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Abstract-Latex lutoids constitute a polydispersed vacuole with lysosomal character. Lutoids possess 
a membrane which retains ATP-ase and acid phosphatase activity. Acid phosphatase may be inhibited 
by ammonium molybdate or phosphate, making it possible to characterize an ATP-ase with an opti- 
mum pH of between 75 and 8.0. This ATP-ase is Mg ” dependent, does not require K+ specifically 
but is affected by the ionic concentration of the medium. 

R&sum&-Les lutdides constituant dans le latex d’HCvea un vacuome polydisperse a caractere lysosomal, 
retiennent sur leur membrane une ATP-ase et une phosphata~ acide. Cette phosphatase peut etre in- 
hibee par le molybdate et le phosphate. On peut alors caracteriser une ATP-ase de pH optimum 7,s8,0, 
dependante du Mg’+ et de la force ionique du milieu mais ne d~pendant pas sp~~ifiquement de K ‘. 

INTRODUCTION 

Les lutoides constituent dans le latex d’Hieuea bra- 
siliensis un vacuome polydisperse a caractere lyso- 
somal [l, 21. On a montre precedemment que les 
lutdides isoies du cytoplasme que constitue le latex 
d’HCvCa sont susceptibles d’absorber in vitro du 
citrate radioactif de mEme qu’ils accumulent 
naturellement le citrate in viuo [3]. La vitesse de 
cette absorption est multipliee par 2 en presence 
d’ATP exogbne et ceci conduit logiquement a 
admettre l’existence dune ATP-ase membranaire. 

Si la facilite que l’on a grace au latex a disposer 
de mi~rovacuoles est un facteur favorable a l’etude 
dune telle ATP-ase, leur caractere lysosomal com- 
plique l’exp~rimentation par suite de la presence 
dune phosphatase acide. 

Le voisinage d’ATP-ase et de phosphatase au 
niveau des microsomes est cependant assez cour- 
ant. Ainsi Rungie et ~iski~h C4] mettaient en 
evidence une ATP-ase microsomale chez Brassica 
rap en presence dune phospha~se acide. 11s sug- 
gtraient d’ailleurs que cette ATP-ase pouvait etre 

localisee sur le tonoplaste. Par contre, Atkinson et 
Polya [5] concfuaient que les activites ATP-asi- 
ques mises en evidence chez la carotte, la betterave 
et Chara australis ttaient entierement dues a la 
phosphatase acide. Mettant a profit un material 
particulierement adapt&, nous avons cherche, dans 
le present travail, a caracteriser une ATP-ase lice 
a une membrane bien definie, en l’occurence de 
type tonoplastique. 

RESULTATS 

Mise en duidence d’une ATP-use 

La mise en evidence dune activite ATP-asique 
en pr&ence dune phosphatase acide implique une 
bonne connaissance de cette phosphatase afin de 
se placer dans des conditions ou son fonctionne- 
ment est limit6 ou impossible. 

I1 est classique que les ATP-ase membranaires 
presentent un pH optimum neutre ou basique et 
c’est ainsi que le pH a Cte utilise pour distinguer 
les activites phosphatases acide et ATP-ase. Nous 



Fig. 1. litilisation de I’ATP et du PNPP en fonction du pH par 
un serum intralutoidique dialyst;. (I 1 Activitb vis h vis du PNPP 
(5 mM); (2) activitt vis h vis de I’ATP (1 mM); (3) activitk vis 
;i vis de I’ATP + MgC12: 5 mM + KC’]: 50 mM; (4) activiti: vis 
h vis dc I’ATP + KC’1 + MgClz + NH, Molybdate: (),I mM; 
(S) activitk vis h vis du PNPP -t NH, Molyhdatc: 0.1 mM. 
Sur cettc figure et les suivantes I’actlvitC cnzymatlque exprimk 

en unit& par ml (l!!tnl) est portthe en ordonntk. 

