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Abstract-Lutoids from Zfevea latex are microvacuoles with lysosomal character. In vitro in a medium free of 
energetic substrate citrate, malate and succinate are absorbed. The properties of this absorption and the action of 
some modifiers are discussed. 

INTRODUCTION 

Les lutoides qui reprbentent de 10 g 20 % du volume du 
latex sont des microvacuoles [ 1,2] rl caract&re lysosomal 
[3, 41. La composition du s&urn intralutoidique en 
cations divalents tele que Mg’+, Ca2+, Cu2+, en anions 
citrate et phosphate [S], en acides aminks basiques [6] 
cornparke B celle du strum cytoplasmique indique que 
ces produits sont accumulb dans les lutoides. 

Ribaillier a dkmontrk que le citrate ktait absorb6 in- 
vitro par les lutoides contre un gradient de concentration 
de 10. D’Auzac et Lioret [7] ont dtfini un certain nombre 
de prop&&s du mkcanisme d’absorption de citrate par 
des lutoides placks dans un milieu isotonique non 
knergktique. Cette absorption qui est thermodkpendante 
a une cinktique lin&ke et micha&nne en fonction de la 
concentration en citrate. L’ATP multiplie par deux la 
vitesse d’absorption sans modifier le ‘K,,, apparent’ de la 
reaction d’absorption, alors que le 2,4 dinitrophknol 
et la N-Cthylmaltimide inhibent la p&&ration du citrate. 

Ces rksultats sont en faveur de l’existence d’un trans- 
port mkdiat. Afin de tester la spkcilicitC du mkdiateur nous 
avons Ctudik comparativement l’absorption du citrate du 
malate et du succinate. Le choix de ces trois acides 
organiques a ktk dictC par le fait qu’ils sont rkpartis 
d’une man&e t&s diffkrente dans les &rums cytoplas- 
miques et lutoidiques: le citrate est accumul6 dans les 
lutoides, le malate est rkparti uniformkment dans les 
deux s&urns, le succinate n’est p&sent dans aucun des 
deux compartiments. 

RISULTATS 

Cinhique d’absorption et irrthrsibilitd du transport 

Lcs cinktiques que now avons obtenues ont toutes 
l’alluredecellesprbentkssurlaFig. l.Ellessontpratique- 
ment linkaires pendant 1 heure; au&l& d’l heure lea 
lutoides ne sont plus stables. Les trois cintiques d’ab- 
sorption pr&entent une allure tr&s voisine, les seules 
diffkences &ant dam l’ordre de grandeur des quantit6s 
absorb&i. Ces diffkrences ne sont pas significatives car 
elks proviennent de l’ktat des lutoides. Nous avons 
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Fig. 1. Cinhique d’absorption du citrate, malate et succinate en 
milieu d’incubation TEA 0,l M pH 7. M citrate 5 mM, 

A---A succinate 5 mM, n -.-.m malate 5 mM. 

observk des fluctuations t&s importantes dans les 
quantitks de sub&rats absorb& par des lutoides prove- 
nant de m&m% arbres saignb k des jours diffkents. 

FScedemment [7] il a &t6 montr6 que la vitesse 
d’absorption du citrate ktait michaklienne en fonction 
de la concentration en substrats dumilieu d’incubation. 
Cela avait permis & d’Auzac de dkterminer le K, apparent 
du systhme de transport qui en tampon tri&hanolamine 
(TEA) 0,l M pH 7 est de 5 mM pour le citrate. Lcs varia- 
tions des vitesses d’absorption du malate et du succinate 
en fonction de leurs concentrations dans le milieu 
d’incubation sont de mi?me type. La figure 2 reprkente 
les variations de l’inverse de la vitesse d’absorption en 
fonction de l’inverse de la concentration. Ceci permet de 
dkkrminer les K, apparents des r&&ions de transport 
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Fig. 2. Variations de la vitesse d’absorption en fonction de la 
concentrationensuccinateetenmalatedumilieu.Reprksentation 
selon les inverses de la concentration (mM) et de la vi&se 
d’absorption (nmol/mg de proteines/30 mn). H succinate, 

M malate. 

du malate et du succinate en tampon TEA 0,l M pH 7 
qui sont respectivement de 7,5 et 10 mM. 

