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RESUME

La phosphatase acide des feuilles de Cotonnier est localisée dans les
fractions particulaires, principalement au niveau des chloroplastes.

Apres I"éclatement des chloroplastes une certaine activité demeure liée 3
%)a fraction membranaire. L'enzyme semble &ire fortement attachée aux mem-
ranes.

Le choc hydrique entralne une augmentation de l'activité totale de la
phosphatase acide et I’apparition d’une activité importante dans le cytoplasme,
aux dépens, en grande partie, des chloroplastes.

L’effet inhibiteur de l'acide chlorogénique ainsi que du jus cytoplasmique
riche en polyphénols sur Iactivité de la phosphatase acide a pu étre mis en
évidence.

SUMMARY

Acid phosphatase of cotton leaves is localized in particular fraction,
principally in chloroplasts.

After exposure of chloroplasts to hypotonic media some activity remains
associated with the membrane fraction. The enzyme seems to be strongly
attached to the chloroplast membranes.

Water stress induces an increase in .total activity of actd phosphatase
and the appearance of high activity in cytoplasmic fraction, for the great part
to the detrimient of chloroplastic activity.

The inhibition of the enzyme activity by either exogemc chlorogenic acid
or cytoplasmic fraction rich in phenolic compounds is demonstrated.

ABREVIATIONS

PEG : polyéthyléneglycol; PNP: p-nitrophénol; PNP-phosphate : p-nitrophényl - phos-
phate; TRIS : Tris(thydroxyméthyl)aminométhane.
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INTRODUCTION

Dans la cellule végétale la présence des phosphatases est signalée aussi bien
au niveau de particules que dans la fraction soluble (MEYER et al., 1971). Selon
certains auteurs (Y1N, 1945 ; NIR et POLIAKOFF-MAYBER, 1966 ; RAGETLI et al.,
1966 ; RAGETLI, 1967) une fraction importante de I’enzyme se trouve dans les
chloroplastes.

Or, d’aprés ILnN (1930, 1933, 1935, 1953, 1957), la déshydratation pro-
voque une destruction de la structure de protoplasme. STOCKER (1948) soutient
que la destruction de la structure protoplasmique augmente la perméabilité en
libérant les enzymes respiratoires et hydrolytiques et conduit 4 la diminution
de la photosynthése des chloroplastes. Selon KUrsaNOV (1940, 1946), OPARINE
et KADEN (1945) et OPARINE (1953), la déshydratation provoque une libération
des enzymes liées au complexe lipoprotéique, d’ott augmentation de Pactivité
hydrolytique.

NIR et POLIAKOFF-MAYBER (1966) ont trouvé une augmentation de 'activité
de la phosphatase acide sous l'effet de la sécheresse chez la Blette.

VIEIRA DA SILVA (1968, 1969, 1970) a étudié les effets de la carence
hydrique sur P’activit¢ de la phosphatase acide chez des cotonniers. Il a noté
que le traitement osmotique avait pour conséquence non seulement une libé-
ration de la phosphatase dans la phase soluble mais que I'activité spécifique totale
augmentait aussi.

11 est évident que l'augmentation de I'activité enzymatigue sous 'effet de la
sécheresse peut résulter soit d’une levée d’inhibition ou d’une activation de
zymogéne, soit d’une synthése de novo.

D’un autre c6té, au cours de nos recherches sur la sécheresse chez des
cotonniers, nous avons trouvé une baisse des teneurs en polyphénols (BRZOZOWSKA
et al.,, 1973) aussi bien sous leffet d'une pression osmotique provoquée par un
traitement au polyéthyléneglycol, que sous I'effet d’une sécheresse (naturelle)
provoquée par un desséchement du sol.

Sachant que les composés phénoliques peuvent inhiber l'activité de certaines
enzymes (AGATOVA et al., 1968 ; Loomis et BATTAILE, 1968 ; STRUMEYER et
MavLIN, 1969 ; BALDRY et al., 1970 ; MuUSZyNsKA et REIFER, 1970 ; SINGH et
WORT, 1970) on pouvait 1égitimement se demander si, dans le cas de la sécheresse,
la baisse des polyphénols ne pouvait pas étre la cause de 'augmentation de
Pactivité phosphatasique.

