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Le sujet de cette note de synthése m'a &té proposé par Mlle
Maryse Tort, Maitre-assistante en Biologie Végétale 3 1'Université
de Clermont+«Ferrand et membre de 1'équipe "tubérisation-dormance"
du groupe de recherche de Physiologie yégétale.

C'est un sujet de recherche jeune, puisque les premidres données
sur le cotransport proton-molécule datent d'une quinzaine d'années,
et dont l'intéret se situe sur deux plans :
~ celul de la recherche fondamentale (compréhension des mécanismes
d'approvisionnement des cellules en molécules organiques),
~ celui de la recherche appliquée aux problémes de 1l'alimentation
humaine (étude de 1'accumulation des nutriments, en particulier des
sucres et des acides aminés, dans le végétal).

Les principaux pays participant & cette recherche sont les
Etats-Unis, la République fédérale d'allemagne, le Japon, la Grande
Bretagne, 1'URSS et la France (Universités de Poitiers, Clermont -

Ferrand et Paris VI).
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PREMIERE PARTIE

LA RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE INFORMATISEE




INTRODUCTION

Jusqu'a présent, les recherches bibliographiques effectuées par
1'équipe de recherche "Tubérisation-Dormance’ ont &té faites manuel-
lement, a 1'aide :

-~ des bulletins signalétiques du C.N.R.S., section Biologie et Phy-
siologie Végétales, '

~ des Current contents,

~ des références bibliographiques issues des documents obtenus par les
deux méthodes précédentes.

La possibilité d'interroger, & la Biblioth&que Universitaire de
Clermont-Ferrand, la base de données PASCAL, n'a pas &été jusqu'ad pré-
sent utilis@e par les chercheurs de 1'équipe du fait d'un manque d'

information et surtout d'un manque de moyens financiers.

I . DEFINITION DU SUJET

La circulation des métabolites dans les tissus végétaux peut se
faire : ,

-~ dans le compartiment symplastique (1) (au travers des plasmodesmes

pour le franchissement des parois cellulaires),

~ dans l'apoplaste (2). Dans ce cas, les nutriments pénétrent dans la
cellule selon divers procédés. En particulier, les molécules qui se-

ront stockées dans la vacuole peuvent :

. passer directement de l'apoplaste au compartiment vacuolaire
en court-circuitant le cytoplasme au travers des membranes plasmalem-
mienne et tonoplastique accolées,

. traverser le plasmalemme, migrer dans le cytoplasme en direc-
tion de la vacuole puis franchir le tonoplaste.

C'est dans ce dernier cas qu'intervient le processus de cotransport

proton-molécule au travers du plasmalemme.

(1) Le symplasme est 1l'ensemble des espaces protoplastiques limités
par le plasmalemme.

(2) L'apoplaste est 1l'espace libre entre les cellules ou compartiment
extraprotoplastique : méats, espace périmembranaire (entre plasma-
lemme et paroi) et paroi elle-méme.



Le modéle de cotransport H+ - molécule faii intervenir :
- une pompe 3 protons qui établit un gradient électrochimique de pro-
tons @ travers le plasmalemme,
- un transporteur liant proton et soluté transporté.

un

Le cotransport proton - molécule est transport actif permettant
de transporter un soluté contre son gradient de concentration, 1'é-
nergie n;cessaire a4 ce transport étant fournie par le gradient de

protons.

I1 . INTERROGATION DES BASES DE DONNEES

A. Choix des bases de données

Le sujet étudié faisant partie du domaine de la Physiologie vé-

gétale, deux bases de données ont &té interroges : PASCAL et BIOSIS.

L'interrogation de la base de données BIOSIS n'a pas donné les
résultats escomptés puisque seuls 2 documents sur 59 visualisés &taient
pertinents !

1'étude des documents obtenus a permis de constater que la ques-
tion posée, proche de celle &tablie pour la base PASCAL était beaucoup
trop imprécise (voir annexe page 49). En effet, la majorité des docu-
ments concernaient la pénétration des molécules dans les organites cel-
lulaires, chloroplastes et mitochondries, et non dans le cytoplasme
au travers du plasmalemme.

Cet echec, di en grande partie d un manque de maitrise du lan-—
gage d'interrogation de BIOSIS, est d'autant plus regrettable que cette
base de données aurait certainement fourni une information différente
et complémentaire de celle cbtenue grdce aux bulletins signalétiques

et & 1l'interrogation de la base de données PASCAL.

B. Recherche sur la base de données PASCAL

1°) Présentation de la base de données

- . = g

La base de données PASCAL est une base de données bibliographique



|
des sciences et techniques produite par le Centre de Docuﬁentation
Scientifique et Technique (C.D.S.T.) du Centre National de la Recher~-
che Scientifique (C.N.R.S.).
Elle est constituée de 4 500 000 références de documents publi-
€s a partir de 1973, et s'accroit chaque année de 500 000 références

provenant de tous les pays.

Les domaines couverts sont :
~ la biologie, les sciences agricoles,

~ les sciences de la terre,

la physique,

- la chimie.

Un lexique permet d'utiliser un vocabulaire contrdlé.

PASCAL peut &étre interrogée en conversationnel sur les serveurs
Télésystéme et ESA-IRS.

Pour cette &tude, nous avons utilisé le serveur Télésystéme

(langage d'interrogation Questel).

2°) L'équation de recherche

Nous avons interrogé le sous-fichier de PASCAL couvrant les années

1977-1983.

Trois notions ont &té retenues pour 1'élaboration de 1'équation
de recherche :
-~ la notion de pompe i protons,
- la notion de transport,
- les phénoménes électriques observés au niveau de la membrane, en
relation avec le fonctionnement de la pompe i protons et avec le

cotransport proton-molécule.

L'eélaboration de la question s”est faite de la manidre suivante :
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N° d' f :Nombre de
étape Questions / :documents
1 ¢ Pompe membran+ ou nutripompe 327
2 : Pompe et proton? / : 148
3 : lou?2 ' : 438

4 : Transport actif ou transport membran+ ou :

: cotransport ou translocation : 8369
5 : Potentiel membran+ ou phénoméne &lectrique : 2639
6 : Perméabilité cellulaire : 1018
7 : 5o0u6 ¢ 3505
8 bet7 : ' : 411
9 8 ou 3 , :. 835
10 9 et 370A/CH : 78

La concature +, utilisable aprés au moins 3 lettres, permet de
sélectionner tous les termes ayant pour racine le mot précédant le sym-—
bole +.

Le signe ? remplace une lettre ou un blanc.

370A/CH permet de sélectionner les documents appartenant au plan
de classement correspondant du Bulletin signalétique du C.N.R.S. :

Biologie et Physiologie végétales.

3°) Résultats obtenus

78 documents ont été visualisés, parmi lesquels 51 étaient perti-
nents, soit :
— une précision de réponse de 65 Z

~ un bruit de 34 Z

Nous avons &liminé 3 postériori les documents portant sur les or-

ganismes unicellulaires, les algues et les champignons.

Les 51 documents pertinents étaient constitués de :
- 44 articles de périodiques (19 périodiques différents),

- 6 théses,

=~ 1 compte-rendu de congrés.
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Tous les documents &taient en langue anglaise, sauf .3 en francais et

2 en russe qui ont &té é&liminés.

4°) L'accés aux documents primaires

= 14 documents ont &té& trouvés a la biblioth&que du laboratoire de Physio-

logie végétale,
= 20 documents & la Bibliothéque Universitaire de Clermont-Ferrand.

Les documents restants ont fait 1'objet d'une demande de tirés 3 part

auprés de l'auteur, mais trés peu ont &té recus.
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Les documents cités dans le texte seront repérés par le nom du ou des
auteurs et la date de publication du document, suivie &ventuellement d'un
indice si plusieurs documents ont été publiés la méme année par le(s) méme(s)
auteur(s). Ceci a été adopté, selon le désir de Mlle Tort, de préférence 3

un systéme de numérotation.

INTRODUCTION

L'hypothése d'un cotransport liant des solutés (chargés ou non chargés)
avec des protons a €té proposée en 1963 par Mitchell (travaux sur les bacté-
ries) et testée pour la premiére fois sur les cellules chlorophylliennes
par Komor en 1973 :

Une pompe & protons, consommant de 1'ATP (adénosine triphosphate), éta-
blit un gradient électrochimique de protons 3 travers le plasmalemme. Ce
gradient, maintenu par une extrusion active de protons, constitue une source
immédiate d'énergie pour la pénétration active des solutés dans la cellule,

pénétration se faisant contre le gradient de contration de ce soluté.

I . LA POMPE A PROTONS

A. L'excrétion de protons

1°) Mise en évidence

L'excrétion de protons est mise en évidence par 1'acidification du milieu

d'incubation de tissus végétaux.

