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Abstract—Latex lutoids constitute a polydispersed vacuole with Iysosomal character. Lutoids possess
a membrane which retains ATP-ase and acid puospuauase acuvuy Acid pﬂospuatase may be inhibited
by ammonium molybdate or phosphate, making it possible to characterize an ATP-ase with an opti-
mum pH of between 7-5 and 80. This ATP-ase is Mg?* dependent, does not require K* specifically

but is affected by the ionic concentration of the medium.

Résumé—Les lutoides constituant dans ie latex d’Hévéa un vacuome polydispersé & caraciére lysosomal,
retiennent sur leur membrane une ATP-ase et une phosphatase acide, Cette phosphatase peut étre in-
hibée par le molybdate et le phosphate. On peut alors caractériser une ATP-ase de pH optimum 7,5-8,0,
dépendante du Mg? " et de Ia force ionique du milieu mais ne dépendant pas spécifiquement de K*.

T .y .
INTRODUCTION localisée sur le tonoplaste. Par contre, Atkinson et

Les lutoides constituent dans le latex d’Hevea bra- Polya [5] concluaient que les activités ATP-asi-
siliensis un vacuome polydispersé a caractére lyso- ques mises en évidence chez la carotte, la betterave
somal [1, 2]. On a montré précédemment que les et Chara australis étaient entiérement dues 3 la
lutoides isolés du cytoplasme que constitue le latex phosphatase acide. Mettant a profit un matérial
d’'Hévéa sont susceptibles d’absorber in vitro du particuliérement adapté, nous avons cherché, dans
citrate radioactif de méme qu’ils accumulent le présent travail, 4 caractériser une ATP-ase liée
naturellement le citrate in vivo [3]. La vitesse de a une membrane bien définie, en 'occurence de
cette absorption est multipliée par 2 en présence type tonoplastique.

d’ATP exogéne et ceci conduit logiquement a

admettre Pexistence d’une ATP-ase membranaire.
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de microvacuoles est un facteur favorable a 'étude

RESULTATS
M se en évidence d’une AT P-ase

d’une telle ATP-ase, leur caractére lysosomal com- La mise en évidence d’une activit¢ ATP-asique

plique I'expérimentation par suite de la présence en présence d’une phosphatase acide implique une

d’une phosphatase acide. bonne connaissance de cette phosphatase afin de
I a uynicinace AATD_ace ot de nhnenhatace an co nlarer da des conditions ot son fanctionne.
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niveau des microsomes est cependant assez cour- ment est limité ou impossible.

ant. Ainsi Rungie et Wiskich [4] mettaient en 1l est classique que les ATP-ase membranaires

évidence une ATP-ase microsomale chez Brassica présentent un pH optimum neutre ou basique et
rapa en présence d'une phosphatase acide. Ils sug- c’est ainsi que le pH a été utilisé pour distinguer
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un serum mtralutoxa)que axalysc {1) Activité vis & vis du PNPP
(5 mM) {2) activité vis & vis de PATP (I mM); (3} activité vis
dws de PATP + MgCl,: 5mM + KCl: 50 mM; (4) activité vis

ATP L K1+ Me( NH, Moslvhdate: 01 mM -

de 1P .
4 vis de AT Sl MaECT, o NIy MOLyoGale! U mivig

(5) activité vis & vis du PNPP + NH, Molybdate: 0.1 mM.
Sur cette figure et les suivantes lactivité cnzymatique exprimée
en unités par ml (LI/ml) est portée en ordonnée.

avons tout d'abord vérifié l'influence du pH sur
Pactivité de Ia phosphatase acide lutoidique pure
vis a4 vis des substrats p-nitrophenylphosphate
(PNPP} (5 mM)et ATP (ImM)entre pH 64 et 85
en tampon tricthanolamine (TEA- HCi). 0,1 M.
On a constaté que lactivité vis & vis de ces deux
substrats est réduite d'environ 85% a pH 8,0 par

rapport a pH 6,4 si P'on travaille sur une phospha-

tase acide pure. On a vérifié gue sur un serum in-

tra-lutoidique dialysé et sur un sédiment mem-
branaire soigneusement lavé la courbe d'activité
vis a vis du PNPP en fonction du pH est du méme
type. Il apparait donc que sur un sédiment mem-

hranaire il cubsigte une )nt v ité nhnor\
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résiduelle et qu'un pH de 80 nest pas suffisant
pour annihiler totalement cette activité.

