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Abstract-During the first three hours of beet seed germination, sucrose a-galactosides briefly appear while sucrose 
and UDPGal contents decrease. The “C-sucrose penetration into lZhour-old embryos is followed by a partial 
eclipse of this compound and its replacement by sucrose a-galactosides. These two processes are more important in 
sugar than in forage beet. The significance of these results in sugar metabolism is discussed. 

INTRODUCTION 

Les a-galactosides du saccharose (rat&rose, stachyose, 
verbascose) sont souvent consider& comme des glucides 
de reserve dans les graines, skches ou en developpement 
[l-3]. On retrouve le premier terme de la serie, le raffi- 
nose, parmi les translocats, au niveau des tubes cribles, 
od il accompagne le saccharose [4]; il provient de la 
reaction du disaccharide avec l’uridine diphospho- 
galactose (UDPGal) [S]. Chez la Betterave, il constitue 
une part non negligeable des sucres solubles du tubercule 
au moment de la recolte [6]. Dans le cadre dune etude 
cornparke du mttabolisme des embryons et des jeunes 
plantes de Betteraves fourragtres et sucribres, nous avons 
constate que, dts les premiers stades du dtveloppement, 
ces glucides sont susceptibles de presenter une importance 
particuliere. 

Nous rapportons ici des resultats preliminaires con- 
cernant les teneurs en saccharose, en or-galactosides du 
saccharose et en UDPGal des graines pendant l’imbibi- 
tion et des jeunes embryons de 12hr. Un aspect dy- 
namique est apporte par Etude de la radioactivite des 
glucides concern& a la suite de l’administration de 14C- 
saccharose aux embryons et par la mesure de l’activite 
a-galactosidasique des graines au tours de l’imbibition. 

RtSULTATS 

Evolution des ‘pools’ de saccharose, d’a-galactosides du 
saccharose, d’UDPGa1 et de f’activitP a-galactosidase des 
graines de Betteraves au tours des premieres heures de la 
germination 

Les resultats sont regroup&s dans la Fig. 1. Dans la 
graine s&he, parmi les metabolites doses, seuls le 
saccharose et I’UDPGal sont ditectables. Dans la graine 
de type sucrier, pendant l’imbibition, les teneurs de ces 
deux composts diminuent alors qu’apparaissent les a- 
galactosides du saccharose. Au dela de 45 min, le ‘pool 
des oligosaccharides s’amenuise alors que l’activitt de 
l’a-galactosidase tend vers une valeur maximale. Les 
premiers instants de la germination correspondent done 
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Fig. 1. Evolution de-s teneurs en saccharose (o), en a-galactosides 
du saccharose (0), en UDPGal (0, dans I’encadre) et de l’activite 
a-galactosidase ( x ) des graines de Betteraves fourrageres et 
sucritres au tours de la germination. Les teneurs sont exprimks 
en nmol par graine. L’activite enzymatique est exprimb en 
nmol de nitrophenyl-a-n-galactopyranoside hydrolydw par 

min et par graine. 

a la mise en place dun ‘pool’ da-galactosides du sac- 
charose. Les substrats ndcessaires sont presents dans la 
graine s&he, et le contact avec l’eau permettrait la rkac- 
tion de synthese ainsi que l’ttablissement d’un systtme 
de regulation de la taille de ce ‘pool’ par l’augmentation 
de l’activite de l’hydrolase correspondante. 

Dam la graine de type fourrager, l’evolution des 
teneurs en metabolites est moins marquee. Cepen- 
dant, on observe une legke diminution de la quantite 
d’UDPGa1 qui se manifeste avant l’apparition des a- 
galactosides du saccharose. Cette dernibre, plus tardive 
et plus breve que dans le cultivar sucrier comcide avec le 
debut de la diminution du ‘pool’ de saccharose. L’ac- 
tivitt a-galactosidase passe par un maximum a 90 min, 
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Fig. 2. Repartition de la radioactivitt hydro-alcoolo-soluble 
incorporke dans les embryons de Betteraves fourragkres et 
sucrikres B la suite d’une incubation de 15 set au contact d’une 
solution de ‘%-saccharose 2 x 1O--6 M (m) suivie d’un transfert 
sur une solution de saccharose 2 x 10e4 non radioactif (0). Les 
radioactivitCs du saccharose (0) et des a-galactosides du sac- 
charose (0) de l’extrait sont seules reprtsentCes. Elles sont 
exprimks en pourcentage de la radioactivitk hydro-alcoolo- 

soluble totale. 

comme pour la graine de type sucrier, mais ici, elle est 
plus importante, et il est possible que cette abondance 
explique le peu de temps pendant lequel le ‘pool’ des 
oligosaccharides est dCceltt dans la vari& fourragkre. 