Elle est observée notamment par DELROT et BONNEMAIN (1979) sur des tissus
foliaires de Vesce (fig 1), par CAUSSIN et coll. (1982) sur des haustoriums
de Polytrics (fig 2) et par AURIAC et coll. (1984) sur des bourgeons de Crosne

du Japon.
PH A
o
[
o4
S
0 P i & J(\- Temps (heures)
(Delrot et bonnemain, 1979) (Caussin et coll., 1982)

fig 1 fig 2



2°) Facteurs intervenant sur 1'excrétion de protons

a/ les ions K+
Les ions K+ stimulent 1'excrétion de protons.
L'addition de sulfate de potassium (8 mM/1 de KZSOA) dans le milieu d'in-
cubation de cotylédons de Ricin contenant du sulfate de calcium et 3 pH initial

6,1 provoque une acidification du milieu (HUTCHINGS, 1978b). (fig 3)

KQSO4 final conc. 8mM

PH fmin
6-0 }
f Effet de 1'addition de K2804 sur le pH
| du milleu d'incubation de cotylédons de
58! Ricin.

fig 3
(Hutchings, 1978b)

Le potassium stimule aussi l'acidification du milieu d'incubation de

bourgeons de Crosne du Japon, a pH initial 6,5 (AURIAC,1982-1983. AURIAC et

coll., 1984).
I1 intervient en modifiant le potentiel membranaire des cotylé&dons de

Soja (LICHTNER et SPANSWICK, 1981). (fig 4, 15T colonne)

. “Sucrose-induced De-
Treatment Membrane Potential se-t

polarization

myv. Effet des ions K+ sur le
1.0 mM Na* ~160 £ 4 (n = 13) 2+ 4(n=75) . .
Na*-free ~153 %3 (n=8) 18+ 3 (n=4) potentiel membranaire de
005 mM K* ~190 £ 5 (n = 14) 19+ 3(n=23) . .
0.5 mm K* ~151 %5 (n = 47) 18+ 3(n=9) cotylédons de Soja.
SOmMK* ~127 £ 4(n = 19) 164+3(n=235)

fig 4

(Lichtner et Spanswick, 1981)

L'action stimulatrice de la Fusicoccine sur 1'extrusion de protons

(voir I, A, 2°, b page 10) est elle-méme renforcée par 1l'addition de chlorure
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de potassium (20 mM KC1) au milieu d'incubation de tissus foliaires de Vesce

(DELROT et BONNEMAIN, 1979).
L'action du cation K+ se manifeste toujours et pratiquement sans temps
de latence. Elle suggére l'intervention d'une ATPase K+ - dépendante dans le

mécanisme d'extrusion des protons (voir I, D, 1° page 26).

b/ La fusicoccine

Dés 1974, MARRE et coll. ont observé 1'effet stimulant de la fusicoccine
(FC) sur la capacité des tissus 3 excréter des protons : une diminution du pH
du milieu d'incubation de fragments de feuilles de Pois ou de Tomate et de co-—
tylédons isolés de graines germées de Courge et de Radis, est obtenue aprés
traitement 3 la FC. Son effet apparait trés tOt et se maintient plusieurs heu-

res apres le traitement.

Des résultats similaires ont &té obtenus ensuite par DELROT et BONNEMAIN
(1979) sur des tissus foliaires de Vesce. La FC stimule 1'excrétion de pro-
tons par les tissus quelle: que soit la composition du milieu d'incubation, et
le temps de latence de la réaction est inférieur i 20 secondes. (La quantité
d'ions H+ excrétés apres traitement 3 la FC lO—SM est multipliée par 3,7 par

rapport aux témoins).

LEGER (1982) constate une stimulation de 1' acidification du milieu d'

5

incubation de tissus foliaires de B1& en présence de FC 10 "M (fig 5) corres-

pondant a une excrétion de protons (fig 6) dont la vitesse augmente en fonc-

tion de la durée de 1'expérience.
63 A
) f"’\

55

pH

Evolution du pH du milieu d'incubation
B de fragments foliaires de Blé en fonc-

tion du temps.

A

B

50
Témoln

Effet de la FC lOﬂSM. (La fléche

L5

traduit le moment ol la FC est injec-

) temps(hi ~ PP . .
tée dans le milieu d'incubation.)

fig 5
&% (LEGER, 1982)
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Influence de la FC sur l'excrétion appa-
rente de protons par des fragments foli-

aires de Blé en fonction du temps.

neqH* apparents/mqPF

T : Témoin sans FC

carré blanc : le mil%eu contient de la
FC 10 M.

cercle noir : FC 10~6M.

triangle blanc : FC 10—7M.

fig 6
(LEGER, 1982)

L'action de la FC apparait dés IO_BM; elle est nette a 10-7M.

Des effets comparables de la FC sur l'excrétion de protons sont obser-
vés par TOURAINE et GRIGNON (1981) sur la racine d'Orge, par AURIAC et coll.
(1984) sur le bourgeon de Crosne du Japon et par MOLONEY et coll. (1982) sur

la racine de Mais.

En outre, LUTTIGE et coll. (1981) constatent une hyperpolarisation consi-
dérable de la membrane d'une Lentille d'eau,Lemma gibba,sous 1'action de la
FC, pour des concentrations allant de 0,015 3 0,03 M/m3.

L'effet est beaucoup plus important chez les plantes &nergétiquement
déficientes que chez les plantes non déficientes (dans les deux cas, des va-
leurs semblables du potentiel membranaire sont atteintes).

Le lavage des plantes traitées par la FC n'élimine pas aisément 1l'effet

de celle-ci sur la membrane.

¢/ Les hormones de croissance et le PCIB

1

En 1974, MARRE et coll. avaient déja observé l'action de 1'auxine et des
cytokinines sur 1'excrétion de protons, en relation avec la croissance cel-
lulaire : |
- 1l'auxine provoque une diminution du pH extracellulaire des entrenoceuds de
Pois, mais n'a pas d'effet sur le pH du milieu d'incubation de cotylédons de
graines germées de Courge.

.

- la kinétine induit une diminution significative du pH du milieu d'incubation
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|
de graines germées de Radis. L'effet de la kinétine apparait treés tdt, et

la capacité des tissus a augmenter 1'acidité du milieu est conservée plusieurs
heures aprés 1 'effet initial.
Par contre, les cytokinines ont un effet faible sur le pH du milieu 4’

incubation de cotylédons de graines germées de Courge.

EVANS et coll. (1980) obtiennent des résultats différents sur des racines
de Mais : 1'acide g indolyl acétique (AIA) et 1l'acide y naphthaléne acétique

(ANA) induisent une augmentation du pH du milieu d'incubation. (fig 7 et 8)

6.3¢p

Effet de 1'AIA sur le pH du milieu

PH g2}

d'incubation de racines de Mais.
61F

6.0

TIME  IN MIN

fig 7
(EVANS et coll. 1980)

Effet de 1'ANA sur le pH du milieu

d'incubation de racines de Mals.

=76 b 75 T R VR T
TIME  IN  MIN
fig 8
(EVANS et coll. 1980)

De méme, TOURAINE ET GRIGNON (1981) n'observeat pas d'activation de 1'
extrusion de protons par les tissus de racines d'Orge aprés addition d'AIA.

MOLONEY et coll. montrent que l'effet de 1'antiauxine acide 4-chloro-

phénoxyisobutyrique (PCIB), appliquée & des segments de racine de Mais, diffe-
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re selon la zone racinaire traitée : 3 une concentration de 10 < mol/m s
le PCIB induit une hyperpolarisation membranaire liée 3 une lib&ration
de protons provenant des tissus; cette hyperpolarisation, observée a

2 mm et 3 5 mm de 1'apex de 13 racine, est particulidrement importante
P a P P

d 2 mm. Par contre, le PCIB n'a pas d'effet & 10 mm de 1'apex.

On constate que les résultats obtenus quant d 1'effet de 1'auxine
_sur l'extrusion de protons différent selon les organes ou parties d'or-

ganes concernés et vraisemblablement selon les conditions expérimentales.

D'autre part, ces expériences ont &té menées dans le cadre de la
recherche d'un lien entre 1'élongation cellulaire et 1'extrusion de pro-
tons. Or, rien ne prouve encore que l'extrusion de protons qui intervient
dans les phénoménes de croissance soit celle d'une pompe 3 protons pou-

vant intervenir dans les mécanismes de cotransport.

d/ Le niveau d'ATP intracellulaire

NOVACKY et coll.k(1978) montrent que le potentiél membranaire de la
Lentille d'eau, qui accompagne 1'extrusion de protons, dépend du niveau
d'ATP intracellulaire : les plantes ayant un niveau d'ATP &levé (94 nmol/
g de poids frais) ont également un potentiel membranaire €levé (-220 mV).
Lorsqu'en modifiant les conditions de culture, on diminue le niveau d'
ATP jusqu'a 23 nmol/g de poids frais, le potentiel membranaire s'abaisse

(-90 mV).

Dans le méme sens, KINRAIDE et ETHERTON (1982) constatent une dimi-
nution du potentiel membranaire des cellules de coléoptile d'Avoine lors-
que le niveau d'ATP intracellulaire diminue.

