubation ARGININE.----------- 't> .------------...
pHdu ApH n moles % du

r
pH du A pH n moles % du

~
Composition pH S.lut. incorp. témoin Composition pH S. incorp. témoin

J

1: 23
\'~

Serum cyt. 6,83 5,60 - - Serum cyt. 6,'81 5,58 1',22 - -
j ~

"'..
,-;':'

1 ~>

'. .. ;
.!

: Témoins 7,00 6,11 0,89 2,94807 100 %
1:1

.:Temoins 7,001 6.002 0,999 1,80268 100%
"
~J . .
.::.:.
-:
:;';t

+1mM ATP. Mg 7,00 "5,93 1.07 4,15642 140.9%,. +1mM ATP.Mg 7,006 5,879 1,127 2,75001 152,5%.
(+40.9%)t (+ 52,5

\-,
,

<.

10mM NH4CI 7,00 6,45 0,55 - 1,15307 40% ;~ +10mM NH4CI 7.002 6,305 0,697 0,77750 43%t:"
(·60% ) \~1 (_57%)

,,>..... 1:':;

;~l
~;f

1

+8mM.2.4.DNP 7,00 6,29 0,71 1,92525 65%
!'i:,

8mM.2.4.DNP 7,004 6,203 0,801 1,00338 55.6%"'j,

·1:.:

(.35% )
.).'

(.44,4%. ~.~~t
\~---

Tableau 13: Temps d' incubation 30 minutes

S.lut.: Serum intralutoïdique; S.cyl.: Serum cytoplasmique