Ayant montre que les lutoides absorbent les trois 
acides organiques utilisks nous avons v&lie qu’il s’agit 
bien dun influx de substance et non dun simple &change 
isotopique entre milieu extra et intralutoidique. Pour 
Ctudier ceci nous avons fait absorber durant 30min 
chacun des trois produits. On partage alors les luto’ldes 
en deux lots. Un lot est utilid immkliatement pour 
determiner la quantite de substance absorb&e au bout de 
ces 30 min (temps 0, Tableau 1). L’autre lot, apr&s un 
lavage, est remis en suspension sur milieu d’incubation 
durant 45 min apr&s lesquelles on determine la quantite 
de produit consider&, restant dans les lutoides. Les 

Tableau 1. Retention des substrats par des lutoides mis en sus- 
pension sur milieu d’incubation TEA 0,l M pH 7 pour le citrate 
et le malate et milieu d’incubation Tris-ma&ate 0,l M pH 6 

pour le auccinate 

nmol de substrat/mg protke 

citrate malate succinate 

nmol de substrat exogene 
present dans les lutoides 
autemps0 

nmol de substrat restant 
dans les lutoides apr& 
45 mm 

Pourcentage de substrat 
restant par rapport au 
n=gsO 

38,8 102 87,3 

33.7 95,8 765 

87 94 88 

I I I 
6 7 0 

PH 

Fig. 3. Intluence du pH sur l’absorption du citrate, malate et 
succinate en milieu d’incubation Tris-malkate 0,l M. @----O 
citrate 5 mM, A---A malate 5 mM, n ---.m succinate 5 mM. 

resultats obtenus sont present&s dans le tableau I. 
Nous voyons que les taux de retention de ces substrats 
sont trb importants, la perte de 10% pouvant corres- 
pondre 21 une diffusion due au gradient de concentration. 

Zntuence du pH et &et particulier du tampon cacodylate 

D’Auxac [7] avait montre une influence tres nette du 
pH du milieu d’incubation sur le transport du citrate. 

I I I I I I I I 
3.14 3.19 324 3.3 3.35 3.41 3.47 3.53 

I/TxlO’ 

3,5 

Fig. 4. Influence de la temperature sur les trois absorptions 
(vitesse d’absorption en nmol/mg de protkines/30 mn). H 
kchelle de gauche: malate 5 mM en milieu TEA 0,l M pH 7, 
A ---- A kchelle de gauche: citrate 5 mM en milieau TEA 
0,l M pH 7, O---.-O kchelle de droite: succinate 5mM en 

milieu Tris-malkate 0,l M pH 6 
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Tableau 2 Comparaison entre les absorptions de citrate, malate et succinate dam des milieux 
d’incubation TEA 0,l M pH 7 ou cacodylaye 0,l M pH 7 

absorption nmol absorbkes/mg protkine 

temps Citrate Succinate Malate 
d’incubation TEA cacodylate TEA cacodylate TEA cacodylate 

10 mn 14.4 24,3 9.9 396 17.1 6,l 
Mmn 27.5 47,2 18.4 7,7 36.9 13,3 
30mn 45.6 73 29.9 11,7 50.4 17,4 

Nous avons track les courbes de variation des absorp- 
tions en fonction du pH (Figure 3). Nous avons travail16 
en tampon Tris-maltate 0,l M. Pour le citrate nous 
retrouvons le m&me optimum que celui trouvb en tampon 
TEA-HCl c’est-&dire un pH de 7. Pour le malate l’opti- 
mum est lkgkment moins pronon& et se trouve A 
pH 7,5. Pour le succinate nous n’avons pas pu determiner 
d’optimum car si l’on travaille en-dessous de pH $5 
les 1utoMes s’agrkgent et il n’est plus possible de 
faire de d&ermination d’absorption. Mais il apparait 
que le pH 5,5 est le plus favorable pour l’absorption du 
succinate. 

Nous avons &udiC kgalement l’influence de la nature 
du tampon sur les diffkrents transports. Les tampons 
TEA-HCl, phosphate, Tris-malkate conduisent B des 
rksultats voisins mais il en est tout autrement du tampon 
cacodylate. Si en prkence de cacodylate on observe une 
augmentation t&s nette de l’absorption du citrate 
cornparke B celle obtenue en TEA, la situation est 
invet& dans le cas des absorptions du succinate et du 
malate (Tableau 2). 11 convient de prkiser que si la 
quantitt de substrat absorbi: est influencke par la 
nature du tampon, les cin&iques d’absorption restent 
linkaires durant 1 hr quelque soit le tampon. 