avons tout d’abord v&if% l’influence du pH sur 
l’activiti: de la phosphatase acide lutdidique pure 
vis & vis des substrats ~-nitrophenylphosphate 
(PNPP) (5 mM) et ATP (ImM) entre pH 6,4 et X,5 
en tampon triethanolam~ne (TEA-HCi): 0,1 M. 
On a constatk que I’activitk vis h vis de ces deux 
substrats est rkduite d’environ 85?{:, il pH 8,O par 
rapport 6 pH 6,4 si 1’011 travaille sur une phospha- 
tase acide pure. On a vi&% que sur un serum in- 
tra-lutdidique dialysk et sur un skdiment mem- 
branaire soigneusement la+ la courbe d’activitl 
vis B vis du PNPP en fonction du pH est du m;me 
type. II apparait done que sur un skdiment mem- 
branaire il subsiste une activitk phosphatase acide 
rksiduelle et qu’un pH de 8,O n’est pas suffisant 
pour annihiler totalement cette activitk. 

Jacob et Sontag [6] ont montrt: que I’utilisation 
de I’ATP par la phosphatase acide lutdidique est 
consid~rablement inhible par Ie Mg”. Now 
avons confirm6 ce rksultat il pH 7.5 en analysant 

l’action du Mg”+ sur I’activitt- phosphatase vis B 
vis de l’ATP pour une phosphatase acide pure et 
un serum intralutdide dialysk. 11 apparait qu’h 5 
mM de Mg’+, correspondant 2 un rapport ATP/ 
Mg de 5, l’inhibition varie entre X0 et 9OS!& Une 
telle inhibition par Ie Mg’ ’ de I’activitC de la phos- 
phatase acide vis B vis de I’ATP a par ailleurs ttk 
signal&e [4.5]. 

L’inhibition par le molybdate de la phosphatase 
acide est bien connue [6--S]. Now avons v&fit 
que le molybdate d’ammonium en tampon TEA- 
HCI 0,f M de pH 7,5 inhibe ri 9.5”; l’activiti: phos- 
phatase acide vis ii vis du PNPP pour une con- 
centration de 50 PM et inhibe d 97.5”, pour une 
concentration de 100 kern. Nous avons ensuite 
combini- les inhibitions par Ie PI-I, MgZ’ et MO de 
l’utilisation de I’ATP par la phosphatase acide. La 
Fig. 1 montre l’influence de ces facteurs sur l’acti- 
vitk phosphatase acide vis il vis de I’ATP et du 
PNPP. d’un serum intralutdidique dialyst: qui con- 
tient l’essentiel de I’activitk phosphatase acide. On 
constate que cette activiti vis j vis du PNPP et de 
I’ATP (courbes 1 et 3) est, au-deli de pH 7,5, tota- 
lement inhibtte en prksence de MO 0,l mM 
(courbes 4 et 5); l’activittt vis $ vis de I’ATP est nor- 
malement tri’s rkduite en prksence de Mg’” 
(courbe 3). 

Disposant ainsi de moyens pour rkduire ou 
annuler l’activitk phosphatase acide, on a pu 
rechercher l’ATP-ase sur un skdiment membranaire 
issu d’un lyophil~~t Iut~idiquc purifik par quatre 
mises en suspension et centrifugations successives. 
La Fig. 2 confirme au niveau du sediment mem- 
branaire la prksence d’une phosphatase acide r&i- 
duelle totalement inhibke par MO (courbes 1 et 5). 
On remarque que les courbes de l’activitk utilisant 
I’ATP comme substrat sont diffkentes de celles 
obtenues sur serum intralutdidique (Fig. l), c’est 
ainsi qu’il apparait nettement en prksence de 
Mg’ -+ + K’ (Fig. 2. courbe 3) et surtout de 
ME’+ + K’ + molybdate (Fig. 2, courbe 4) une 
activitk proprement ATP-asique qui prkente un 
maximum entre pH 7.5 et X.0. 

