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Abstract—Amino acid incorporation by latex polysomes needs the presence of cofactors (K *, Mg?*), cytoplasmic
serum and GTP It 1s abolished by RNase but not by chloramphenicol Poly U increases the incorporation
rate

Résumé—L"incorporation d’acides amines par les polysomes du latex requiert la présence de cofacteurs (K™,
Mg?") de serum cytoplasmique et de GTP Elle est abolie par la RNase mais non par le chloramphémcol

INTRODUCTION

L’INCORPORATION d’acides aminés par des systémes acellulaires de plantes est connue
depuis longtemps *+2 Néanmoins 4 part les résultats négatifs de Meissner® rien n’avait
été fait concernant les systémes 1ssus de plantes a latex

Aprés avoir mus en évidence,* dans le latex d’ Hevea brasiliensis 1a présence de polysomes
susceptibles d'incorporer de la L-leucine dans des proténes, nous avons étudié les carac-
téristiques biochimiques de cette synthése L’analyse de ce systéme revét une importance
particuliére s1 'on se rappelle que I’hévéa, en phase d’exploitation, est soumis a une saignée
bihebdomadaire pouvant produire jusqu’a 500 ml de latex a chaque fo1s

1l nous a donc paru mtéressant de connaitre les conditions optimales dans lesquelles se
réalise le renouvellement du contenu de la cellule laticifére et en particulier la biosynthése
de ses protéines

RESULTATS ET DISCUSSION

Les polysomes obtenus par notre méthode ont les caractéristiques suivantes (moyenne
de 10 préparations) Spectre d’absorption maximum 258 nm, minimum 236 nm

(DO,55/D0,5s = 1,40, ARN/Protémes = 1,04)

Une umité de densité optique correspond a une concentration en ribosomes de 0,1
mg/ml La concentration en ribosomes est obtenue par le dosage de PTARN et des protéines
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Des etudes antéricures® ayant montre I'existence d'une glycolyse impoi tante au sein du
latex de I’hévéa ainsi que la présence d’une fructokinase active,’ nous avons compare deux
systemes génerateurs d’ATP 'un classique et 'autre utilisant la glycolyse du serum cyto-
plasmique Les incorporations ont ete respectivement 2 36 et 2,41 pmol de L-leucine mg
ribosomes/mn Ces deux systémes sont donc equivalents

L'incorporation est linéaire en fonction du temps jusqu’a 12 mn pour une concentration
en polysomes de 0 8 mg/ml avec une concentration plus faible (0 4 mg/ml) ''ncorporation
se poursuit lineairement pendant au moms 15 min Pour un temps d'incorporation de
12 min on constate que lincorporation est proportionnelle a la concentration en ribo-
somes Dans la suite de notre étude nous avons adopté des temps d'incorporation allant
de 10 a 15 min et des concentrations en ribosomes jamais superieures ¢ 0 5 mg'ml Le pH
optimum de la reaction est de 7.8 en tampon tris et de 7.5 en tampon triéthanolamine
Les incorporations correspondantes sont respectivement de 2,82 et 2 96 pmol de L-leucine,
mg ribosomes ‘mn
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FIG 1 EFFET DF LA CONCENTRATION EN Mg®" SUR Fi 2 EFFIT DI LA CONCLNTRATION EN K™ SUR
LINCORPORATION DE “*C-L-LLUCINE PAR DIS POI Y- [INCORPORATION DF '*C-L-TELCINE PAR DLS POLY-
SOMIES ISOLES DU LATEX D HEVIA SOMFS ISOLFS DU TATI X D HI VEA