Jacob et Sontag [6] ont montré que Yutilisation
de ’ATP par la phosphatase acide luto'idique est
hihaa 1o N2 Neviig
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avons confirmé ce résultat & pH 7.5 en analysant
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laction du Mg** sur I'activité phosphatase vis a
vis de PATP pour une phosphatase acide pure et
un serum mtralutmde dlalyse. Il apparait qu’a 5
mM de Mg>™, correspondant & un rapport ATP/
Mg de 5, I'inhibition varie entre 8§0 et 90%;,. Une
telle inhibition par le Mg?* de l'activité de la phos-
phatase acide vis 4 vis de FATP a par ailleurs été
signalee [4, 5].

L’inhibition par le molybdate de la phosphatase
acide est bien connue [6-8]. Nous avons vérifié
que le molybdate d’ammonium en tampon TEA-
HC1 0.1 M de pH 7,5 inhibe & 95%, lactivité phos-

HC1 0.1 M de pH 7.5 inhibe & tivité phos
phatase acide vis a vis du PNPP pour unpe con-
centration de 50 uM et inhibe a 97.5% pour une
concentration de 100 um. Nous avons ensuite
combiné les inhibitions par le pH, Mg?" et Mo de
Putilisation de ATP par la phosphatasc acide. La
Fig. 1 montre I'influence de ces facteurs sur Pacti-
vité phosphatase acide vis & vis de 'ATP et du
PNPP, d’un serum intralutoidique dialysé qui con-
tient 'essentiel de Pactivité phosphatase acide. On
constate que cette activité vis a vis du PNPP et de
I'ATP (courbes | et 2)est, au-dela de pH 7.5, tota-
lement inhibée en présence de Mo 01 mM
{courbes 4 et 5): Pactivité vis a vis de FATP est nor-
malement trés réduite en présence de Mg?*
{courbe 3).

Disposant ainsi de moyens pour réduire ou
annuler Pactivit¢ phosphatase acide, on a pu
rechercher 'ATP-ase sur un sédiment membranaire
issu d’un lyophilisat lutoidique purifié par quatre
mises en suspension et centrifugations successives.
La Fig. 2 confirme au niveau du sédiment mem-
hranaire la présence d’une phosphatase acide rési-
duelle totalement inhibée par Mo {courbes | et 5).
On remarque que les courbes de I'activité utilisant
'ATP comme substrat sont differentes de celles
obtenues sur serum intralutoidique (Fig. 1), c’est

nettement en prpqpnm: de
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Mg"* + K* (Fig. 2, courbe 3) et surtout de
Mg** + K* + molybdate (Fig. 2. courbe 4) une
activité proprement ATP-asique qui présente un
maximum entre pH 7.5 et 8,0.

ainsi wil apnarait
ainst 0

2 ordu K-

La quasi totalit¢ des ATP-ases connues a ce jour
dépendentpour leur fonctionnement d’un cation di-
valent en général Mg ou Ca’*. UATP-ase de la
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Fig. 2. Utilisation de TATP et du PNPP par un sediment mem-
branaire lutoidique purifié. {1) Activité vis a vis du PNPP (5
mM); (2) activité vis a vis de TATP (1 mM); (3) activité vis 4
vis de FATP + MgCl,: 5 mM + KCI: 50 mM; (4) activité vis
a vis de FATP + MgCl, + KCl + NH, Molybdate: 0,1 mM;
(5) activité vis 4 vis du PNPP + NH, Molybdate: 0,1 mM.

magnésium est absent du milieu. En tampon TEA
de pH 8,0 et en présence de 1 mM d’ATP, le rap-
port optimum ATP/Mg?* est compris entre 0,5 et
1. Dans la méme expérience réalisée dans un tam-
pon phosphate de K* 0,1 M de pH 8,0 ou 'activité
phosphatase est normalement totalement inhibée,
il apparait que 'optimum de Mg?* est légérement
supérieur.