MATERIEL ET TECHNIQUES

Une variété de Cotonnier trés semsible 4 la sécheresse, HAR 444-2, issue de croi-
sements entre G. hirsutum, G. arboreum et G. raimondii, a été utilisée pour cette étude.

Les plantes ont été cultivées en serre, soit en pots de terre, soit en aquiculture, sur
une solution nutritive d’Hoagland modifiée (VIEIRA Da SiLva, 1970), additionnée d'oli-
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goéléments (HEWITT, 1952). Le choc hydrique a été provoqué de deux manieres différentes :
par abaissement & — 20 joules par mole du potentiel osmotique de la solution de culture
a P'aide du polyéthyléneglycol 600 (PEG), ou par desséchement du sol par suite de I'arrét
de l'arrosage jusqu'au flétrissement des feuilles, La sécheresse a été induite au stade cri-
tique pour le cotonnier, & la floraison.

Les mesures de D'activité phosphatasique ont été réalisées sur les quatritme et cinquitme
feuilles & partir de I'apex, prélevées & 7 heures 30. Vingt heures avant le prélévement, les
plantes ont été placées a Vobscurité afin de diminuer le chargement de chloroplastes en
amidon,

Les feuilles dépourvues des pétioles ont été coupées en petits fragments dans le milieu
d’extraction (matiére fraiche : volume = 1:10) ayant la composition suivante : saccharose
0,4 M, cystéine 3 mM, sérum albumine de beeuf 100 mg/l, tampon Tris 25 mM, pH 7,8.
Le broyage a ¢té réalisé dans un mixer, d’abord, quelques secondes 3 petite vitesse, puis,
pendant 15 secondes & la vitesse maximum.

Le broyat a été filtré & travers 8 couches de gaze, essorées dans un presse-fruits. Toutes
les opérations ont été effectuées dans la chambre froide & 4 °C. Le fractionnement de I'homo-
génat ainsi obtenu a été réalisé selon le schéma ci-dessous :

1. Homogénat
Centrifugation
2mind 121 xg
(Sorvall, rotor SS34)

1
[
|
|
|
1

Dé!)ris Sulrnageant
cellulaires |5 min 4 1085x g
(écartés) I(Sorvall, rotor SS34)
| |
A\
Culot riche en Sur{lageant
chloroplastes 130mina27000x g
| :(Sorvall, rotor SS34)
: remis en suspension i
1 dans milien |
: d’extraction r
| v
| Culot riche en Surnageant
2. Fraction Chloroplastique mitochondries

2h4a105000x g

remis en sus-
pension dans
milieu d’ex-
fraction

g

T 1

| ]

v |

Culot riche en S. Cytoplasme
| microsomes et ribosomes

3. Fraction Mitochondriale

1
I
. 1
Temis en sus- |
pension dans}
milieu d’ex- |
traction }

4, Fraction Microsomale
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Les fractions chloroplastiques témoin et PEG ainsi obtenues contenaient respectivement
87 % et 82 % de la chlorophylle de 'homogénat dépourvu de débris cellulaires (surnageant
de centrifugation 2 min & 121 X g).

Dans certains cas, I'homogénat a été centrifugé de fagon | obtenir uniquement le
surnageant cytoplasmique. Dans d’autres, la fraction chloroplastique a été purifiée sur
le gradient linéaire de saccharose variant de 20 a 70 % (dissous dans milieu d’extraction),
en centrifugation zonale (Spinco, rotor zonal Ti 14). La densité correspondant au « pic»
de chloroplastes récupérés du gradient a été de 1,22 a 1,24. Aprés I'éclatement des chlo-
roplastes ainsi purifiés, par suite d'un traitement hypotonique, les fractions chloroplastiques
soluble (surnageant) et membranaire (culot) ont été récupérées par centrifugation de 15
minutes 4 27 000 X g. Le culot a été lavé deux fois et centrifugé dans les mémes conditions.