La quasi total&k des ATP-ases connues B ce jour 
dkpendent pour leur fonctionnement d’un cation di- 
valent en g&n&al Mg” ou Ca’ +. L’ATP-ase de la 
membrane lutdidique n’khappe pas g la rkgie. La 
Fig. 3 montre une activitk quasi-nulle lorsque le 
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Fig. 2. Utilisation de I’ATP et du PNPP par un sediment mem- 
branaire lutoidique purifie. (1) Activite vis & vis du PNPP (5 
mM); (2) activite vis a vis de I’ATP (1 mM); (3) activitt vis a 
vis de 1’ATP + MgCl,: 5 mM + KCI: 50 mM; (4) activite vis 
k vis de I’ATP + MgCI, + KC1 + NH4 Molybdate: 41 mM; 

(5) activite vis a vis du PNPP + NH, Molybdate: 0,l mM. 

magnesium est absent du milieu. En tampon TEA 
de pH 8,O et en presence de 1 mM d’ATP, le rap- 
port optimum ATP/Mg2+ est compris entre 05 et 
1. Dam la meme experience realisee dans un tam- 
pon phosphate de IS+ 0,l M de pH 8,O oti l’activite 
phosphatase est normalement totalement inhibbe, 
il apparait que l’optimum de Mgz’ est legbrement 
superieur. 

Nous avons dans les experiences suivantes, 
utilist systematiquement un rapport ATP/Mg*+ 
de 1. L’examen de la Fig. 3 ne laisse pas apparaitre 
une action activatrice marquee du KC1 vis a vis de 
l’ATP-ase. Dans un milieu TEA 0,l M pH 8,0, 
ATP: 1 mM, MgCl,: I mM, MO: 0,l mM on a 
constate par ailleurs que l’apport de KC1 a 50 mM 
n’augmentait que de 18% l’activite ATP-asique 
mesuree. 

Rungie et Wiskich [4] ont montrt que l’activa- 
tion par KC1 de certaines ATP-ase vegetales peut 
etre un effet de se1 d’autant plus evident que la 
force ionique du milieu est faible. I1 s’avere en etre 
de meme dans notre cas. En effet, dans un tampon 
Hepes-Tris 0,l M de pH 8,O I’apport de KC1 a un 
effet negatif. Tandis que dans le meme tampon a 
la concentration de 0,02 M, KC1 possede au con- 
traire une action positive marquee (Fig. 4). 
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Fig. 3. Influence du Mg2+ sur l’activite ATP-ase dun sediment 
membranaire purifii. (1) Incubation en tampon K Phosphate 
0,l M pH S,O, ATP: 1 mM;(2) incubationen tampon TEA-HCI 
0,l M pH 8,0, ATP: 1 mM + KCI: 50 mM + NH4 Molyb- 
date: 0,I mM. (3) incubation en tampon TEA-HCl, ATP, 

Molybdate, sans KCI. 

La mise en evidence dune activite ATP-ase en 
presence d’une phosphatase acide repose done en 
fait sur l’emploi dun tampon phosphate inhibant 
la phosphatase acide ou sur l’emploi de molybdate 
posldant la meme action. Le role inhibiteur du 
Mg2+ vis a vis de l’utilisation de I’ATP par la 
phosphatase et son role d’activateur indispensable 
pour l’ATP-ase constituent des elements impor- 
tants dans la mise en evidence simultanee des 2 
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Fig. 4. Influence du KC1 sur l’activite ATP-ase membranaire. 
Milieu d’incubation: tampon HEPES-Tris 0,l ou 0,02 M pH 
8,O; ATP: 1 mM, MgCI,: 1 mM, NH4 Molybdate: 0,l mM. 
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Fig. 5. Influence du molybdate d’NH, SW i’activitk ATP-asique 
membranaire. L’Cchelle des concentrations en molybdate 
d’NH, est logarithmique. (I) Incubation d’ATP-Mg (1 mM) en 
tampon K phosphate 0,l M g pH 8,O; (2) incubation d’ATP-Mg 

(I mM) en tampon TEA-HCI 0,I M pH 8.0 KC1 (50 mM). 

enzymes. I1 convenait cependant de vkrifier une 
possible inhibition de l’ATP-ase par le molybdate 
dans nos conditions opkratoires. 