La vitesse de repolarisation de la membrane, aprés un apport de
cystéine et en présence de cyanure de potassium, dépend linéairement du
niveau d'ATP dans les tissus. A un niveau d'ATP de 447 du niveau normal,
le potentiel membranaire est de 747 du potentiel normal, mais la repola-

risation est quasiment nulle.

e/ Le gaz carbonique

Le gaz carbonique (air avec 507 de COZ) induit une augmentation rapide

.

de la différence de potentiel entre le symplaste du parenchyme et la sur-



face d'hypocotyles de Vigna. (fig 9) |
L'hyperpolarisation, maximale aprés 2,7 minutes, est suivie d'une
dépolarisation ramenant le potentiel membranaire 3 sa valeur primitive
et celid méme lorsqu'on prolonge 1'exposition des tiésus au COZ'
La différence de potentiel entre le parenchyme et le xyléme répond

de fagon similaire, mais plus tardivement et plus faiblement.

2

- Effet du CO2 sur le potentiel

g membranaire de segments d'hypo-

i cotyle de Vigna.

5 v : ddp entre le symplaste du

§ PX

= parenchyme et le xyléme
Time in Minutes VpS : ddp entre le symplaste du

parenchyme et la surface

fig 9
(KATOU et ICHINO, 1982)

En anaérobie, on observe une dépolarisation en présence de COZ.
Le gaz carbonique affecte donc principalement 1l'activité de la pompe

€lectrogénique & protons (KATOU et ICHINO, 1982).

f/ La pression osmotique

Trés peu de données ont &té recueillies sur 1'effet de la pression

osmotique du milieu d'incubation sur 1'extrusion de protons.

DELROT et BONNEMAIN (1979) montrent que les pressions osmotiques
€levées accélérent 1l'acidification du milieu d'incubation de tissus fo-

liaires de Vesce, durant les premiéres heures de 1'expérience. (fig 10)
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L ] \ I~
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5 7 \. \l -\
4 \. R " v ) w—
\.\\.N
4.51' : . . ‘ P PO
0 1 2 3 . A 6
incul:?oﬁon emps (heures)

Acidification du milieu d'incubation par les tissus

MgCis Q,25 mM
CaClpy O,5mM

id.+ Mannitol 100 mM

id. + Mannitol 250 mM

id.+ Mannitol 500 mmM

lots traités a la FC

foliaires

de Vesce en fonction de la pression osmotique.
fig 10

(DELROT et BONNEMAIN, 1979)

e e s s S o, S o . s

Plusiéurs travaux mettent en &vidence une augmentation de 1'extru-

sion de protons par les tissus végétaux i la lumidre (NOVACKY et coll.,
1978 et 1986. VAN BEL et coll., 1982).

L'extrusion de protons par la Lentille d'eau est plus importante a
la lumiére qu'a 1'obscurité. Les cellules peuvent &élever leur potentiel
membranaire au delid de -220mV. Ce potentiel ne se maintient pas pendant

la phase obscure consécutive (NOVACKY et coll., 1978 et 1980).

h/ La_température

A 9°C, les tissus foliaires de Vesce n'acidifient pas leur milieu
d'incubation. L'acidification est dé&clanchée par une élévation de la tem~—

a 20°C (DELROT, 1981). (fig 11)

Kﬁduau%yuau&b

pérature

A 9°C 1'acidification ne se produit pas;
un réchauffement la déclanche.
fig 11
(DELROT, 1981)

>



Remarque : 3 9°C, 1'activité métabolique des tissus de Vesce est
arrétée ou trés basse. L'auteur utilise cette tempéra-
ture pour montrer que l'extrusion de protons est bien
liée au métabolisme (et n'est pas un phénoméne purement

physique).

I1 est intéressant de souligner que 1'influence des températures
n'est actuellement pratiquement pas analysée alors que des recherches
prometteuses s'annoncent chez les v8gétaux pérennes ayant notamment des

besoins en froid (AURIAC et coll., 1984).

i/ L'aérobiose/anaérobiose

Lorsque le milieu d'incubation des tissus foliaires de Vesce contient
de 1'azote (anaérobiose), on n'observe pas d'acidification. Celle-ci se

produit lorsqu'on &limine le courant d'azote (DELROT, 1981). (fig 12)

¢ owraut e Ve :
En anaérobiose, le milieu d'incuba-
tion ne s'acidifie pas.

5 o

fig 12
(DELROT, 1981)
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L'acidification du milieu extracellulaire par les tissus végétaux,
sensible 3 la température et & la présence d'oxygéne, est donc bien un

processus métabolique.

j/ Le_pH_extracellulaire

D'aprés NOVACKY et coll. (1978), 1'extrusion de protons est sensi-
ble aux variations de pH extracellulaire. Ce dernier semble affecter la
composante passive (diffusion) du potentiel membranaire, qui augmente

fortement (de -90 mV a - 180 mV) lorsque le pH passe de 5,6 3 8.
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k/ Les inhibiteurs

. Les découplants de phosphorylation
Le carbonylcyanure m-chlorophénylhydrazone (CCCP) 3 la concengration
de 5.10-6M', et le 2-4-dinitrophénol (DNP) & la concentration de 2.10*5M
inhibent 1'acidification de tissus foliaires de B1é&, induite par la FC,
aprés quelques minutes de latence, puis provoquent une alcalinisation du

milieu (LEGER, 1982). (fig 13)

517
A
52 Evolution du pH du milieu d'incubation
51 de fragments foliaires de Blé en fonc-
' du temps.
- L4
< B ‘A : témoin
.. -6
52 B : effet de 1'addition de CCCP (5.10 M)
2 —
57 ' C : effet de 1'addition de DNP (2.10 5M)
\\\\\\\i\\\VAN_C La fléche indique le moment ol le reac-
tif est ajouté au milieu d'incubation.
54 ;
0 30 60
© temps (min}
fig 13

(LEGER, 1982)

Le gradient de protons &tabli par le traitement de racines de Mais
au PCIB est aboli par le P-fluorométhoxycarbonyl cyanure phénylhydrazone
(FCCP). Chez les lots témoins, sans PCIB, comme chez ceux traités au PCIB,
le pH du milieu augmente rapidement jusqu'd une valeur voisine de la neu-

tralité (MOLONEY et coll., 1982).

L'action inhibitrice des découplants sur 1'extrusion de protons est
également mise en évidence par KINRAIDE et ETHERTON (1980) sur des colé-
optiles d'Avoine et par AURIAC et coll. (1984) sur des bourgeons de tuber-

cules de Crosne.

I1 semble que les découplants de phosphorylation diminuent le niveau

.



d'ATP dans les tissus en aﬁgmentant la dégradation et en bloquant la.
synthése de 1'ATP nécessaire au fonctionnement du processus d'acidifica~’
tion. :

De plus, leur effet brotonophore, en augmentant la perméabilité du
plasmalemme aux ions H+, peut provoquer une dissipation du gradient de
protons existant de part et d'autre de la membrane. L'alcalinisation ob-
servée en fin d'expérience par LEGER (1982) traduit vraisemblablement

ce phénoméne.

. Les inhibiteurs de la synthése des
protéines
L'extrusion de protéons par les fragments de feuilles de Tomate et
par les cotylédoné de graines germées de Courge, stimulée par la FC et
les hormones de croissance, est remarquablement réduite par le cyclohé-

ximide (CH) et la puromycine (PUR) (MARRE et coll., 1974).

Le cyanure de potassium (KCN), inhibiteur métabolique , diminue
€galement fortement 1'extrusion de protons. La repolarisation consécu-
tive 3 la dépolarisation induite par 1'absorption de soluté est réduite

ou éliminée par le KCN (KINRAIDE et ETHERTON, 1980 et 1982). (fig 14)
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fig 14
(KINRAIDE et ETHERTON, 1982)
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La figure 14 montre la relation entre la vitesse de repolarisation

et le niveau d'ATP dans les tissus traités avec le KCN.

. Les inhibiteurs des groupements thiols
Selon que 1'inhibiteur péné&tre ou non dans la cellule, son action

sur 1'extrusion de protons est différente.

L'extrusion de protons par les feuilles de Vesce est fortement
ou complétement inhib&e par 0,1 mM de N-éthylmaleimide (NEM), agent péné-

trant dans la cellule.

Par contre, l'acide parachloromercuribenzenesulfonique (PCMBS),
qui ne pénétre pas dans la cellule, n'a pas d'effet sur l'extrusion de

protons (DELROT et coll., 1980).

Deé résultats similaires ont été enregistrés par LEGER (1982) sur
des tissus foliaires de Blé :

La NEM, 3 la concentration de 10~3M, provoque l'arrét de 1'acidifica-
tion du milieu aprés 10 & 15 minutes de latence.

A la méme concentration, le PCMBS n'influence pas 1'acidification

du milieu par les tissus. (fig 15)

57 : I
g f;//qf
E . 4 i
E A
A ?:: H 4
2 . e
52 g oot
57 = Pyl
¥
- 1 e
O z 1 2 4
temps N
53
517 .
' fig 15
(LEGER, 1982)

C Evolution du pH du milieu d'incubation
de fragments foliaires de Blé en fonction
du temps.