L'activité de la phosphatase acide (E C3..3.2.) a ét€ mesurée selon la méthode de
LINEART et WALTER (1963), & pH 5,4, avec PNP-phosphate comme substrat (10 mM),
incubation & la température de 30°C, volume total du milien réactionnel = 2ml. Les
résultats sont exprimés eu pmoles de p-nitrophénol (PNP) libéré dans une unité de temps
par rapport 4 la matiére seche de tissu foliaire.

Pour tester leffet inhibiteur des composés phénoliques endogénes et exogénes sur
I'activité de la phosphatase acide, le cytoplasme en provenance des feuilles des plantes
soumises au choc hydrique a été additionné soit de cytoplasme provenant des feuilles
témoins, riche en composés phénoliques, soit de l'acide chlorogénique, & deux doses dif-
férentes chacun. L'incubation et les mesures d’activité ont été effectuées dans les conditions
habituelles.

La chlorophylle a été dosée selon ArRNON (1949).

RESULTATS

Les résultats réunis dans le tableau I rendent compte de l'effet d’'un choc
osmotique sur I'activité de ’enzyme au niveau de différentes fractions cellulaires.
Dans toutes les fractions, les activités ont été mesurées apres I’addition du Triton
X-100 et représentent donc, pour chacune d’elles, «I'activité totale ». Dans le
cytoplasme ces mesures ont été complétées par des mesures directes, sans Triton.
Les valeurs obtenues (exprimées en pmoles de PNP 1ibéré par heure et par g de
matiére séche de tissu foliaire) : O pour le cytoplasme témoin et 75,8 pour le cyto-
plasme PEG, se sont montrées tout a fait comparables & celles obtenues avec
Triton.

L’apparition d’une activité importante dans le cytoplasme, aux dépens, en
grande partie, des chloroplastes, confirme, dans les grandes lignes, les résultats
antérieurs obtenus par VIEIRA DA SiLvA (1970).

Chez les témoins, Pactivité la plus élevée est décelable au niveau de la frac-
tion chloroplastique, mais la fraction riche en mitochondries révele, elle aussi,
une activité non négligeable.

Chez les plantes ayant subi le choc, lactivité est la plus élevée dans le
cytoplasme. Toutefois une activité appréciable se maintient au niveau des fractions
riches en chloroplastes et en mitochondries. Une faible activité est aussi liée 2 la
fraction riche en microsomes et ribosomes.

Ceci dit, il ne faut pas perdre de vue que chacune des fractions est contaminée
par d’autres, en particulier la fraction mitochondriale qui contient des fragments
chloroplastiques. Néanmoins, le fractionnement ayant été effectué de manitre
identique pour les deux variantes, la comparaison entre elles demeure valable.
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TaBLEAU I
Répartition de lactivité entre les différentes fractions cellulaires

Activité de la phosphatase acide

. en u moles PNP libéré
Fraction par heure et par g de en % de ’activité
la matiére séche de de 'homogénat
tissu foliaire
Témoins PEG Témoins PEG
Homogénat 90,6 127,2 100 100
Débris cellulaires 5,1% 1,2* 5,6 0,9
Fraction riche en chloroplastes 59,9 25,1 66,1 19,7
Fraction riche en mitochondiies 25,6 21,6 28,3 17,0
Fraf:tlon riche en microsomes trace 2.8 _ 22
et ribosomes »
Cytoplasme — 76,5 — 60,1
* Par différence : activité de I'homogénat — somme d’activités des autres fractions.

D’autres essais ont été réalisés sur les chloroplastes purifiés sur un gradient
de saccharose, supposés contenir une forte proportion de chloroplastes intacts, en
provenance de feuilles de plantes témoins et des plantes ayant souffert de Ia
sécheresse. Les mesures de contrdle faites au préalable sur les surnageants cyto-
plasmiques correspondants ont révélé I'absence de l'activité chez les premiéres,.
preuve d’un fractionnement correct, €t une activité importante chez les secondes,
symptdme caractéristique du choc hydrique subi. :

L’activité a été mesurée d’une part, directement sur les chloroplastes récu-
pérés du gradient, et d’autre part, aprés leur éclatement, sur le surnageant et le
culot membranaire obtenus suivant le procédé décrit plus haut.