On a done dktermini: l’influence d’une con- 
centration croissante de molybdate Iors de la 
mesure de I’activitk ATP-ase rkaliske en tampon 
phosphate et en tampon TEA--I-ICI 0.1 M de pH 
X,0. La courbe 1 de la Fig. 5 illustre clairement I’ab- 
sence totale d’action du molybdate sur l’activitt- 
ATP-ase dCterminCe en tampon phosphate. Ceci 
dkmontre clue l’ATP-ase est la seule enzyme do&e 
dans ces conditions. La courbe 2 r&alike en tam- 
pon TEA et en prksence d’ATP-Mg fait apparaitre 
une diminution d’environ 20”/;, de l’activitk 
mesurke pour la concentration maximale de MO. 
Cette inhibition de 20% correspond Li l’activik 
phosphatasique subsistant B pH 8 pour I’ATP en 
prksence de Mg2+. Le fait que l’activiti: ATP-asi- 
que soit sensiblement suptkieure en tampon phos- 
phate qu’en tampon TEA-HCl a Ctk observte 
rkgulikrement (Fig. 3 par exemple). 

Znjlurnce du Triton X-100 

L’examen en microscopic Clectronique des sus- 
pensions de skdiments membranaires a montrk 
I’existence d’une forte proportion de vksicules et 
l’on pouvait se demander si une telle structure ne 
nuisait pas au contact entre l’enzyme et son sub- 
strat. Afin de dkruire les vtsicules, nous avons 
employ6 Ie Triton X-100. A la concentration finale 
de O,Olo/;;, il rCduit en moyenne d’environ 20% l’ac- 

tivite ATP-ase. A la concentration de O.OST,,, le Tri- 
ton diminue en moyenne de 50;, l’activitc ATP-asc 
tandisqu’il augmente de 95”,, I’activitt; phosphatase 
mesur@e h pH X,0. 

Ces rksultats peuvent montrer que I’ATP-ase est 
imm~diatement disponible B son subs&at. Tmdis 

que la phosphatase acide qui montre IIIK ccrtaine 
latence, serait situke & l’intkricur des vt:siculcs dans 
la mesure oti les kidus mcmbranaires sent v&i- 
culks. 

Les rksultats prkddents ayant pcrmis de dkter- 
miner des conditions adkquates au fonctionnemcnt 
del’ATP-ase on a chiffrk l’activitti spkifiquc de cette 
enzyme et de la phosphatase acide sur des prkpa- 
rations membranaires issus de 6 lots diffkrents de 
lutdides. Les lyophylisats provenaient do latex 
issus du clone PB 86 rPcoltPs entre Fkvricr et Mai 
1974 en Cbte d’Ivoire. Le Tableau I montre la 
prksence systttmatique des 3 cnzymcs dans les 6 
lots considkrks. L’activittl ATP-ase pa&t mains 
variable que l’activitk phosphatasc acide. 

Tableau I. Activitkcomparke de I’ATP-ase et de la phosphatase 
acide sur 6 lots d~lkwts dc membranes luttiidiqucs 

ATP-ase 0. I40 0, 10s 0,273 0.157 ii. IO6 0.!72 
Phosphatase 
acide residue% 0.2800.31-l 0,289 0,115 ill.31 0.192 
pH 8.0 

“-~ --____-. 

Les kultats sent exprimes en li.1. L’activite ATP-ase ;i &c 

dL:termink en tampon TEA- H<‘l 0.1 M dc pH X.0 c‘n prkencc 
de ATP: 1 mM, MgC12: i mM NH, molybdatc: 0.1 mM 

L’activitt: phosphatase acidc rt%~duelle a CtC: d~tcrmrn~c en 
tampon TEA-HCl 0.1 M pH 8.0 en prknce dc PNPP: 5 IIIM 
et de Triton X-100 B la c(~nccntratio~l finale dc i).W,,. 

La prksence d’une ATP-ase sur la membrane 
lutdidique parait ainsi dCmontr& bien que l’on nc 
puke dire si elle est absorbke ou constitutive. La 
dkpendance de cette ATP-ase vis ii vis du Mg”” 
laisse prtvoir que I’ATP-Mg serait le vkritable sub- 
strat de cette enzyme alors qu’il constitue un mau- 
vais substrat pour la phosphatase acide. CYomme 
pour d’autres ATP-ases v&gGtales, la prkence de 
K’ n’est pas indispensable. C’est semble-t-il 
davantage une force ionique L:levke que la prkence 
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du K’ qui assure le fonctionnement optimal de 
I’enzyme. 