51

A : témoin

G 3 & 9 . -3
Pamacfm o B : effet de la NEM (10 ~ M)

C : effet du PCMBS (1073 M)

La fléche montre le moment oid le réactif est ajouté au milieu d'incubation
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Le fait que seul le réactif pénétrant dans la cellule, la NEM, agisse
sur 1l'extrusion de protons, montre 1l'existence d'un groupement sulfhy-
dryl (SH) essentiel pour l'activité de la pompe i protons, et sa position

d la surface interne du plasmalemme.

. Les inhibiteurs d'ATPases membranaires
Le diéthylstilboestrol (DES), & une concentration de 10”5 M, réduit
l'action stimulante des ions K+ et de la FC sur 1'extrusion de protons

par les tissus foliaires de Vesce (DELROT et BONNEMAIN, 1979).

Sur le méme matériel végétal, DELROT (1981) a constaté une inhibi-
tion de 1'acidification du milieu d'incubation par le N-N'-dicyclohexyl-

carbodiimide (DCCD).

Le DES, a la concentration de 5.10--4 M, provoque un arrét de 1'
acidification, induite par la FC, du milieu d'incubation de tissus fo-
liaires de Blé, et maintient le pH du milieu 3 peu prés constant.

Le DCCD, & la méme concentration, entraine soit une réponse iden-

tique, soit une alcalinisation du milieu (LEGER, 1982). (fig 16)

5,?E
A
; Evolution du pH du milieu d'incuba~-
52! tion de fragments foliaires de Blé en
5% ' fonction du temps.
%-i s B A : témoin
53l B : effet du DCCD (5.10 " M)
s c C : effet du DES (5.10 " M)
La fléche traduit le moment od le
¥ réactif est ajouté dans le milieu d'
53, incubation.

0 W e 0
temps {min}

fig 16
(LEGER, 1982)
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L'orthovanadate provoque un arrét de 1'extrusion de protons par

les bourgeons de Crosne du Japon (AURIAC et coll., 1984).

L'effet de ces différents inhibiteurs sur 1'acidification du milieu
d'incubation par les tissus végétaux est en faveur de l'existence d'une

ATPase membranaire intervenant dans 1l'extrusion des protons.

B. L'absorption de potassium

S'il semble certain actuellement qu'une absorption d'ions K+ est
couplée & 1'extrusion de protons, les données sur cette absorption sont
encore peu nombreuses et la nature du lien H+/K+ encore mal connue.

. 8 + eqe .
Le rubidium 6Rb est utilisé comme traceur du potassium.

1°) Localisation de 1'absorption de potassium dans

les tissus végétaux

Les résultats d'autoradiographies montrent que 1'absorption du

86Rb+ concerne a la fois le mésophylle et les nervures des feuilles de

Vesce.
Cependant, 1l'absorption est toujours plus importante dans les ner-
vures (en rapport avec la charge du phloéme), notamment quand les tissus

sont traités avec la FC (DELROT et BONNEMAIN, 1979).

2°) Facteurs intervenant sur 1'absorption de

potassium

a/ Le pH extracellulaire

Lorsque le pH du milieu d'incubation de cotylédons de Ricin augmen-

te de 5,5 a 6,6 unités pH, 1'influx de Rb' augmente également (HUTCHINGS,
1978b). (fig 17)
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b/ Les ions K+

— - —— o " - s> <" oo -

L'influx de

Effet du pH extracellulaire sur 1'

- 09 -

influx de Rb' dans les cotylédons de

Ricin.

86Rb dans les cotylédons de Ricin dépend de la concen-

tration du milieu d'incubation en ions Rb+, a pH initial 6,1. (fig 18).

(HUTCHINGS, 1978b).
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¢/ La fusicoccine

La FC stimule 1'absorption de Rb" par les tissus foliaires de Vesée,
en moyenne de 1007 par rapport aux témoins (DELROT et BONNEMAIN, 1979).
(fig 19)

' Fusicoccine 1 ‘S ) 1: eau distillée
v ] N
L ] N b\ . MgClp 0.25mMm
E'.a-’ g; [J7émoin E: § N 5 2 CaCiz 0,5 mM
.3 i: \ 2+ ital
: TEabi
S S \
(")9 N ;—I— \ 4: 2 + mannitot
N N 500 mM
P N EIN
:....-'>'— \ \ \ 5: 2+ mannitol
5 N 750 mM
8 \
;g 1 \\\ \ 6: 2+mannito|
o N N im
3 N NE N N ot
1 2 3 4 5 6 o

Absorption du 86Rb par les tissus foliaires de Vesce en présence

ou en absence de FC (lO_5 M.

fig 19
(DELROT et BONNEMAIN, 1979)

Des résultats similaires sont obtenus par LEGER (1982). L'action de
la FC, nette dés les 30 premiéres minutes, s'amplifie au cours du temps.
Parmi les concentrations utilisées (10-7, 1006, et 10“5 M), la
concentration 10”7 M semble €tre la plus efficace pour des temps de réac-—

tion inférieurs & 30 minutes.

d/ Les sucres

s, i o o o, T o S,

L'influx de Rb® dans les cotylédons de Ricin est réduit de 327 en

présence de 10 mM/1 de saccharose, 3 pH 6,1 (HUTCHINGS, 1978b).

. + .
L'influx de Rb et le cotransport proton-saccharose sont deux voies
de dissipation du gradient électrique établi par la pompe & protons, d'

oli 1'intérét d'étudier les interactions entre ces deux flux.
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e/ Les inhibiteurs des groupements thiols

De méme que pour 1l'excrétion de protons, l'action des inhibiteurs
des groupements thiols sur 1'absorption du potassium différe selon qu'il

s'agit de réactifs pénétrant ou non dans la cellule.

L'inhibition de 1'absorption de 86Rb par les tissus foliaires de
Vesce, faible 3 0,1 mM de NEM, devient férte au dessus de 0,5 mM de NEM.
Cependant, 30 3 407 de 1'absorption totale de 86Rb ne peut €tre inhibée
par la NEM.

Des résultats semblables sont obtenus avec d'autres inhibiteurs

(DES, DCCD, CCCP).

Ces données mettent en évidence 1'existence d'une composante passi-
ve de 1'absorption de 86Rb, insensible au NEM.

Pour des concentrations allant de 0,01 & | mM, le PCMBS n'a pas
d'effet sur 1'absorption de 86Rb.

Par contre, on observe une stimulation de 1'absorption de 86Rb par

le PCMBS pour une concentration de 5 mM (DELROT et coll., 1980).

LEGER (1982) ne constate pas non plus de variation significative
des taux d'absorption de 86Rb par les tissus foliaires de Blé des lots
témoins et des lots traités au PCMBS, excepté pour la concentration
107> M de PCMBS.

L'inhibition de 1'absorption de 86Rb par la NEM est mesurable dés

5.10—5 M et s'accentue lorsqu'augmente la concentration en NEM. (fig 20).
o |
200 AT -~
L ST 1 ]
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g i I\\ i ; " \ _ .
o f\\‘ %ﬁ en NEM (carré blanc) et en PCMBS (carré
o i \\\ : : . . 8
100; ?\\V////I; noir) sur 1l'absorption du 6Rb par des
i T C
fragments foliaires de Bleé.
O’ g J
T -5 -4 3
tog [infubiteur (M)}
fig 20

(LEGER, 1982)
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Ces résultats corroborent 1'hypoth&se d'un groupement SH, dirigé
vers 1'intérieur de la cellule, au niveau de la pompe i protons respon-

sable des flux d'ions H' et K+.

C. L'echange H' /K+

~ . + o+
Les données concernant 1'@change H /K sont trop peu nombreuses et
ne concordent pas suffisamment pour pouvoir conclure sur la nature et

la stoichiométrie de cet échange.

Le fait que 1'efflux de protons et 1'influx de potassium réagissent
dans le méme sens au traitement des tissus avec les inhibiteurs ou avec
la FC constitue un argument en faveur de leur couplage, qu'il soit direct

ou indirect.

+, + S,
Selon DELROT et coll.,(1980), le couplage H /K n'est pas direct

car la NEM, a la concentration de 0,1 mM, abolit complétement 1'extrusion
de protons sans affecter fortement 1'absorption de 86Rb par les tissus

foliaires de Vesce.

LEGER (1982) aboutit & la méme conclusion. En effet, il n'y a pas
de parallelisme strict entre les réponses obtenues, en présence de FC,

e . s . . ~ . 8
sur 1'acidification du milieu d'incubation et sur 1'absorption de 6Rb

par les tissus foliaires de B1é : 3 la concentration de 10~7 M, la FC

stimule plus efficacement 1'absorption de 86Rb que l'excrétion de protons.
D'autre part, la NEM 3 la concentration de 10—3 M inhibe totalement

l'acidification du milieu induite par la FC et ne réduit 1'absorption de

86Rb que de 507.

Ces résultats constituent un argument en faveur de l'existence d'un
. . . - . +, +
influx passif de potassium se superposant 3 1'antiport H /K .

|
'~ +,* . e,

HUTCHINGS (1978a) propose pour 1'échange H /K une stoichiométrie
1:1, les valeurs de 1l'efflux apparent de protons et de 1'influx de potas-—
sium, a pH 6,1 et pour des concentrations égales de KCl ajoutées au milieu
d'incubation de cotylédons de Ricin, étant similaires.