Les résultats du tableau II montrent que I’activité au niveau des chloroplastes
apres la sécheresse est nettement inférieure 2 celle des chloroplastes témoins. La
différence provient de ’activité trés faible de la fraction soluble, en cas de choc.
Cette perte d’activité pourrait étre expliquée soit par ’augmentation, sous l’effet de
la sécheresse, de la perméabilité des membranes, soit par la perte ou I'endomma-
gement de I'enveloppe chloroplastique, entrainant la libération de lenzyme dans
le cytoplasme.

Il est intéressant de constater qu'une activité non négligeable reste liée 2 la
fraction membranaire et ceci malgré les lavages répétés du culot. Elle est de
;méme ordre pour les deux lots de chloroplastes. I’enzyme semble étre fortement
attachée aux thylakoides.

Partant de I'hypotheése que les composés phénoliques, trés abondants dans les
feuilles du cotonnier, pouvaient exercer une action inhibitrice sur la phosphatase
acide et ayant, par ailleurs, démontré gu'un choc hydrique entraine une baisse
sensible des phénols (BRzozowsKa et al., 1973) en méme temps qu'une augmen-
tation de Tactivité de Iemzyme, des essais ont été réalisés afin de vérifier sl
existait un rapport entre ces deux phénoménes.
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TABLEAU 11
Localisation de I'enzyme au niveau des chloroplastes

Activité de la phosphatase acide en u moles PNP
Fraction libéré par heure et par g de la matiére séche de
tissu foliaire

Témoins Sécheresse
Chloroplastes “intacts” 8,28 1,60
Chloroplastes “intacts” + Triton 8,91 1,61
Surnageant chloroplastique* 7,87 0,34
Fraction chloroplastique membranaire* 1,41 1,31
Somme : fractions soluble (surnageant) 9.28 1,65

et membranaire

* Qbtenus par centrifugation des chloroplastes aprés leur éclatement.

TABLEAU III

Effet inhibitenr du cytoplasme témoin et de [lacide chlorogénique exogéne
sur Pactivité de la phosphatase acide du cytoplasme aprés le choc osmotique au PEG
Pour toutes les variantes le volume du milien réactionnel — 2 ml.

Cytoplasme
Cytoplasme Témoin . )
PEG  additionné Acide Activité de la
incubé aumilien  © :rogfanlque phosphatase acide
Essai R enmg dela réactionnel xf”?e“e , les PNP % d
N° Variante " 4 additionné N {4 moles en e ae
matiére  enmgdela o0 libéréaprés  Pactivité du
dsec%le mflt;:’r € réactionnel 2 heures cytoplasme
o deis  CMkg  dmesbation® o PEG
foliaire
1 Cytoplasme PEG 6,4 — - 1,363 100
2 Cytoplasme Témoin — 6,4 — trace —
Cytoplasme PEG +
3 cytoplasme Témoin 6,4 1,5 x 6,4 - 1,236 90,7
dladosel
Cytoplasme PEG +
4 cytoplasme Témoin 6,4 3x64 - 1,113 81,7
41a dose II
Cytoplasme PEG +
5 Acide chiorogénique 6,4 — 75 1,158 85,0
aladosel
Cytoplasme PEG +
6  Acide chlorogénique 6,4 — 150 0,983 72,1

ala dose II

.. * Moyennes de 6 dosages. L'analyse de la variance a moniré des différences hautement
significatives entre toutes les variantes (F = 529). La plus petite différence significative
= 0,018.
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Le cytoplasme provenant des feuilles des plantes ayant subi un choc osmo-
tique et de ce fait relativement pauvre en polyphénols a été additionné soit du
cytoplasme témoin, riche en polyphénols, soit de I'acide chlorogénique, constituant
phénolique foliaire du cotonnier, et son activité enzymatique a été mesurée. Le
choix de doses appliquées a été basé d’une part, sur les teneurs en phénols de
feuilles de cotonniers témoins (3,0-3,5 % de la matiére séche) et d’autre part, sur
les résultats de dosages de phenols faits directement sur le cytoplasme témoin
(1,0-1,1 % de la matiére seche de tissu foliaire primitif).