Rtpartition mktaboiique dc la radioactivitk incorporee duns 
les glueides d’embryons mtrrquPs par le “%-saccharosr 

Le contact tr6s bref (15 set) d’embryons avec une 
solution de ‘V-saccharose 2 x 1O-6 M suivi d’une 
incubation plus ou moins longue du matCrie1 vCgCta1 
dans une solution de saccharose 2 x 10e4 M non radio- 
actif permet d’apprkhender le devenir mktabolique 
prCcoce du disaccharide. La Fig. 2 montre que le sac- 
charose subit une sorte d’tclipse partielle dans les 
dizaines de set qui suivent le dkbut du marquage. Au 
mCme moment, la radioactivitt? des cc-galactosides du 
saccharose, dont la nature a CtC vCrifi&e par une incuba- 
tion en prCsence d’une cr-galactosidase du commerce 
suivie d’une chromatographie, passe par un maximum. 
Quelques dizaines de set plus tard, la radioactivitC du 
saccharose augmente g nouveau alors que celle des tl- 
galactosides diminue. Cette Cvolution t&s rapide se 
retrouve dans les deux cultivars, mais selon des modalit& 
diffkrentes. En effet, I’apparition d’oligosaccharides est 
plus prCcoce et plus intense dans l’embryon sucrier que 
dans l’embryon fourrager. 

I1 est toujours dirlicat d’exclure complttement I’hy- 
pothkse de la contribution d’un mCtabolisme microbien 
lors d’expkriences de marquage d’une durCe aussi br&e. 
Cependant toutes les graines sont st&ilisCes et les 
traitements sont effect& dans des conditions axCniques 
[7]. Les embryons isolCs avec les m&mes prt?cautions 
peuvent Stre pIa& sur des milieux de culture appropriks; 
ils poursuivent leur developpement sans que se r&&lent 
des contaminations bactkriennes ou fongiques. De plus, 
le profil d’Cvolution de la radioactivitg a la suite du 
marquage est reproductible et CaractCristique du cul- 
tivar &tudi& I1 est done vraisemblable que ces rPsultats 

reflbtent un mktabolisme propre i l’embryon de Betterave 
et il se trouve que, sans prkjuger de la signification 
physiologique de ces donnkes, dans ce matCrie1, le sac- 
charose exogkne radioactif subit un destin assez sem- 
blable B celui du saccharose endogkne disponible dans la 
graine s&he avant imbibition. 

DISCVSSION 

D&s la reprise du dCveloppement, dans la graine de 
Betterave, un mCtabolisme des a-galactosides du sac- 
charose est en place. Ces mol&cules semblent avoir une 
dur6e de vie limitie et l’on peut se demander si l’existence 
d’un ‘pool’ d’oligosaccharides est encore dCcelable aprb 
3 hr d’imbibition. Quelques essais prkliminaires ont 
montrC que, au-de18 de cette pCriode, on note une 
r&apparition de ces glucides. D’autre part. les a-galacto- 
sides du saccharose constituent un ‘pool’ de taille 
mesurable dans l’embryon de 12 hr ou I’UDPGal est 
Cgalement prksent (Tableau 1). La synthkse de ces 
molCcules n’est certainement pas la seule voie mCtabo- 
lique possible pour le sac&arose et il ne faut pas ignorer 

Tableau 1. Teneurs des embryons de 12 hr en saccharose, en 

l’existence Cventuelle d’activit&s invertase et saccharose- 
synthCtase susceptibles de rkguler la taille du ‘pool’ du 
disaccharide. Cependant, les rCsultats obtenus & la suite 
de marquages brefs des glucides de I’embryon de 12 hr 
montrent que, ice stade, et durant les premiers instant de 
la p&n&ration du saccharose exogkne, la synthkse d’r- 
galactosides B turn-over rapide est une voie privilCgiCe de 
ce m&tabolisme. La signification physiologique de 
I’kclipse partielle du saccharose qui en rCsulte est poske. 