Afin de distinguer la prksence d’une ATP-ase 
neutre ou alcaline dans un milieu contenant une 
phosphatase acide, il apparait que l’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 YATP-ase par le 
molybdate permet une discrimination facile et on 
peut s’ktonner que ce moyen n’ait pas Ctt utilik, ?i 
notre connaissance dans le pass& Le latex d’He’&a 

permet done sans ambigtiitk la localisation d’une 
ATP-ase sur une membrane de type vacuolaire et 
ce malgr& la prksence d’une quantitk non nkglige- 
able d’une ‘phosphatase acide like au caractkre 
lysosomal des lutdides. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

En CBte d’Ivoire, le latex est r&colt& dans la glace, puis trait& 
sur champ par 6% v/v de TEA M PH 7.5 contenant 0.1 M de ._ 
mercaptokthanol (MSH). Au laboratoire, le latex est s&park en 
fraction blanche et jaune par centrifugation (lo000 g, 10 min). 
La fraction jaune, reprisentant de 10 g 20% en volume du latex 
est constituCe essentiellement de lutdides et accessoirement de 
particules de Frey-Wissling. Les lutdides sont &par&s des parti- 
cules de Frey--Wissling par 3 lavages et centrifugations succes- 
sives comme cela a Ct& pr&demment ditcrit [3]. Les lutdides 
ainsi Iavis sont congel& a - 20”, puis 1yophilisCs et expkdits en 
France par avion. Au laboratoire, 0,5 g de lyophilisat sont 
homog&GGts au Potter dans 40 ml de tampon TEA-HCl 0,l 
M de pH 7.5 contenant 2 mM de MSH. La suspension obtenue 
est centrifugte B 400009 pendant 10 min. On tlimine une faible 
quantitb de surnageant constituk de beaucoup de caoutchouc et 
d’une petite quantitt- de membranes lutoi’diques. Le skdiment 
comprenant I’essentiel des membranes lutciidiques est remis en 
suspension au Potter puis trait& 3 fois encore de la mime 
faqon. AprZs la 4tme centrifugation, le ldiment est repris par 
2,5 ml du mEme tampon dilue au l/4 puis homogCnt_i& au Pot- 
ter. La recherche de l’activite ATP-ase a &tt- rialisCe sur cette 
suspension qui peut &tre conservke 1 B 2 jours dans la glace en 
perdant cependant une part de son activitC. 

L’activith phosphatase acide de cette suspension membranaire 
est doske en presence de p-nitrophenylphosphate de Na (PNPP) 
(5 mM) dans un tampon acetate 0,l M de pH 5,O ou TEA-HCI 
0,l M de pH variabld (6,5-X 5) dans un v&me de 1 ml. L’incu- 
bation rkaliie a 25” est a&t&e oar 0.2 ml de HClO, 1.25 M 
contenant 8% d’acide silicotungsiique; ce dernier permet l’ob- 
tention d’un serum clair. Apt& centrifugation, on ajoute 1 ml 
du surnageant clair B 2 ml de KOH 0,2 N avant de mesurer l’ab- 
sorption B 400 nm. 

L’actiuitc! ATP-ase est dkterminke par dosage enzymatique de 
I’ADP form6 aprbs incubation dans un milieu 1 mM en ATP 
qui est decrit dins chaque expkrience. L’incubation est arrCtCe 
par 0,2 ml de HClO, 6 M -1equel est ensuite neutralis? en 
prC_sence de rouge de mtthyle par KOH 6 M. Apris centrifuga- 
&on, la solution-obtenue s&t au dosage enzymaiique de I’ADP 
en prtsence de phosphoenolpyruvate, pyruvate kinase et lactate 
deshydrogenase 191. Des dosages d’azote prot&que ont &tt 
effect& sur les Gdiments membranaires selon la mtthode de 
Nessler [lo]. Les rksultats sont exprimks en pmoles de sub- 
strat transform&s par min. et par ml de solution (U/ml) ou par 
mg de prottines (U.I.). 
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