Comme le montrent les résultats du tableau III, tant le cytoplasme témoin
que I'acide chlorogénique inhibent la phosphatase acide du cytoplasme en prove-
nance du choc. Leffet inhibiteur est, dans les limites d’erreur, proportionnel 2
la dose appliquée.

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Nos résultats confirment ceux des auteurs déja cités, & savoir que la déshy-
dratation entraine une augmentation de l'activité de la phosphatase acide totale
et une apparition d’une activité relativement importante de cette enzyme dans la
fraction cytoplasmique.

De plus, nous avons constaté que, dans les conditions normales, la fraction
riche en mitochondries manifeste une activité phosphatasique assez importante
a cOté de I'activité la plus élevée de la fraction riche en chloroplastes. Cect semble
indiquer que la phosphatase acide des feuilles de Cotonnier est localisée dans ces
organites.

L’activité phosphatasique est presque identique dans les fractions mitochon-
driales qu’elle provienne des témoins ou du traitement osmotique. Ceci indiquerait
que le choc hydrique n’a pas affecté les mitochondries dans leur rapport avec la
phosphatase acide.

Le fait que méme aprés plusieurs lavages une certaine activité reste attachée
4 la fraction chloroplastique membranaire pourrait témoigner en faveur dune
hypothése suivant laquelle cette enzyme serait liée aux membranes.

SCHNEIDER (1971) rapporte que les tanins, réagissant non spécifiquement
avec les protéines de thylakoides, sont capables de changer la perméabilité des
membranes. D’aprés SALKOVA et DEMENYUK (1970) le vieillissement des tissus
provoque un changement de perméabilité des membranes intracellulaires et, par
conséquent, une diminution de I'activité polyphénoloxydasique des chloroplastes
au profit du cytoplasme. Or, la sécheresse peut étre comparée & un vieillissement
de la plante (SHAH et Loomis, 1965 ; BEN-ZIONI et al., 1967 ; WOOLHOUSE, 1967).

Nos études ne nous permettent pas de conclure dans quelle mesure les
phénomeénes observés résultent d’'une augmentation de la perméabilité membra-
naire ou de la destruction pure et simple des membranes avec libération de
Penzyme contenue normalement & lintérieur des particules, voire fixée sur les
lipoprotéines membranaires.
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Nous avons néanmoins démontré I’effet inhibiteur du jus cytoplasmique
témoin sur lactivité de la phosphatase acide du jus cytoplasmique des feuilles
ayant subi un traitement osmotique.

De méme, nous avons pu voir que I'acide chlorogénique exogene est capable
d’inhiber I'activité de la phosphatase acide in vitro. A ce propos, il est & noter que
P’action inhibitrice des composés phénoliques, dont P’acide chlorogénique, sur
différentes enzymes vy compris les hydrolases telles par exemple que I'amylase,
linvertase, I'arginase et les phosphatases est signalée par de nombreux auteurs.
(STRUMAYER et MALIN, 1969 ; BALDRY et al., 1970 ; MUSZYNSKA et REIFER,
1970 ; SINGH et WoRT, 1970). Selon certains (Mason, 1955), I'inactivation des
enzymes par les tanins et les produits de leur oxydation, les quinomes, est due
a leur action sur les groupements SH.

Nous avons par ailleurs (BrRzozowska et al., 1973) démontré que les teneurs
en polyphénols sont plus élevées chez les feuilles témoins que chez les feuilles
ayant subi un traitement osmotique.

Il nous parait possible de conclure que I'augmentation de I'activité phospha-
tasique totale provoquée par la déshydratation puisse étre due, tout au moins en
partie, aux variations de la teneur en composés phénoliques. De méme, que
l'apparition de P’activité phosphatasique dans le cytoplasme sous I'effet d’'un choc
hydrique ne proviendrait pas uniquement de la libération de I'enzyme des struc-
tures chloroplastiques mais également d’une levée d’inhibition.
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