I1 semble que la formation d’cr-galactosides du sac- 
charose, soit pour le matCriel vCgCta1 Ctudi6, like aux 
mouvements de saccharose. Tr&s rapidement marquks 
dans I’embryon qui absorbe le disaccharide, ces oligo- 
saccharides apparaissent dans la graine en tours d’imbi- 
bition & un moment OL’J doit se mettre en place la migra- 
tion des glucides vers ies parties m&taboliquement actives. 
Cette hypothtse demande g Stre soumise g de nouvelles 
expCrimentations. On sait [S] que, dans le tuberculc 
adulte de Betterave sucri&re, une partie du saccharose 
entrant dans la cellule peut rejoindre la vacuole sans 
subir d’hydrolyse. On peut imaginer que les cc-galacto- 
sides du saccharose, en particulier le raffinose, puissent 
rep&enter une forme protCg& du disaccharide, le 
mettant B I’abri d’une scission enzymatique qui I’en- 
gagerait dans le m&tabolisme gtntral. Le fait que, dans 
le cultivar fourrager, moins apte B stocker le saccharose, 
ces oligosaccharides aient une d&e de vie plus courte 
est en faveur de cette hypothise. La localisation intra- 
cellulaire des systitmes de synthese et d’hydrolyse de ces 
mol&cules, en relation avec I’Ctude approfondie des 
relations entre les m6tabolismes glucidiques et nucl6o- 
tidiques, actuellement en tours permettra d’apporter de 
nouvelles pr8cisions. 
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PARTIE EXPbRIMENTALE 

Matkriel u&g&al. Les graines (Betterave fourragere: C&is, 
Monoval; Betterave sucriere: C&s, lot B-131-32) sont extraites 

de leurs glomerules, sterilisees par I’hypochlorite de Ca [7] et 

mises a germer en boites de Petri steriles sur papier filtre imbibe 

d’eau distill&e, a 23” et a I’obscurite. Les embryons sent extraits 

des graines 12 hr aprts le debut de la germination et places, dam 

des conditions axeniques, au contact dune solution de “% 

saccharose 2 x 10m6 M, puis transfer& apres 15 set sur une 

solution de saccharose 2 x 10e4 M non radioactif sterile. 

Extraction. Les glucides (a-galactosides du saccharose et 

saccharose) et WDPGal sont extraits des graines par la methode 

de Keppler et al. [9]. Les metabolites radioactifs hydro-alcoolo- 

solubles sont extraits des embryons selon le protocole decrit 

par Jefford et Edelman [lo]. La preparation de l’a-galactosidase 

est realisee par broyage a 2” des graines dans un tampon phos- 

phate de Na 0.1 M, pH 6.5 (1 graine pour 25 ul de tampon) suivi 

dune centrifugation a 20000 g pendant 10 min. Le surnageant 

constitue I’extrait enzymatique utilise pour la mesure de 

l’activite a-galactosidase. 

Dosage des mCtabolites. Les dosages du saccharose, des a- 

galactosides du saccharose et de l’UDPGa1 ont CtC decrits 

prtcedemment [l 1, 121. 11s sont tous bases sur la mesure de la 

quantitt d’ATP, consommee ou produite lors de la phosphoryla- 

tion ou de la dephosphorylation enzymatique d’un produit 

derive du metabolite concern? a la suite dune ou de plusieurs 

reactions enzymatiques sptcifiques. 

Fractionnemrnt de l’extrait hydro-alcoolo-soluble radioactijY 
Le protocole experimental suivi comprend une chromatographie 

par &change d’ions suivie dune chromatographie sur couche 

mince [12]. 
Mesure de I’activit& a-galactosidase. A 5 ul de l’extrait en- 

zymatique sont ajoutes 360~1 de tampon phosphate de Na 

0.1 M, pH 6.5 et 40~1 d’une solution de p-nitrophenyl-a-u- 

galactopyranoside (1 mg/ml). Le melange est place pendant des 

temps croissants a 25”, la reaction est stoppee par I’addition de 

300 ul de NaOH 0.5 N. La densiti optique de chaque milieu 

reactionnel est mesuree a 405 nm. L’activite a-galactosidase est 

exprimb en nanomoles de substrat hydrolyse par min et par 

graine. 

ReproductibilitP. Chaque experimentation est rep&tee au 

moins quatre fois et les &carts observes par rapport a une valeur 

moyenne ne dtpassent pas 10% dans le cas le plus d&favorable. 
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