Influence de la tempkrature 

La thermod@endance d’un systhme de transport est 
l’une des caractkristiques essentielles d’un transport 
mkdiat. Primot (rkwltats non publiks) a mot& qu’entre 
20 et 30” la r&action d’absorption du citrate a un Qio 
de 2,14 Nous avons Btudi6 l’inlluence de la tempkrature 
sur les trois transports. Entre 10 et 45” pour le transport 
du citrate et du succinate les Qlo sont compris entre 2 et 
2,9 et pour le malate entre 1,7 et 2,l. Ces valeurs indiquent 
que les transports ne doivent pas &tre de simples diffu- 
sions. De plus la reprbentation selon Arrhknius de 
l’influence de la tempkrature indique pour les trois 
transports une cassure qui doit correspondre g un 
changement de phase de la structure membranaire des 
lutoides (Fig. 4). Ceci est compatible avec l’existence de 
mkiiateurs plus ou moins lib g la membrane. Pour les 
absorptions du citrate et du malate en tampon Tris- 
malkate pH7 la cassure a lieu aux environs de W. 
Pour le succinate dans le m&me tampon g pH 6 la cassure 
se situe vers 25”. 

lnlfluence de TATP et de divers inhibiteurs 

A la concentration 5 mM dans le milieu d’incubation 
I’ATP multiple par deux en moyenne l’absorption du 
citrate [7]. Nous avons mont& que l’on obtient une 

augmentation semblable si on prkincube les lutoi’des en 
prksence d’ATP et si l’on fait absorber le citrate apr&s 
Bimination de cet ATP [9]. L’ATP favorise kgalement 
l’absorption du succinate et du malate dans des pro- 
portions semblables comme cela est indiqub sur le 
tableau 3. 

Les autres nuclkotides tels que I’UTP le CTP et le 
GTP peuvent augmenter l’absorption des trois acides 
organiques mais dans des proportions bien plus faibles 
[9]. Le 2,4 DNP d&s la concentration de 5 mM provoque 
une diminution de l’absorption comme l’indique le 
tableau 3. Pour une concentration 25 mM on obtient une 
inhibition de plus de 90% pour les trois absorptions. 
Le chlorure d’ammonium ne provoque aucune diminu- 
tion de l’absorption m&e B une concentration 25 mM 
(Tableau 3). Les inhibitions obtenues avec le bleu de 
bromothymol sont du m&me ordre pour les trois substrats 
(Tableau 3). Elks peuvent tire kgalement pratiquement 
totales pour une concentration 20 mM en bromothymol. 
En ce qui wnceme l’action du mersalyl on observe 
toujours nettement une inhibition plus importante de 
l’absorption dans le cas du citrate (63%) que pour le 
succinate (39 “/ et le malate (32 %), comme le montrent 
les rbultats port&s dans le tableau 3. On obtient &gale- 
ment une inhibition de 90 % et plus destrois transports A 
une concentration 25 mM en mersalyl. 

DLXXJSSION 

L’accumulation de certaines substances dans les 
lutoides pose le probtime du m&car&me de leur transport 
B travers la membrane lutoidique. La possibilitk d’isoler 
facilement ces microvacuoles et d’obtenir in vitro une 
absorption du citrate ainsi que de la lysine [lo] nous a 
conduit A mieux dkfinir la sp&Scitt du systkme de 
transport vis-A-vis du citrate. 

Tableau 3. Influence de divers effecteurs sur l’absorption du 
citrate, malate, succinate 5 mM dam un tampon TEA 0,l M pH 7 

nmol/mg prottine/U) mn 

Citrate Succinate Malate 

Tkmoins sans ATP 40 12,2 2499 
avec ATP 5 mM 72 23,5 51 
Tkmoins sans 2,4 DNP 23,2 15,4 3033 
avec 2,4 DNP 5 mM 17.7 11,7 23.9 
Ttmoin sans NH4Cl 641 73,6 59 
avec NH4Cl25 mM 624 74,8 56 
Tkmoins sans bromothymol 29,6 11,6 26 
avec bromothymo15 m&l 21,6 996 19,5 
Tkmoin sans mersalyl 10,4 696 12,3 
avec mersalyl5 mM 3-g 4 &3 
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Nous avons montrk que le citrate n’ktait pas ie seul 
acide organique qui pouvait Btre absorb& Les trois 
substrats utilisb sont absorb& suivant des einCtiques 
t&s semblables et les trois transports sont Cgalement 
saturables en fonctions de la concentration en substrat. 
Les valeur trb voisines que nous avons trouvkes pour 
le ‘Km apparent’ des trois transports sont compatibles 
avec l’existence d’un systbme de transport unique. Ceci 
est confirm& par des rksultats obtenus rkcemment con- 
cernant les interactions entre les trois absorptions: ou 
il y a un transporteur unique qui est plus spkcifique pour 
le triacide que pour les deux diacides, ou alors les com- 
pktitions entre les trois acides se font au niveau de 
l’knergie ntcessaire au transport. 