Nous avons dans les expériences suivantes,
utilisé systématiquement un rapport ATP/Mg?*
de 1. L’examen de la Fig. 3 ne laisse pas apparaitre
une action activatrice marquée du KCl vis a vis de
I'ATP-ase. Dans un milieu TEA 0,1 M pH 8,0,
ATP: 1 mM, MgCl,: 1 mM, Mo: 0,1 mM on a
constaté par ailleurs que apport de KCl a 50 mM
naugmentait que de 18% Vactivité ATP-asique
mesurée.

Rungie et Wiskich [4] ont montré que l'activa-
tion par KCl de certaines ATP-ase végétales peut
étre un effet de sel d’autant plus évident que la
force ionique du milieu est faible. Il s’'avére en étre
de méme dans notre cas. En effet, dans un tampon
Hepes-Tris 0,1 M de pH 8,0 'apport de KCl a un
effet négatif. Tandis que dans le méme tampon a
la concentration de 0,02 M, KCl posséde au con-
traire une action positive marquée (Fig. 4).
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Fig. 3. Influence du Mg?* sur l'activité ATP-ase d'un sediment

membranaire purifi€¢. (1) Incubation en tampon K Phosphate

0,1 M pH 8,0, ATP: | mM ;(2) incubation en tampon TEA-HCl

0,1 M pH 80, ATP: | mM + KCl: 50 mM + NH, Molyb-

date: 0, mM. (3) incubation en tampon TEA-HCI, ATP,
Molybdate, sans KCL

Influence du molybdate sur Pactivite ATP-asique

La mise en évidence d’'une activité ATP-ase en
présence d'une phosphatase acide repose donc en
fait sur 'emploi d’'un tampon phosphate inhibant
la phosphatase acide ou sur 'emploi de molybdate
possédant la méme action. Le réle inhibiteur du
Mg?* vis a vis de Putilisation de 'ATP par la
phosphatase et son réle d’activateur indispensable
pour YATP-ase constituent des éléments impor-
tants dans la mise en évidence simultanée des 2

008 b~ nges« Tris 01 M
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Fig. 4. Influence du KCl sur lactivitt ATP-ase membranaire.
Milieu d’incubation: tampon HEPES-Tris 0,1 ou 0,02 M pH
8,0; ATP: | mM, MgCl,: 1 mM, NH, Molybdate: 0,1 mM.
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Fig. 5. Influence du molybdate ' NH, sur l'activite ATP-asique

membranaire. L’¢chelle des concentrations en molybdate

d’NH, est logarithmique. (1) Incubation ATP-Mg (1 mM) en

tampon K phosphate 0,1 M a pH 8,0; (2) incubation ’'ATP-Mg
(1 mM) en tampon TEA-HC! 0,1 M pH &0 KCl (50 mM),

enzymes. Il convenait cependant de vérifier une
possible inhibition de 'ATP-ase par le molybdate
dans nos conditions opératoires.

