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RESUME

La premiére remarque qui ressort de cette distri-
bution est la grande richesse en phosphatases acides des
cultivars de l'espéce D. cayenensis rotundata, comparativement
aux autres espéces étudiées.

La seconde remarque est que les taux de protéines
augmentent au cours de la conservation, alors que l'activité
phosphatasique acide cytoplasmique diminue. Cette diminution
se fait au profit d'une augmentation des phosphatases acides
membranaires.

Ce comportement des phosphatases acides cytoplas-
miques et membranaires fait donc penser que les phénoménes
physiologiques, dans lesquels les phosphatases acides sont
impliquées au cours de la conservation, pourraient &tre des
phénoménes membranaires.

La troisiéme remarque est que les cultivars
d'ignames, riches en phosphatases acides le sont aussi en
phosphorylases, ce qui accédite 1'idée que les phosphatases
acides pourraient étre des fournisseurs de phosphate inorga-
niques, pour le fonctionnement des phosphorylases au cours
des réactions cataboliques des glucides.

SUMMARY

Finst, the cultivars of D. cayenensis-rotundata species are
very aich when compared to the othen ones studied.

Second, the level of protein climbs during the conservation

while the cytoplasmic acid phosphatasic activity Lowens. This Lowenring
s at the benefit of a rising of the membran acid phosphatases : the
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physiological process envolving acid phosphatases during conservation
could be membran process,

Thind, the yams cultivans with high fevel of acid
phosphatases hold the same for phosphorylases, which leads that acid
phosphatases could be the purveyors i Lnorganic phosphatases in the
phosphonylases functionning duning the catabolic reactions of the
carbohydnrates.

In view 04 this importance of acid phosphatases, it appeared
necessary to go through thein puigication and the definition of their
properties which could enlight thein physiological function.

INTRODUCTION

La Cdte d'Ivoire a décidé ces derniéres années de
s'engager résolument dans la bataille de 1'autosuffisance
alimentaire.

Pour que cette noble bataille soit gagnée, il faut
que le pays s'assure non seulement une meilleure maitrise
des techniques de production intensive de nos denrées alimen-
taires, mais aussi et surtout qu'il soit capable de proposer
aux producteurs des techniques de conservation rentables.

Ceci est d'autant plus nécessaire, que le potentiel
alimentaire de notre pays repose en trés grande partie, sur
l'utilisation des tubercules tels que le manioc et l'igname
dont la production intensive a toujours ¢été freinée par de
réelles difficultés de conservation aprés la récolte. Ces
difficultés se soldent dans le cas de l'igname par exemple,
par des pertes pouvant atteindre 25 pour cent de la production
totale.

Les raisons de ces pertes sont esentiellement de
deux ordres : il y a d'abord le facteur environnemental qui
se traduit par une agression intense des tubercules par un
certain nombre de déprédateurs, allant des micro-organismes
(bactéries, virus, champignons) (1-3) aux rongeurs (4) ; il
y a ensuite le facteur métabolique, dont 1'ampleur tient au
fait que ces tubercules sont presque essentiellement gluci-
diques (80 -85 pour cent du poids sec). La mobilisation de
ces glucides lors de la germination, est un phénoméne néfaste
puisqu'il se traduit par une perte importante de poids des
tubercules aprés récolte.

En ce qui concerne les facteurs de dégradation dus
a l'environnement du tubercule, des efforts louables ont été
faits et continuent de se faire 4 travers l'utilisation des
pesticides et autres produits chimiques pour enrayer 1l'action
des déprédateurs animaux et végétaux.

Le facteur métabolique est par contre trés peu
étudié. Il est cependant aisé de penser que la maftrise de
ce facteur, & travers la connaissance des enzymes du métabo-
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lisme glucidique et leur implication dans la levée de
dormance, peut permettre de retarder le processus de la
germination et ce faisant, de prolonger la période de conser-
vation des tubercules.

C'est dans cet esprit que notre Laboratoire dans
le cadre du programme de recherches sur la conservation de
l'igname, a entrepris depuis quelques années 1'étude des
enzymes glycolytiques de 1'igname.

Deux modes de dégradation enzymatique de 1'amidon
sont connus depuis longtemps chez les plantes amylacées (5-6).
I1 s'agit d'une part, des réactions de phosphorolyse sous
l1'influence des phosphorylases et d'autre part de processus
d'hydrolyse faisant intervenir différents types d'amylases.