I1 a mesuré également des valeurs semblables de KM et VMax pour 1'
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efflux apparent de protons et 1'influx de rubidium.
DELROT et BONNEMAIN (1979) constatent, sur des tissus foliaires de
Vesce incubés dans un milieu en présence de Rb+, que la vitesse d'extru-
. . + . . - .
sion des ions H est multipliée par 3,5 alors que l'entrée des ions Rb'

est multipliée par 1,85.

D. Nature et structure de la pompe 3 protons

1°) Preuves de 1l'existence d'une ATPase plasmalem-

mienne

L'existence d'une ATPise fonctionnant comme pompe 3 protons est
. o . . + s g ere
mise en évidence par les effets des ions K, de la FC et des inhibiteurs

sur l'extrusion de protons.

-

La rapidité avec laquelle les tissus foliaires de Vesce répondent &
1'addition de FC ou de DES conduit 3 penser que 1'ATPase se localise

au niveau de plasmalemme (DELROT et BONNEMAIN, 1979).

2°) Structure de 1'ATPase

L'utilisation des inhibiteurs spécifiques des groupements thiols
apporte quelques éclaircicements sur la structure de 1' ATPase (voir

I, A, 2°, k page“?).

Aucun groupe sulfhydryl essentiel pour 1l'activité de 1' ATPase
n'est exposé sur la surface externe du plasmalemme (le PCMBS, agent ne
pénétrant pas dans la cellule, n'a pas d'effet inhibiteur sur 1'extru-

. . . . +
sion de protons ni sur la pénétration de Rb ).

Par contre, l'effet rapide de la NEM, agent pénétrant dans la
cellule, serait expliqué par 1l'existence d'un groupement SH situé 3 la
face interne du plasmalemme et dont 1'intégralité serait nécessaire &
1'extrusion des protons. (la NEM n'affecte pas fortement 1'influx de Rb+)

(DELROT et coll., 1980; LEGER, 1982).
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II . LE COTRANSPORT PROTON-MQLECULE

Le cotransport proton-molécule ou symport est un mécanisme grice
auquel un soluté, accompagné de protons, pénétre dans la cellule contre

son propre gradient de concentration.

A. Mise en évidence du cotransport proton-molécule

Le cotransport proton-molécule se traduit par une alcalinisation
du milieu extracellulaire et une dépolarisation membranaire. Ces effets,

tous deux passagers sont suivis d'une repolarisation de la membrane.

Le maximum de dépolarisation successif & un apport de saccharose
dans le milieu d'incubation de cotylédons de Soja est atteint en 90 se-
condes. La repolarisation a lieu aprés 300 i 600 secondes (LICHTNER et

SPANSWICK, 1981).

Les molécules organiques donnant lieu & un transport actif sont

des sucres et des acides aminés.

1°) Le transport des sucres

En ce qui concerne les sucres, le probléme se pose de savoir s'ils
sont transport&s sous une forme complexe (saccharose) ou hydrolysée

(hexoses).

Chez la Lentille d'eau, un apport de 5mM de glucose ou de 2-déoxy-
glucose dans le milieu d'incubation est suivi d'une alcalinisation du

milieu et d'une dépolarisation membranaire (NOVACKY et coll., 1980).

LICHTNER et SPANSWICK (1981) observent des dépolarisations moins
importantes apré&s un apport de glucose et de fructose qu'aprés un apport
de saccharose.

Le tris, puissant inhibiteur de 1'invertase de la paroi cellulaire,
n'a pas d'effet sur la dépolarisation induite par le saccharose, ce qui
confirmerait que c'est le saccharose et non le fructose et le glucose,

qui est transporté lorsque le saccharose est apporté au milieu extérieur.

-
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En accord avec ces résultats, une alcalinisation du milieu d'incu-
bation de cotylédons de Ricin est observée aprés addition de saccharose
dans le milieu, alors que l'addition de glucose ou de fructose reste sans

effet (HUTCHINGS, 1978a).

Une valeur élevée du potentiel membranaire est une condition pré-
liminaire & 1'absorption active d'hexoses par la Lentille d'eau. Quand
les cellules mainfiennent uniquement un potentiel de diffusion, on n'
observe pas de dépolarisation aprés addition de glucose (NOVACKY et coll.,
1978).

Quelle que soit la forme sous laquelle les sucres péndtrent dans la

cellule, leur absorption est couplée & un sYstéme de transport de protonms.

LICHTNER et SPANSWICK (1981) montrent que la dépolarisation induite
par umne addition de saccharose dans le milieu d'incubation de cotylédons
de Saja a lieu en absence d'ions Na' et ne montre pas de dépendance par
rapport aux ions K+, pour des concentrations allant de 0,05 & 5 mM de
potassium (voir fig 4, Zéme colonne, pége 9 ).

Par contre, la dépolarisation est dépendante du pH extracellulaire.

L'influx de saccharose est donc couplé avec des ions H+ et non avec

. + +
des ions Na ou K .

L'alcalinisation du milieu extracellulaire et la dépolarisation
consécutive & un apport de sucre corroborent 1'hypothése d'une associa-

tion proton—-sucre dans le transport actif des sucres.

D'aprés HUTCHINGS (1978b), la stoichiométrie H+:saccharose est infé-
rieure 3 1 et varie avec 1'augmentation de la concentration en saccharose.
A pH 6, protons et saccharose sont en proportion:
= 1:3 pour | et 2 nmol/l de saccharouse,

- 1:20 pour 100 nmol/1 de saccharose. (fig 21)

Sucrose 2 Sucrose
(tmmol !

27 Stoichiométrie H :saccharose selon des concentra-
34
39
0.6 0
14.9
208

13 e

5 tions croissantes de saccharose, 3 pH 6,0.

o
SH
100

fig 21
(HUTCHINCS, 1978h)
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2°) Le transport des acides aminés

Une dépolarisation passagére, suivie d'une repolarisation est obser-
vée aprés addition d'acides aminés acides ou neutres dans le milieu d'

incubation de coléoptiles d'Avoine (KINRAIDE et ETHERTON, 1980 et 1982).

CAUSSIN et coll. (1982) constatent également une alcalinisation
transitoire du milieu d'incubation de haustoriums de Polytrics aprés

addition d'acides aminés neutres . (fig 22)

L'addition de thréonine dans
1'eau distillée provoque une

alcalinisation transitoire.

1 1 A
o' N 1 2

- Temps (heures)

P

fig 22
(CAUSSIN et coll., 1982)

Aprés addition d'acides aminés, le changement de potentiel membra-
naire, dd & un courant de protons, varie selon qu'il s'agit d'acides
" aminés acides,neutres ou basiques :
- La cystéine provoque une dépolarisation suivie d'une forte repolari~
sation.
- la lysine, l'arginine et 1l'ornithine provoquent une dépolarisation
suivie d'une repolarisation faible et passagére.
- 1'acide acétique provoque une hyperpolarisation réguliére, due a 1'
absorption d'acide acétique non dissocié suivie d' une dissociation
intracellulaire et d'une extrusion de protons (KINRAIDE et ETHERTON,
1982). (fig 23)
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(KINRAIDE et ETHERTON, 1982)
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B. Matériel végétal &tudié

1°) Les organes et tissus accumulateurs

Dans ce type de matériel végédtal, 1'accumulation des solut&s dans
la cellule se fait contre un gradient de concentration qui peut &tre trés
fort. C'est donc un matériel dans lequel le transport actif est impor-

tant.

On y trouve : - les tubercules et les racines tubérisées (Crosne
du Japon, Topinambour, Betterave, ...),
- les cotylédons (Ricin, Soja, Courge, Radis, ...),

- les tissus conducteurs,

les fruits (Vesce, ...).

2°) Les modéles particuliers

Des modéles particuliérement adéquats pour 1'é@tude du cotransport
proton-molécule sont constitués des tissus végétaux dans lesquels les

plasmodesmmes sont absents.

Ce sont : - le haustorium du Polytric,

- les cotylédons de Soja.

Les cellules isol&es et les protoplastes sont également utilisés

(Avoine, Platane ...).

C. Facteurs intervenant sur 1'absorption des sucres et des

acides aminés et sur la dépolarisation qui 1'accompagne

1°) La température
p

L*absorption de saccharose par les cotylédons de Ricin et 1'influx
de protons sont inhibés en moyenne de 83% 3 3°C par rapport 3 leur va-

leur & 24°C (HUTCHINGS, 1978a).

De méme, 1'absorption de saccharose par les tissus de racine de
Betterave sucriére diminue de 50% lorsque la température passe de 22°C

-

a 15°C. Cette variation de température ne modifie pas la nature liné-
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aire de 1'absorption de saccharose, pdur des concentrations supérieures
d& 40 mM (SAFTNER et coll., 1983). (fig 24).