Par contre les r&hats obtenus dam la recherche de 
l’optimum de pH indiquent une di&ence notable entre 
le transport du citrate et du malate et celui du succinate. 
L’action du pH peut s’exercer au niveau de l’affinitt du 
substrat pour un transporteur unique mais peut se fair eau 
niveau de systtmes de transport qui di!Brent par leur 
optimum de pH. L’action du tampon cacodylate peut 
dficilement s’interprkter dans le cas d’un transporteur 
unique. 

Les influences des divers effecteurs 6tudib sur les 
trois transports sent t&s semblables et sont compatibles 
avec I’existence d’un mMiateur unique mais peut aussi 
s’expliquer par des rkponses identiques de plusieurs 
mtdiateurs aux divers effecteurs. En ce qui concerne 
l’influence de I’ATP, lkxistence d’une ATPase like B 
la membrane lutoidique [I l] permet de comprendre 
l’augmentation d’absorption observke. La pr6sence 
d’ATP dans le milieu d’incubation provoque une diminu- 
tion du pH intralutoidique [9]. Ce gradient de proton 
peut four& rl la membrane l’knergie qui provoque 
l’augmentation del’absorption des trois a&&s organiques 
ou provoque des flux d’ions supplkmentaires. L’action du 
mersalyl que nous observons pourrait &re une cons& 
quence de I’inhibition de 1’ATPase par le mersalyl qui 
a &ttB mise en kvidence par d’Auzac [12]. 

L.e 2,4 DNP p&n&e dans les lutoides et peut agir soit 
sur le gradient de pH soit en provoquant une hydrolyse 
de liaisons knergktiques. 11 empikhe done l’absorption 
qui ne dispose plus d’knergie pour se r6aliser. Le NH,Cl 
provoque une l&g&e augmentation de l’absorption que 
l’on peut relier aux r&&tats de d’Auzac [12] qui montre 
une activation de l’ATPase par NH,Cl. Mais par contre 
Hanower [lo] observe une diminution de l’absorption 
de la lysine par NH,Cl. Ceci implique des systimes de 
transport diffkrents dans le cas de l’absorption des acides 
organiques et des aminoacides basiques. Le bleu de 
bromothymol inhibe les &placements d’anions B travers 
la membrane mitochondriale soit par une liaison directe 

sur les charges positives des systtmes transporteurs solt 
par inhibition d’un enzyme du cycle de Krebs [ 131. Dam 
notres cas le bleu de bromothymol inhibe certainement 
l’absorption en bloquant les sites de fixation des anions 
des mkdiateurs. 

PARTE EXPERIMENTALE 

L,e latex d’Hevea brasiliensis, clone PR 107, est r&colt6 dans 
un rtipient rcfroidi par la glace puis stabili& sur champs par 
6% de TEA 1M pH 7 contenant du mercapto&hanol 0,l M. 
Les lutoides sont p&par& au laboratoire par lavages et centri- 
fugations successives [a. Les incubations sont conduites, en 
g&n&al g 25”C, dans le milieu suivant: mannitol93 M; MgCl, 
10 mM; CaCl, 425 mM; K,HPO, 10 mM; b-mercaptoQhano1 
2 mM; tampon TEA-HCl ou Tris-mal&+te ou cacodylate 41 M. 
Pour suivre l’absorption des 3 acides organiques nous avons 
utilisC du citrate (1,5-‘*C) d’activite sptifique 30 mCi/mM, du 
malate (U-“C) d’activiti sp&ifique 58 mCi/mM, du succmate 
(I-‘*c) d’activitt sp&cifique 40 mCi/mM. Le protocole exp&i- 
mental est le m8me que cehu ditcrit pr&demment [7]. Au 
tempr z&o on met en ptice les lutoidas et le milieu d’incu- 
bation en respectant toujours le rapport de volume l/2,5. Puis 
en mesurant la radioactivit6 du s&rum intralutidique on deter- 
mine I’aborption du produit consid&& Les &ultats sont 
exprimes en nanomoles de produit absorbe par milligramme de 
prot&nes lutoidiques d6terminixs par la hthode de Lowry [8]. 
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