Les phosphorylases ont été détectées en quantité
appréciables dans tous les cultivars de Dioscoreu cayenensis ro-
tundata, alors que les amylases ont été trouvées en quantités
prépondérantes dans les cultivars de Dioscorea esculenta (7-9).

I1 est donc aisé d'envisager 1'hypothése que 1le processus
enzymatique de dégradation de 1'amidon, prédominant chez Dios-
corea cayenensis rotundata est un processus phosphorolytique.

Les amylases et les phosphorylases font actuellement
l1'objetd'une étude approfondie dans notre Laboratoire.

En ce qui concerne 1l'action des phosphorylases,
le probléme de 1'apport du phosphate inorganique indispensable
est un probléme fondamental, que pourrait résoudre la présence
dans ces tubercules de phosphatases acides dont 1'étude fera
l'objet du présent travail.

L'importance et le r6le des phosphatases acides
végétales (E.C.3.1.3.2.) ont été largement soulignés par
plusieurs auteurs : les phosphatases acides interviendraient
non seulement dans 1'hydrolyse des monoesters phosphoriques
(10-15), mais aussi dans le transport du groupement phosphate
(16-18) et dans 1'absorption des solutés au niveau des parois
cellulaires (14, 17, 19-23).

Le rdle des phosphatases acides dans la germination
des semences de blé a été rapporté par BIANCHETTI et SARTIRANA
(24) qui observent une forte activité phosphatasique chez
l'embryon. Cette augmentation de 1'activité phosphatasique
est régulée par la teneur en phosphate inorganique des tissus.
Selon MURRAY et COLLIER (15) 1'élévation passagére de
l'activité phosphatasique acide des pois refléte un mécanisme
d'hydrolyse des esters phosphorylés et 1la restitution du
phosphate inorganique a 1l'embryon.

Pour mieux cerner quelques aspects de 1'importance
des phosphatases acides dans le métabolisme du phosphate au
niveau des tubercules d'igname, nous avons pensé qu'une étude
approfondie de ces enzymes était indispensable.



330

Dans ce travail, nous nous proposons de suivre 1la
répartition et l'évolution de l'activité phosphatasique acide
dans quelques tubercules d'igname cultivé en C8te d'Ivoire.

MATERIELS ET METHODES

Matériels

Les échantillons d'ignames proviennent du chanmp
expérimental du Pr. TOURE BAKARY et sont conservés & la
température du Laboratoire (22°C). Ce sont des tubercules
d'environ 1 kg, fournis & notre Laboratoire environ 10 jours
aprés la récolte.

Méthodes

Extraction des phosphatases acides cytoplasmiques

Pour extraire les phosphatases acides cytoplas-
miques, 11 suffit de faire éclater les cellules, soit par
broyage, soit par macération aqueuse des tissus en définissant
la molarité et le pH du milieu. Se basant sur ce principe
d'extraction, plusieurs auteurs ont extrait et étudié des
phosphatases acides cytoplasmiques de patate douce (26-31),
de racines de riz (23), de seigle (32-33), de racines et
grains de mafs (34-37), de feuilles de tabac (38) etc...

Pour l'extraction des phosphatases acides cytoplas-
miques des cultivars de Dioscoréacées étudiées, des tranches
de 100 g sont prélevées sur toute la longueur du tubercule
épluché puis broyées dans 100 ml de tampon acétate 0,05 M
pH 5,0 pendant 2 min, dans un broyeur Turmix AG. Le broyat
est ensuite centrifugé pendant 15 min & 20.000 x g & 4°C.
Le surnageant est ramené & chaque fois & un volume standard
de 120 ml avec le tampon acétate 0,05 M pH 5,0 et est utilisé
pour la détermination des activités enzymatiques. Le culot
qui contient des débris membranaires est utilisé pour
l'extraction des phosphatases acides membranaires.

Extraction des phosphatases acides membranaires

L'extraction des phosphatases acides liées aux
débris membranaires est effectuée selon la technique de
HASEGAWA et coll. (l4). Le culot est lavé trois fois avec
de l'eau distillée puis mis en suspension dans le tampon
acétate contenant 0,2 pour cent de Triton X-100, un détergent
non ionique, pour laver les débris cellulaires. Les débris
sont ensuite relavés a l'eau distillée puis remis en sus-
pension dans environ 50 ml de NaCl 0,8 M puis incubé & 4°C
pendant 12 heures et centrifugé & 4°C pendant 15 min & 20.000
X g. Le surnageant est dialysé contre le tampon acétate 0,05
M pH 5,0. Il est utilisé comme extrait brut de phosphatases
acides membranaires extractibles.