On a donc déterminé l'influence d’une con-
centration croissante de molybdate lors de la
mesure de lactivité ATP-ase réalisée en tampon
phosphate et en tampon TEA-HCI 0,1 M de pH
8,0. La courbe 1 de la Fig. 5 illustre clairement 'ab-
sence totale d'action du molybdate sur Pactivité
ATP-ase déterminée en tampon phosphate. Ceci
démontre que FATP-ase est la seule enzyme dosée
dans ces conditions. La courbe 2 réalisée en tam-
pon TEA et en présence I'ATP-Mg fait apparaitre
une diminution denviron 209 de [lactivité
mesurée pour la concentration maximale de Mo.
Cette inhibition de 209, correspond a l'activité
phosphatasique subsistant & pH 8 pour 'ATP en
présence de Mg?*. Le fait que l'activité ATP-asi-
que soit sensiblement supérieure en tampon phos-
phate qu’en tampon TEA-HC! a été observée
réguli¢rement (Fig. 3 par exemple).

Influence du Triton X-100

L’examen en microscopie électronique des sus-
pensions de sédiments membranaires a montré
Pexistence d’une forte proportion de vésicules et
I'on pouvait se demander si une telle structure ne
nuisait pas au contact entre 'enzyme et son sub-
strat. Afin de détruire les vésicules, nous avons
employé le Triton X-100. A la concentration finale
de 0,019, il réduit en moyenne d’environ 20% 'ac-

J. D’Auzac

tivité ATP-ase. A la concentration de 0.05%, le Tri-
ton diminue en moyenne de 509, lactivité¢ ATP-ase
tandis qu’il augmente de 95°%, activité phosphatase
mesurée 4 pH 8,0.

Ces résultats peuvent montrer que 'ATP-ase est
immédiatement disponible & son substrat. Tandis
que la phosphatase acide qui montre une certaine
latence, serait située a l'intéricur des vésicules dans
la mesure ou les résidus membranaires sont vési-
culés.

Activité de I ATP-ase et de la phosphatase acide

Les résultats précédents ayant permis de déter-
miner des conditions adéquates au fonctionnement
de ’ATP-ase ona chiffré lactivité spécifique de cette
enzyme et de la phosphatase acide sur des prépa-
rations membranaires issus de 6 lots différents de
lutoides. Les lyophylisats provenaient de latex
issus du clone PB 86 récoltés entre Février et Mai
1974 en Cbéte d’'Ivoire. Le Tableau 1 montre la
présence systématique des 2 enzymes dans les 6
lots considérés. L’activité ATP-ase parait moins
variable que l'activité phosphatase acide.

Tableau 1. Activité comparée de 'ATP-ase et de la phosphatase
acide sur 6 lots différents de membranes lutoidiques

Lot
Activité i 2 3 4 5 6
ATP-ase 0.140 0,108 0,274 0.157 0.106 0.175
Phosphatase
acide residuelle 0.280 0.314 0289 0115 013t 0.192
pH &0

Les résultats sont exprimés en UL Uactivité ATP-ase a ét¢
déterminée en tampon TEA-HC1 0.1 M de pH 8.0 en présence
de ATP: | mM, Mg(Cl,: | mM NH, molybdate: 0.1 mM

L'activité phosphatase acide résiduelle a ¢té déterminée en
tampon TEA-HC1 0,1 M pH .0 en présence de PNPP: 3 mM
¢t de Triton X-100 4 la concentration finale de 0.05% .

DISCUSSION

La présence d'une ATP-ase sur la membrane
lutoidique parait ainsi démontrée bien que 'on ne
puisse dire si elle est absorbée ou constitutive. La
dépendance de cette ATP-ase vis & vis du Mg?”*
laisse prévoir que PATP-Mg serait le véritable sub-
strat de cette enzyme alors qu’il constitue un mau-
vais substrat pour la phosphatase acide. Comme
pour d'autres ATP-ases végétales, la présence de
K* n'est pas indispensable. Cest semble-t-il
davantage une force ionique ¢levée que la présence



Caracterisation d'une ATP-ase membranaire

du K™ qui assure le fonctionnement optimal de
I'enzyme.