Sucrose uptake rate (umol h™'g™ ")

0.8r

o3¢

0.6+

e > reed

0.4 T
X
1
1
X
1
0.2
X
0.0¢ ’ . .
0 100 200 300

Sucrose concentration (mM)

Absorption de saccharose par les racines de Betterave sucriére
en fonction de la concentration en saccharose du milieu d'incu-
bation, & 22°C (control) et & 15°C.
fig 24
(SAFTNER et coll., 1983)

2°) Le pH extracellulaire

L'absorption de saccharose par les cotylédons de Ricin semble &tre

insensible au pH du milieu d'incubation. (fig 25)

300

P

Influx de saccharose en

LN
@
(o]

/
/

fonction du pH du milieu

d'incubation de cotylédons

sucrose influx(nmol mirrf{Scotyledons™

—_— de Ricin.
100¢ b
/ . SmM sucrose
[ — ,—«-«“"‘""“"W * %
2mMsucrose ‘
Ugo T 62 64 oy 66 68 70

fig 25
(HUTCHINGS, 1978a)
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Par contre, 1'influx de protons est maximum 3 pH 6,2 et nul &

pH 6,6. (fig 26)

e
s
2 | |
8 ‘ .
= | Influx de protons en fonction
§Ad — « 10mM sucrose P
ol . + SmM sucrose du pH du milieu d'incubation
£ ) . s 2mM sucrose
= ‘ P de cotylédons de Ricin.
& , ‘
<
= N
2 .
E ~
x \'\,\ ) N,
64 py 66 G 70

fig 26
(HUTCHINGS, 1978a)

LICHTNER et SPANSWICK (1981) observent également une influence
significative du pH extracellulaire sur la dépolarisation induite par un
apport de saccharose au milieu d'incubation de cotylédons de Soja.(fig 27)

100 &

80+

[EC —

7ok Influence du pH extracellulaire sur
la dépolarisation membranaire induite

60F el
par un-apport de saccharose au milieu

(pH 50 =100)

50f ‘ d'incubation de cotylédons de Soja.

sol \\\4

30

DEPOLARIZATION

20F . -

/o

olu L ! 1 ok !
5.0 6.0 70 8.0 90 . I00
EXTERNAL pH

fig 27
(LICHTNER et SPANSWICK, 1981)

D'autres auteurs mettent en évidence une influence du pH extracellu-

¢

laire sur l'absorption de sucre.
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L'absorption de saccharose par les tissus foliaires de Vesce est

maximale aux pH acides, de 3,5 & 5,5 (DELROT, 1981). (fig 28)

1 ) i i i )

B

Vitesse d'absorption du saccharose
par les tissus foliaires de Vesce

en fonction du pH extracellulaire.

\Y (n mol/cm2 _min)
e

fig 28
(DELROT, 1981)

L'absorption de glucose par la Lentille d'eau est, elle, optimale

a pH 6. (NOVACKY et coll., 1980).

NOVACKY et coll. (1978) montrent que la dépolarisation, lors de la
pénétration de glucose et de protons dans la cellule est moins sensible
aux variations de pH extracellulaire que ne 1l'est la repolarisation spon-

tande qui lui succéde (voir I, A, 2°, j page 16).

L'absorption des acides aminés semble égaleﬁent sensible au pH extra-

cellulaire.

L'absorption de glycine par le sporophyte du Polytric est fortement

stimulée aux pH acides, notamment entre 4,4 et 5,5. (fig 29)

r T T T T Y T

- 4
Influence du pH extracellulaire sur 1'absorp

A tion de glycine par le haustorium du Poly-

tric.

nmal W 2 sporoph\,'es"

pH
fig 29
LCAUSSIN et.coll., 1982)
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Des résultats analogues ont &été obtenus avec l'acide O amino isobu-

tyrique dont 1'absorption est maximale a pH 4’(CAUSSIN et coll., 1982).

VAN BEL et coll. (1982) montrent que l'ébsorption de valine par les
cellules de mésophylle de Commelina diminue lorsque le pH extracellulaire
augmente. Cependant, 1'influence du pH est moindre pour de fortes concen-

trations en valine que pour de faibles concentrations. (fig 30)

% ! e § Effet du pH extracellulaire sur 1'ab-
& 7 sorption de valine par les cellules de
i 70 % mésophylle de Commelina,en fonction des
g { 50 % concentrations en valine.
» | ot 10°mol/1 de valine
of; s ; e To e & 3.10 2 mol/1 de valine
pH
fig 30

(VAN BEL et coll., 1982)

KINRAIDE et ETHERTON (1980) obtiennent des résultats différents avec
des acides aminés acides, neutres ou basiques : les variations de pH, qui
affectent fortement la dépolarisation consécutive & 1'addition d'acides
aminés acides ou neutres au milieu d'incubation de coléoptiles d'Avoine,

affectent faiblement la dépolarisation induite par un apport d'acides

aminés basiques.
o g +
3°) Les ions K

L'absorption d'acides aminés ou de sucres par les tissus végétaux

. . . . . +
et 1'influx de protons qui 1'accompagne sont inhibés par les ions K .

Les données concernant les concentrations minimales de potassium

nécessaires pour observer une inhibition différent selon le matériel

végétal étudié.

HUTCHINGS (1978b) note une diminution de 1'influx de protons, aprés
addition de saccharose dans le milieu d'incubation de cotylédons de Ricin,

lorsque 1,6 mM/1 de sulfate de potassium (KZSOA) sont ajoutés au milieu.
(fig 31)
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300 Effet des ions K| sur 1'influx de

constant pH6.0
protons consécutif 3 1'addition de

saccharose dans le milieu d'incuba~

g

’ﬂnmgﬂmmamQDmM+ tion de cotylédons de Ricin, en

+

H {nmol)consumed

100 16mM K, S0, fonction du temps.
0 B @
sucrose added
fig 31

(HUTCHINGS, 1978b)

Par contre, 1'absorption de saccharose n'est pas affectée par 8,3 mM
de chlorure de_potassium (KC1) ajoutés au milieu. Cependant, de plus for-

tes concentrations de KCl peuvent inhiber 1'absorption de saccharose.

‘ L'absorption de valine par les bourgeons de Commelina est diminuée
‘par des concentrations croissantes de Kzso4 dans le milieu, & partir de

10 mM/1 de K,S0, (VAN BEL et coll., 1982). (fig 32)

Uptake velocity of valine

K" conc. 107> mol 1™ 310 2 mol 17! Effet de la concentration en ions
nmot ! nmol h™/10° cells K’ du milieu d'incubation de bour-
0 1.30 185 geons de Commelina sur la vitesse
,3 1?3 ' }?; d'absorption de la valine par les
o
0 o6 ol cellules.
) 0.87 149

fig 32

(VAN BEL et coll., 1982)

CAUSSIN et coll. (1982) observent Egalement une diminution impor-
tante de 1'absorption de glycine par le haustorium du Polytric pour des
concentrations de KCl d'au moins 10 mM/1 ajoutées au milieu. Avec 20 mM
de KCl, 1'absorption de glycine diminue de moitié.

Des résultats analogues sont trouvés avec l'acide & amino butyrique

(CAIB). .
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L'influx net de protons et la vitesse d'absorption du saccharose

par les cotylédons de Ricin dépendent de la concentration en saccharose

de leur milieu d'incubation.

Cependant, 1'influx de protons est saturé au-deli de 50 mM/1 de

saccharose alors que 1'absorption de saccharose reste croissante jusqu'a

100 mM/1 (HUTCHINGS, 1978a). (fig 33 et 34)

el
i JE— )
2 T
8 i
2 7
BLO ~ 012
&%’ S 1 i s <
E olv' e
% // {(5cotyledors™) !
g£20r 004 Ky
\i‘. ‘ /AP/ V,,:x:LSnrmimm“' .
= i . g . (Scotyledors )
B f -o.Z“/”oL"”*GZ'T“@i@ T2 o
& Eurosel (mM™)
I O L i H o i
20 40 60 80 100
[sucroselmM
7 fig 33
(HUTCHINGS, 1978a)
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fig 34

( HUTCHINGS, 1978a)

Influx net de protons en fonc-

_ tion de la concentration en

saccharose du milieu d'incuba-
tion de cotylédons de Ricin, 3

pH 6.

Influx net de saccharose en
fonction de la concentration
en saccharose du milieu d'in-

cubation de cotylédons de Ricin

a pH 6.

LICHTNER et SPANSWICK (1981) observent €galement une saturation des

dépolarisation® induites par le saccharose, pour des concentrations en sac-

charose supérieures 3 50 mM/1. (fig 35)
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fig 35
(LICHTNER et SPANSWICK, 1981)

NOVACKY et coll. (1978) remarquent que l'addition de glucose dans
le milieu d'incubation de Lentilles d'eau dont les cellules ont un poten-
tiel membranaire bas (=90 mV), & 1'obscurité, ne provoque pas de dépola-

risation. L'addition de glucose dans le milieu n'induit une dépolarisation

que dans la mesure ol il est engagé dans une absorption active.

Ces auteurs ont également étudié 1l'effet du 2-déoxyglucose et du 3-0-
méthylglucose, sucres analogues au glucose, sur la dépolarisation membra-

naire.

5°) La fusicoccine

La FC stimule 1'absorption d'acides aminés eu de sucres par les tis—

sus végétaux.