Détermination de l'activité enzymatique

Elle est déterminée selon la méthode de GAREN et
LEVINTHAL (39) en présence de p-nitrophenyl phosphate. Le
p-nitrophenol 1libéré est dosé colorimétriquement. L'enzyme
est ajouté & 2,0 ml de substrat 0,005 M dans du tampon acétate
0,05 M pH 5,0 et incubé & 37°C. La réaction est arré@tée par
addition de 2,0 ml de NaOH 1IN. L'activité des phosphatases
acides non extractibles du résidu est déterminée selon 1la
méthode de Stafford et Bravinder-Bree (40), qui consiste a
mettre en suspension une quantité déterminée du résidu dans
le tampon de dosage (tampon acétate 0,1 M pH 5.0), puis de
doser l'activité enzymatique de la fagon habituelle.

Sauf indication contraire, une wunité enzymatique
est définie comme la quantité d'enzyme qui hydrolyse lu mole
de substrat par minute & 37°C dans des conditions expéri-
mentales précisées

Dosage des protéines

Les protéines sont dosées sulvant le stade de 1la
purification par la méthode du biuret (41) ou par la méthode
de LOWRY et coll. (42) avec comme protéine étalon, la sérum-
albumine bovine.

RESULTATS

La distribution des phosphatases acide cytoplas-
miques dans quelques Dioscoréacées de Cdte d'Ivoire est présen-
tée dans le Tableau I. Les teneurs des activités phosphata-
siques des extraits cytoplasmiques (Tableau 1) montrent bien
que tous les cultivars étudiés contiennent des phosphatases
acides cytoplamiques mais que leurs taux sont trés variables
d'une espéce a une autre. Ainsi, l'espéce D. cayenensis-rotundata
contient 3 & 4 fois plus d'enzymes cytoplasmiques de Dioscorea
alata et 4 a4 5 fois plus que Dioscorea esculenta

Les 8 cultivars de D. cayenensis rotundata étudiés ont
en effet des teneurs en phosphatases acides cytoplasmiques
allant de 26 a 48 unités par mililitre d'extrait, alors que
chez les cultivars de D. alata, on trouve des valeurs de 10
4 12 unités par mililitre d'extrait. En ce qui concerne les
cultivars de D. esculenta, il présentent les taux d'activités
phosphatasiques les plus faibles mais uniformément répartis.

Contrairement & ce qui se passe chez d'autres
enzymes de tubercules amylacés (7,43), les activités phospha-
tasiques cytoplasmiques diminuent avec le temps de conser-
vation dans tous les cultivars d'igname é&tudiés (tableau II).

Cette diminution observée chez toutes les espéces
varie d'un cultivar 4 un autre. On note une diminution de
l'activité enzymatique aprés 2 mois de conservation d'environ
10 % et une diminution d'activité encore plus importante aprés



332

TABLEAU [ : TENEUR EN PHOSPHATES ACIDES CYTOPLASMIQUES
(U = Unités enzymatiques)

Jtoscorea cayenensis- u/ml Protéines (mg/ml) Activité spéci-

rotundata fique (U/mg)
Kponan 48 2,4 20
Gnanrio 32 2 16
Kroupa 30 2 15,3

* Desoplé 28 1,9 15,1

Tinguéré 27 1,9 14,6
Dangarigué 26,8 1,8 14,2
Dicahi 26,5 1,8 14,2
Siara 26 1,8 14,1

Uioscorea alata

Florido 12 1,8 6,5
Brazo-Fuerté 11,6 1,9 6,10
* Douokokoré 10 1,6 6,3
Namassou 10 1,6 6,2
Ticangangbo 10 1,6 6,2

vioscorea esculenta

N 2 8,4 1,8 4,5
N° 3 8,8 2,0 4,4
N° 5 8,2 1,9 4,3
N° 6 8,2 1,8 4,5
Ne 7 8,1 2,1 4,2
N° 8 8,1 2,3 4,1
N° 9 8,0 2,1 4,0

* Noms locaux de cultivars d'ignames



TABLEAU II : EVOLUTION DES ACTIVITES PHOSPHATASIQUES CYTOPLASMIQUES AU COURS DE 5 MOIS DE CONSERVATION.