Afin de distinguer la présence d'une ATP-ase
neutre ou alcaline dans un milieu contenant une
phosphatase acide, il apparait que I'emploi de
molybdate ou d’'un tampon phosphate sont des
moyens plus efficaces que la seule influence du pH.
L’absence totale d’inhibition de 'ATP-ase par le
molybdate permet une discrimination facile et on

Y

npnt s’étonner que ce moyen n ’ait pas été utiligé. a
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notre connaissance dans le passé. Le latex d’Heévéa
permet donc sans ambiguité la localisation d'une
ATP-ase sur une membrane de type vacuolaire et

ce malgré la présence d’'une quantité non néglige-
abhle

* : py4 by
d’'une phosphatase acide liée au caractére

lysosomal des lutoides.

PARTIE EXPERIMENTALE

______ 1o ot mak «ta ol

En Cbte d’Ivoire, le latex esi récoli¢ dans la giace, pum traité
sur champ par 6%, v/v de TEA M pH 7,5 contenant 0,1 M de
mercaptoéthanol (MSH). Au laboratoire, le latex est séparé en
fraction hlanche et jaune par centrifugation (10000 g, 10 min).
La fraction jaune, représentant de 10 a 20% en volume du latex
est constituée essentiellement de lutoides et accessoirement de
particules de Frey-Wissling. Les lutoides sont séparés des parti-
cules de Frey-Wissling par 3 lavages et centrifugations succes-
sives comme cela a été précédemment décrit [3]. Les lutoides
ainsi lavés sont congelés & —20°, puis lyophilisés et expédiés en
France par avion. Au laboratoire, 0,5 g de Iyophilisat sont
homogénéisés au Potter dans 40 ml de tampon TEA-HCI 0,1
M de pH 7.5 contenant 2 mM de MSH La suspension obtenue

a 1+ 10 m On Al a faihla
est centrifugée a 40000 g pendant 10 min. On élimine une faible

quantité de surnageant constitué de beaucoup de caoutchouc et
d’'une petite quantité de membranes lutoidiques. Le sédiment
comprenant I'essentiel des membranes lutoidiques est remis en
suspension au Potter puis traités 3 fois encore de la méme
fagon. Aprés la 4éme centrifugation, le sédiment est repris par
2,5 ml du méme tampon dilué¢ au 1/4 puis homogénéisé au Pot-
ter. La recherche de l'activit¢ ATP-ase a été réalisée sur cette
suspension qui peut étre conservée | a 2 jours dans la glace en
perdant cependant une part de son activité.
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Lactivite phosphatase acide de cette suspension membranaire
est dosée en présence de p-nitrophenylphosphate de Na (PNPP)
(5 mM) dans un tampon acétate 0,1 M de pH 5,0 ou TEA-HCI
0,1 M de pH variable (6,5-8,5) dans un volume de 1 mi. L’incu-
bation réalisée a 257 est arrétée par 0,2 ml de HCIO, 1,25 M
contenant 8% d’acide silicotungstique; ce dernier permet 'ob-
tention d’'un serum clair. Aprés centrifugation, on ajoute 1 mi
du surnageant clair 4 2 ml de KOH 0,2 N avant de mesurer I'ab-

sorption & 400 nm.
Lactivité AT P-ase est déterm

}.

inée par dosage enzymatique de
'ADP formé apres incubation dans un milieu 1 mM en AT
qui est décrit dans chaque expérience. L’incubation est arrétée
par 0,2 ml de HCIO, 6 M lequel est ensuite neutralisé en
présence de rouge de méthyle par KOH 6 M. Apreés centrifuga-
tion, la solution obtenue sert au dosage enzymatique de TADP
en présence de phosphoenolpyruvate, pyruvate kinase et lactate
deshydrogenase [9]. Des dosages d’azote protéique ont été
effectués sur les sédiments membranaires selon la méthode de
Nessler [10]. Les résultats sont exprimés en umoles de sub-
bll cu llﬂllDfUllll\zD Pﬂl i, L,I, Pal lll} dc DU}ULIUII \U/llll} ou pal

mg de protéines (U.L).
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