Cet effet est constaté par DELROT (1981), LUTTGE et coll. (1981),; et
VAN BEL et coll. (1982).

Chez la Lentille d'eau, 1'effet stimulant de la FC est plus important
chez les plantes &nergétiquement déficientes que chez les plantes non dé-

ficientes.

La FC ne mofifie pas la constante d'absorption K_ de 1'acide aminé

S
absorbé. (LUTTGE et coll., 1981).
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6°) La lumiére | |

La lumiére augmente 1'absorption de valine par les cellules de méso-

phylle de bourgeon de Commelina (VAN BEL et coll., 1982)

NOVACKY et coll. (1978 et 1980) notent, chez la Lentille d'eau, une
diminution de la dépolarisation maximum aprés addition d'hexoses, i la
lumiére. Observable 3 0,1 KLx, cette diminution est considérable 3 25 KLx.

(fig 36)

%o

= 120 \\ o Dépolarisation maximum, chez la
£
- \ glurose . .
g | ey i O methylglucose Lentille d'eau, en fonction de
£ a0 /‘ yglucose f R A Z'deoxyglucf}ie”_a",,
5 ol f T glusose la concentration du milieu 4"
§ ' g!ncasf_c & O/ -
I [P 7 tght 01 kix - incubation en saccharose, 3 1'
£ 20 light 25kix. |4 ' _ - .o
g ] eteonsgiucose ¢ obscurité et a la lumiére (0,1

ol . . . . P § NP e e

0S5% 20 30 40 S0 0510 20 30 40 s0 . 7T 0

concentration [mM]) et 25 KLX) .
fig 36

(NOVACKY et coll., 1980)

L 'effet de la lumidre sur 1'absorption de soluté et sur la dépolari-
sation membranaire résulte d'une activation de la pompe i protons permet-—

tant un rétablissement plus rapide du gradient électrochimique de protoms.
7°) La dormance

L'absorption de molécules exogénes, en particulier de saccharose, par
les cellules de parenchyme de Topinambour, est plus importante chez les .
explants dormants que chez les explants non dormants. Chez ces derniers,
la mise en culture sur milieu inhibiteur, contenant de fortes concentra-
tions en saccharose, ne modifie pas cette propriété.

Or, c'est le pH cytoplasmique des parenchymes d'explants non dormants
qui est le plus bas. La différence de pH de part et d'autre du plasmalem-
me, plus faible chez les explants non dormants que chez les explants dor-
mants, explique les résultats obtenus sur 1'absorption de saccharose.

(GENDRAUD, 1981).
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8°) Les inhibiteurs

a/ Les découplants de phosphorylation

Les découplants de phosphorylation, bloquant la synthé&se d'ATP dans
la cellule et dissipant le gradient électrochimique de protons de part et
d'autre du plasmalemme, inhibent 1'absorption de soluté dans la cellule

et diminue la repolarisation membranaire qui 1'accompagne.

L'action inhibitrice du CCCP sur 1'absorption de glycine par le haus-
torium du Polytric apparait dés 10—6 M de CCCP et est presque totale 3
5.10 M.

Des résultatS»éimilaires sont obtenus avec 1'; AIB et le DNP (CAUSSIN
et coll., 1982).

VAN BEL et coll. (1982) constatent une inhibition plus forte du CCCP
sur 1'absorption de valine par les bourgeons de Commelina & 1'obscurité

qu'd la lumidre.

La dépolarisation observée aprés un apport d'acides aminés 3 des co-
léoptiles d'Avoine est diminuée en présence de DNP ou de KCN (KINRAIDE et
ETHERTON, 1980 et 1982).

L'absorption de saccharose par les tissus de racine de Betterave su-
criére est fortement inhibée par 10_5 M de CCCP. En présence de CCCP, 1°'
aBsorption dé saccharose est insensible aux changements de température et
aux inhibiteurs de la respiration et de 1'activité des ATPases. Elle a
donc un caractére passif, le CCCP éliminant le caractére biphasique de 1'
absorption (voir II, D, page &41).

Par ailleurs, le CCCP semble localiser son action sur 1'absorption
de saccharose dans la vacuole, et non dans le cytoplasme (SAFTNER et coll.

1983). (fig 37)

Treatment Free Space Cytoplasm Vacuole
umol h™' g™
Sucrose
Contro! * 0.44 0.56 0.30 Effet du CCCP sur 1'absorp-
+ CCCP 0.44 0.56 0.05 .
% Active 0 0 83 tion de saccharose et de
Glucose glucose dans 1'espace péri-
Control 0.47 0.49 0.10 ‘ 3
+ CCCP 0.4 o1 006 membranaire, le cytoplasme
% Active o 65 40 et la vacuole de cellules
fig 37 de racine de Betterave.

(SAFTNER et coll., 1983)
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La dépolarisation induite par un apport de saccharose dans le milieu
d'incubation de cotylédons de Soja est &liminée par le CCCP et 1l'azide

NaN3 (LICHTINER et SPANSWICK, 1981).

b/ Les inhibiteurs des groupements thiols

Les inhibiteurs des groupements thiols, le PCMBS et la NEM, inhibent
1'absorption de solutés par les tissus végétaux et la dépolarisation mem—.
branaire. Il semble qu'ils agissent différemment sur les tissus.

Rappelons que le PCMBS n'a pas d'effet sur l'excrétion de protons ni

sur 1'absorption de potassium alors que la NEM inhibe ces deux processus.

Le PCMBS semble &tre un inhibiteur selectif du processus de transport
du saccharose dans les cotylédons de Soja (HUTCHINGS, 1981) comme dans le
phloéme des feuilles de Vesce (DELROT et coll., 1980). Il diminue &gale-
ment la vitesse d'absorption de la valine par les bourgeons de Commelina

(VAN BEL et coll., 1982).

La capacité des cellules 3 dépolariser en présence de saccharose, di-
: minuée’par le PCMBS, est restaurée par le dithierythritol (DTE), compéti-
teur du PCMBS pour les groupements SH des protéines.

L'inhibition, par la NEM, de la dépolarisation membranaire induite
par le saccharose, n'est pas annulée par lavage des tissus traités avec

un milieu sans NEM ou avec du DTE. (fig 38, ocme colonne)

] Sucrose-in-
Treatment Membt?{; Poten- duced Depo-
larization
. % control Effet des réactifs sulfhy-
Control ~150 £ 3 100 dryls sur la dépolarisa-
20 mM DTE -177 £ 20 100
2.0 mm NEM -9l x6 9 tion induite par un apport
2.0 mm NEM, followed by 20 . .
mM DTE ~150 % 15 9 de saccharose dans le mi-
2.0 mm PCMBS ~104 %8 14 .y, .
2.0 mm PCMBS, followed by . lieu d’incubation de coty-
buffer wash ~-160 = 6 14 - .
8 .
2.0 mm PCMBS, followed by 20 lédons de Soja
mm DTE ~178 = 11 100
fig 38

(LICHTNER et SPANSWICK, 1981)

L'action irréversible de la NEM sur 1'absorption de saccharose peut

provenir d'une diminution de 1'approvisionnement de 1'ATPase en substrat,
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d'une augmentation de la perméabilité membranaire ou bien d'un lien dir
rect de la NEM avec la protéine transporteuse (LICHTNER et SPANSWICK,
1981).

DELROT et coll. (1980) constatent une distribution différente de ces
deux inhibiteurs dans les nervures de feuille de Vesce, les vaisseaux les

plus fins contenant meins de PCMBS que de NEM.

¢/ Les inhibiteurs des ATPases

Le DCCD et le DES diminuent fortement 1'absorption de saccharose par les
tissus de racine de Betterave sucridre (SAFTNER et coll., 1983) et son
accumulation dans le mésophylle et les nervures de feuilles de Vesce

(DELROT, 1981).

Le DES diminue également la vitesse d'absorption de la valine par

les bourgeons de Commelina (VAN BEL.et coll., 1982).

Par contre, l'orthovanadate, inhibiteur spécifique des ATPases plas-
malemmiennes, n'a pas d'effet significatif sur 1'absorption de saccharose

(SAFTNER et coll., 1983).

Le DES, le DCCD et l'oligomycine inhibent 1'absorption active de

saccharose. (fig 39)

Sucrose Uptake Inhibition
Treatment of Active Effet de différents inhibi~
. . Sucrose
Active Passive Untak ' .
ptae teurs sur 1l'absorption de
umol g" A %o d .

Contral 0511 £0035  0.454 % 0.030 saccharose par des disques
I X 10 ' M orthovanadate 0.506 = 0.031  0.436 + 0.028 ! racinaires de Betterave su-
S x 10 *m DES 0.260 £ 0.026  0.429 + 0.015 49
S x 10°* M DCCD 0.210 £ 0.045  0.442 £+ 0.039 59 + criére.
40 pg mi™' oligomycin®  0.066 £ 0.022  0.439 + 0.009 87

* Corresponds to approximately 5 X 107 m,
fig 39
(SAFTNER et coll., 1983)

D. Caractére biphasique de 1'absorption

Le caractére biphasique de 1'absorption active de saccharose par les
racines de Betterave sucridre est mis en &vidence par SAFTNER et coll.
(1983).
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Pour des concentrations de saccharoée extracellulaire inférieures
a 20 mM/1, le mécanisme d'absorption active semble approcher de la sa-
turation, avec un KM de 3,6.