Une telle incorporation de leucine par les ribosomes du latex necessite la presence de
cofacteurs (Mg? . K*) de serum cytoplasmique (serum C) et d’energie (Tableau 1) Mg~
est strictement indispensable, son optimum de 12 mM est tres argu (Fig 1) et correspond
aux chiffres ordinairement trouves par d’autres auteurs,” # 1l est voistn de la concentration
habituelle du magnésium dans le serum C K7 augmente fortement I'incorporation La
Fig 2 montre un optimum assez large pour une concentration de 90 mM Cette valeur est
assez elevee par rapport aux donnees habituelles de la Iitterature ® '! Elle différe sensible-
ment de la concentration du potassium dans le serum C qui est de 30 mM !~
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Le sérum cytoplasmique est nécessaire a 'incorporation mais un excés est inhibiteur
(Fig 3) Un tel effet a déja été observé sur des polysomes 1ssus de cotylédons de pois '3
Le GTP augmente sensiblement 'incorporation mais n’est pas strictement mdispensable

(Tableau 1) Cet effet est commun aux polysomes qui ne sont pas hautement purifiees
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FIG 3 EFFET DE LA CONCENTRATION EN SERUM CYTOPLASMIQUE SUR L’INC ORPORATION DE '*C-L-LEUCINE
PAR DES POLYSOMES ISOLES DU LATEX I’HEVEA POUR 2 SERUMS DIFFENTS

Serum C, mg de proteines/ mt

Le Tableau 1 montre que le chloramphenicol a concentration élevée (1 mM) n’a pas
d’action sur I'mcorporation La présence des 19 acides aminés non marqués n’est pas

nécessaire Le sérum cytoplasmique ou les nibosomes doivent en contenir suffisamment

TABLFAU | CARACTIRISTIQUI DI L INCORPORATION DI !4 (C.L-LEUCINF PAR DES POLYSOMES ISOLES DU LATFX D> HFVEA

Additions ou omissions

Activite (%)

Additions ou omissions

Activite (%

Milieu complet 100
—19 acides amines 99
—GTP 48
+ chloramphenicol 1 mM 98
— ribosomes 1

+ RNase 4 ug/ml

— Mgl+

—K*

— serum cytoplasmique

6
2
15
10

L’addition d’acide polyuridyhque (40 pg/ml) a notre systéme augment considérablement

son activité vis-a-vis de I'mcorporation de !'“C-L-phenylalamine qui passe de 1,5 a 7,1

pmol/mg de ribosomes/mn
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Il est interessant de noter que les polysomes 1soles du latex d’hevea ont des carac-
teristiques voisines de ceux 1ssus d’autres plantes L’action stimulante du poly-U sur
I'imcorporation montre que dans nos conditions expérimentales la disponibiliteé en ARN
messager est le facteur limitant principal de Pincorporation

PARTIE EXPERIMENTALE

Apres la saignee le latex &’ Hevea hrasiliensts (Kunth) Mull Arg est recewllt dans un reciprent refroidr par de
la glace Les polysomes sont 1soles selon la methode decrite par Coupe et d’Auzac * Le milieu d'incorporation
(0,5 ml}a la composition suivante {(concentration en mM) Tris-HCl (pH 7 8) 50, MgCl, 10 KC190 mercapto-2-
ethanol, 10, ATP 1 GTP 025, fructose S NAD 05 Na,HPO, 5,19 acide ammes {moins la leucine) 0 1 mM
de chaque On y ajoute 0,2 mg de ribosomes 025 uCr de '*C-L leucine (150 mCr'mmol) et 0,6 mg de serum
cytoplasmique mtroduit sous forme d’une poudre acetonique realisce par la methode de Coupe et al ** Le lavage
des proteines marquees est fait selon la methode de Ching'” et leur radioactivite mesuree par scintillation en
milieu hquide L’ARN est dose par la methode de Schmidt et Thannhauser modifiee par Munro et Fleck '° les
proteines pdar la methode de Lowry et al '~

Dans une experience le systeme fructose, NAD, Na,HPO,, ATP, serum cytoplasmique a ete remplace par
ATP 3 mM pvruvate kinase 40 ug ml phosphoenol pyruvate, 10 mM
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