(U = Unités enzymatiques)

(a.sp. = activités spécifiques)

CULTIVARS

A la récolte

aprés 2 mois

aprés 5 mois

Dioscoreq
aayenenszs
rotundata
Kponan
Gnanrio
*  Kroupa
Desoplé
Tinguéré
Dangarigué
Dicahi
Siara

* Noms locaux de

U/ml  Protéines a.sp U/mil Protéines a.sp U/ml Protéines a.sp
(mg/m1) U/mg (mg/m1) U/mg (mg/m1) U/mg
48 2,4 20,1 43 2,7 15,9 35 2,9 12
32 2 16,0 28 2,5 11,2 25 3 8,3
30 2 15,0 27 2,7 10,0 23 2,8 8,2
28 1,9 14,7 25,2 2,4 10,5 22 2,7 8,1
27 1,9 13,9 23 2,1 10,9 20 2,6 7,7
26,8 1,9 14,0 22 2,1 10,4 19 2,4 7,9
26,5 1,8 14,3 21 2,0 10,5 19 2,4 7,9
26 1,8 14,1 20 2,1 9,5 15 2,2 6,8

cultivars d’'ignames.

2%
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5 mois de conservation. On remarque dans le tableau II, que
le cultivar D. cayenensis var Kponan par exemple, passe de 48
unités/ml d'activités phosphatasiques & la récolte & 43
unités/ml aprés 2 mois et 35 unités/ml aprés 5 mois de
conservation, et que le cultivar D. cayenensis var Siara perd

plus de 40 pour cent de l'activité phosphatasique cytoplas-
mique aprés 5 mois, alors que D. cayenensis var Desoplé ne perd
qu'environ 20 pour cent de ses activités phosphatasiques
cytoplamiques.

Cette diminution de l'activité phosphatasique
cytoplasmique semble &tre compensée par une augmentation des
activités phosphatasiques liées aux débris membranaires.

En effet, ainsi que 1l'indique le tableau 1III,
l'activité phosphatasique membranaire extractible, passe de
14 unités & la récolte a 20 unités apres 2 mois de conser-
vation et 25 unités aprés 5 mois de conservation. L'activité
phosphatasique membranaire non extractible augmente également
avec le temps de conservation, en passant de 31 unités & la
récolte & 34 unités aprés 2 mois et 36 unités aprés 5 mois.

DISCUSSION

Les phosphatases acides sont distribuées en
quantités plus ou moins importantes selon les espéces de
Dioscoréacées étudiées.

Toutefois 1les cultivars qui contiennent les taux
de phosphatases acides les plus importants, semblent &tre
ceux de l'espéce D. cayenensis rotundata, espéces qui est la plus
appréciée en Céte d'Ivoire.

Alors que d'une facgon générale, le taux de protéine
augmente avec le temps de conservation des tubercules, on
remarque ici une diminution de l'activité phosphatasique acide
cytoplasmique. Cette diminution se fait au profit d'une
augmentation des phosphatasiques acides membranaires, confir-
mant ainsi 1'hypothése déja émise par DIOPOH et KAMENAN (7).
On peut penser en conséquence, que les phénoménes métaboliques
dans lesquels les phosphatases acides sont impliquées au cours
de la période de conservation, et plus particuliérement au
moment de 1la levée de dormance seront essentiellement des
phénoménes membranaires.

I1 faut noter que les différents cultivars dans
lesquels le taux de phosphatases acides est élevé, sont ceux
dans lesquels une importante activité phosphorylasique est
aussi décelée (7). Cette situation serait en faveur de
1'hypothése, que les phosphatases pourraient &tre des fournis-
seurs de phosphate inorganique, pour le fonctionnement des
phosphorylases au cours des réactions <cataboliques des
glucides.



TABLEAU III : REPARTITION ET EVOLUTION DE L'ACTIVITE PHOSPHATASIQUE ACIDE DANS LE TUBERCULE DE D. CAYENENSIS

ROTUNDATA VAR KPONAN AU COURS DE 5 MOIS DE CONSERVATION.

A la récolte aprés 2 mois aprés 5 mois
Activité a.sp | Activité a.sp Activité a.sp
(V) (U/mg)| (V) (U/mg) (u) (U/mg)
Phosphatase acide cytoplasmique 48 20£0,5 43 15,910,4 35 12+0,2
( extractible 14 25+0,2 20 2010,2 25 17+0,2
Phosphatase acide ¢
membranaire g non extrac- 31 17+0,3 34 160,2 36 1610,3
( tible
U = Unités enzymatiques

j+ 1
.
w
o
n

Activités spécifiques

SEE
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