Pour des concentrations supérieures, 1'absorption de saccharose
dépend linéairement de sa concentration dans le milieu. Cette composan-—
te linéaire de 1l'absorption n'est pas modifiée par une diminution de la
température de 22°C a 15°C ni par l'utilisation de CCCP, découplant de

phosphorylation.

VANNBEL et coll. (1982) obtiennent des résultats similaires concer=
nant la nature biphasique de 1'absorption de valine par les cellules de
mésophylle de bourgeon de Commélina.

La composante linéaire de 1'absorption, probablement de nature dif-
fusionnelle, n'est pas affectée par les inhibiteurs (CCCP, DES, PCMBS).

Elle contribue d'autant plus 3 1'absorption de valine que les con=>
centrations en substrat augmentent.

La diffusion étant indépendante du pH extracellulaire, 1'absorption
de valine sera moins influencée par ce pH pour de fortes concentrations

en substrat (voir II; C, 2° page 31).

E. Nature et structure du transporteur

Les données concernant le(s) systéme(s) de transport responsable(s)
. . . + - . -
de 1'absorption active des ions H et des molécules organiques sont tras

peu nombreuses.

Un seul systéme transporteur interviendrait dans 1'absorption active
de valine par les cellules de mésophylle de bourgeon de Commelina (VAN

BEL et coll., 1982).

Le transporteur responsable de 1'absorption des acides aminés par le
sporophyte du Polytric serait une protéine saturable située 3 la périphé-
rie du symplaste des cellules externes du haustorium, cellules de trans-—
fert caractérisées par une surface plasmique trés importante (CAUSSIN et

coll., 1982).

Chez la Lentille d'eau, le méme transporteur interviendrait dans 1'

absorption du glucose et du fructose (NOVACKY et coll., 1978).
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ITII . MODELES PROPOSES

Deux entités interviennent dans le transport des molécules organi-

ques : '

- la pompe 3 protomns, constituée par une ATPase plasmalemmienne possédant

‘un groupement thiol dirigé vers la face interne de la cellule. Cette
pompe est responsable d'une extrusion de protons qui &tablit un gra-
dient électrochimique de part et d'autre de la membrane plasmique, hy-

perpolarisée.

Le potentiel membranaire, & 1'état hyperpolarisé, comporte un com~

posant actif et un composant passif (diffusion).

L'excrétion de protons est couplée 3 un influx de potassium, mais

la nature de ce couplage est encore hypothétique.
L'efflux de protons acidifie le milieu extracellulaire, installant
une différence de pH entre le cytoplasme, de pH voisin de la neutralité

et le milieu extracellulaire, de pH acide.

- le cotransport proton-molécule, transport actif permettant 1'absorption

d'un soluté (sucres, acides aminés) par la cellule, contre son gradient
de concentration.

Cette absorption est couplée 3 un influx de protons.

L'énergie nécessaire au symport proton-molécule est fournie par le

gradient électrochimique de protons.

Le cotransport proton-molécule provoque temporairement une alcalini-
sation du milieu extracellulaire et une dépolarisation de la membrane
plasmique.

Les différences de potentiel et de pH de part et d'autre du plasma~

lemme sont restituées par le fonctionnement de la pompe 3 protons.

L'absorption active de soluté est de nature biphasique, 1'un des
eomposants, sensible aux variations de température et aux inhibiteurs
étant saturé par Gne certaine concenmtratien de soluté au deld de la-

quelle 1'autre composant, sans doute de nature diffusionnelle, dépend
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linéairement de la concentration en soluté.

Le transporteur, probablement une protéine, n'est pas connu.

Les modéles proposés s'accordent tous sur la nature et le fonction-

nement de la pompe 3 protons.

Par contre, plusieurs hypothéses sont émises sur le cotransport

proton-molécule.

HUTCHINGS (1978a et b) propose deux modé&les pour le cotransport

proton-saccharose dans les cotyladons de Ricin :

- un modéle dans lequel la steichiométrie H' :saccharose est de 1:1.
L'influx du couple H'-saccharose est masqué en partie par la re-
circulation des protons assurée par la pompe & protons. L'influx
de protons mesuré, toujours plus petit que 1'influx de saccharose,
est en fait 1'influx net de protons. La différence entre 1'influx
de saccharose et 1'influx net de protons est considérée comme 1'
efflux de protons par la pompe.

Ce modeéle expliquerait la différence observée entre les va- .-
leurs de Ky et Vax POUT 1'influx de saccharose et 1'influx net
de protons, celui-ci n'étant pas équivalent 2 1'influx de protons

qui accompagne le saccharose au cours du cotransport.

- le deuxiéme modéle présente le transporteur sous deux formes :

. une forme active, protonée, 3 fofte affinité pour le sub-
strat. Elle agit lorsque la concentration en saccharose et
le pH extracellulaire sont faibles.

. une forme passive, non protonée et 3 faible affinité pour
le substrat. Elle prend une part de plus en plus importan-
te dans le transport lorsqu'augmentent la concentration en

saccharose et le pH extracellulaire.

Selon ce modéle, la différence entre 1'influx de saccharose

et 1'influx de protons représente le transport du saccharose par

un transporteur non protoné.
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Ce modéle expliquerait la stolichiométrie proton:saccharose
diminuant avec 1'augmentation de la concentration en saccharose

et du pH extracellulaire.

Compatible avec le premier modé&le de HUTCHINGS, 1e‘modéle de cotrans-
port proton-saccharose proposé par DELROT (1981) pour l'accumulation des
glucides dans les tissus conducteurs de Vesce fait intervenir un trans-—
porteur enzymatique dont la protonation, sur la face externe de la mem-
brane, permet la fixation du glucide et sa translocation.

Au niveau de la face interne de la membrane, la perte du proton .

permet la libération du glucide. (fig 40)
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(DELROT, 1981)

KOMOR et TANNER, avaient propsé en 1974 un modéle de cotramsport
proton~saccharose, chez les Chlorelles, similaire au deuxiéme modéle

de HUTCHINGS. (fig 41)
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Cependant, VAN BEL et coll. (1982) jugent ce dernier modéle ciné-

tiquement impossible. Selon ces auteurs, la diminution de la stolchio-

métrie proton- saccharose avec des concentrations en saccharose et un

pH extracellulaire &levés provient de la nature biphasique du transport,

la diffusion, insensible au pH extracellulaire, contribuant d'autant

plus 3 1'absorption que les concentrations en substrat augmentent.

le

CAUSSIN (1981) schématise le cotransportrprétoﬁ-acide aminé dans

sporophyté du Polytric de la fagon suivante :
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Ce modéle simple est complété par les observations de KINRAIDE et
ETHERTON (1980) sur l'absorption des acides aminés par le coléoptile

d'Avoine.
Ils proposent un schéma différent selon qu'il s'agit du transport

d'un acide aminé acide, neutre ou basique. (fig 42)

BAsIC NEUTRAL AciDIC |  Modéles de transport des acides aminés

AR YA L basiques, neutres at acides i travers
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fig 42
(KINRAIDE et ETHERTON, 1980)

Les acides amin&s neutres seraient cotransportés avec un proton,
1'accumulation de ces acides aminés dépendant alors de la variation de

pH et du potentiel membranaire de la force proton-motrice.

Le transport des acides mminés acides semble relever d'un mécanis-

me similaire, mais chaque molécule d'acide aminé transporté serait asso-

" cie 2 un cation en plus du proton.

Les acides aminés basiques, protonés en permanence, ne semblent pas
étre transportés avec un proton additionnel. Le cotransport H e acides
aminés basiques serait donc faible ou absent. 11 s'agirait plutdt d'une
diffusion facilitée d'un cation chargé dont le gradientvdé potentiel

€lectrochimique génére lui-m@me la force conductrice.
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La synthése des documents obtenus par la recherche informatisée
permet de se rendre gompte que certains aspects du cotransport proton-
molécule font 1'objet d“une publication importante alors que d'autres
sont trés peu étudiés.

En fait, 1'excrétion de protons par la pompe ATPasique, centre
d'intérét de la grande majorité des documents obtenus, est maintenant
un mécanisme connu. Par contre, peu d'auteurs axent leur recherche sur
1'influx de potassium et la nature de 1'échange proton- potassium, qui
restent des aspects obscurs du cotransport proton-molécule. |

) Quant au transporteur responsable de Cevtransport,tuut reste encore

3 découvrir,

Si 1'on replace le probléme du cotransport proton-molécule dans
celui, plus vasté, de 1'accumulation des réserves dans la cellule, on
peut penser que les recherches effectuées éur le passage des molécules
dans la vacuole 3 traveré le tonoplaste apporteront des &léments de ré-
ponse aux questions qui restent posées sur le cotransport.

(BARBIER et GUERN, 1981. KOMOR et coll., 1977,1982. MARIN, 1982. THOM
et coll., 1982). ' ' |
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