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Abstract 

Absorption of sucrose by tissues of adult tubers of potato (Solanum tuberosum L.). 
Modalities and influence of phytohormones 
Sugar uptake by potato tuber discs was studied. Discs were used "fresh" or after 
a 24-h ageing period. It was shown that ageing increases (by 3 to 4 times) the rate of 
glucose and sucrose uptake. Sucrose uptake by fresh tissues was insensitive to the 
presence of glucose or fructose while a competitive effect was observed after 
ageing. This indicates the development of an invertase activity, which was inhibited 
by tris-buffer. Sucrose and glucose uptake by aged discs was dependent on cellular 
metabolism as shown by the sensitivity to low temperature and metabolic inhibitors 
(NaCN, DNP, CCCP). Involvement of thiol groups was demonstrated by the 
inhibition with NEM and PCMBS. Orthovanadate, which decreases phosphate uptake 
by 85 % (Poder et al. 1986) did not produce any effect on glucose and sucrose uptake 
by aged tissues. Fusicoccin produced only a slight stimulation (15 %). These results 
argue in favour of the involvement of specific ATPases in ion and sugar uptake. No 
involvement of a redox system was observed. ABA and BAP inhibited the uptake 
induced by ageing but had no effect on the endogenous sugar content. BAP would act 
by its effect on the amount of ATP while ABA would act at the membrane level. The 
results are discussed in relation to the mechanisms of transfer of glucosyl groups and 
to the transport of sucrose by the symplasmic pathway. 

Introduction 

L'accumulation de glucides dans tout organe de stockage (l'amidon dans le cas du 
tubercule de la pomme de terre) implique deux processus compl6mentaires: d'une 

Requ.le 20 Mai 1991, accept~ le 14 Novembre 1992. 
Abreviations: ABA, acide abscissique; BAP, benzylaminopurine; CCCP, cyanure de carbonyl-m- 
chloroph6nylhydrazone; CHM, cycloheximide; DCCD, N,N'-dicyclohexyl-carbodiimide; DES, 
di6thylstilbestrol; DNP, 2,4-dinitroph6nol; FC, fusicoccine; GA, acide gibb6rellique; IAA, acide 13- 
indolylac6tique; MES, acide 2(-N-morpholino)6thane-sulphonique; NEM, N-~thylmal6imide; PCMBS, 
acide p--chloromercuribenz6nesulphonique; Tris, tris(hydroxym6thyl)aminom6thane. 
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part un processus de sortie du phlotme (= unloading) et d'autre part un processus 
d'accumulation darts les cellules de stockage. I1 n'est pas toujours facile de dissocier 
exptrimentalement ces deux processus. On a pu le faire rtcemment par la technique 
de la gousse vide (v. Wolswinkel 1987); ainsi est-il apparu que le "unloading" s e n s u  

s t r i c t o  pouvait 6tre considtr6 comme un processus passif (Minchin et Mac Naughton 
1986) tandis que raccumulation dans le compartiment de stockage reprtsentait une 
6tape active. 

De plus se pose la question de la voie empnmtte par les glucides depuis le tube 
cribl6 vers le compartiment de stockage: voie symplasmique ou voie apoplastique 
(v. Fig. 1). Ces deux voies sont en principe exclusives rune de l'autre quant aux 
mtcanismes mis en jeu. Au niveau du tubercule de pomme de terre, Oparka (1986) a 
suggtr6 rexistence des deux voies, la ~7oie symplasmique attestte par la prtsence de 
nombreux plasmodesmes et la voie apoplastique appuyte par la prtsence d'ATPases 
plasmalemmiennes rtvtltes par voie cytochimique. Le but du prtsent travail est 
multiple: 
- I1 vise d'une part/l 6tudier comparativement les caracttristiques de rabsorption du 
saccharose et des hexoses (glucose et fructose) dans un tubercule adulte. I1 vise en 
particulier/t situer les rtsultats obtenus dans un contexte enzymatique of~ le transfert 
de saccharose proctde de la saccharo-synthttase (ap Rees et Morrell 1990) ou de 
l'invertase comme dans le cas de la canne/! sucre (Glasziou et Gayler 1972), ce qui 
implique une hydrolyse soit parittale, soit cytosolique du saccharose avant absorption 
du glucose et du fructose (Ho 1988). La figure 1 essaie d'inttgrer les principales 
modalitts et les voies qui participent au transfert du saccharose depuis le tube cribl6 
(le saccharose 6tant chez la pomme de terre, la forme circulante des sucres: Mares e t  

al. 1985)jusqu'/l l'ttape de condensation, concrttiste ici par l'accumulation d'amidon 
au niveau de ramyloplaste (pl). 
- I1 a aussi pour but de comparer l'absorption entre tissus 'frais' et tissus 'hgts', c'est-/~- 
dire aprts mise en survie (ageing); ce processus permet de rtvtler les potentialittS 
quant aux mtcanismes susceptibles de s'exprimer/t difftrentes 6tapes de la vie du 
tubercule (par exemple lors de ia 'germination' du tubercule) et entralne de 
nombreuses modifications physiologiques et biochimiques (Van Steveninck 1975), en 
particulier ici le dtveloppement d'une activit6 invertasique (Vaughan et Mac Donald 
1967) laquelle peut contrtler les flux de glucides solubles. 
- Sur le plan des mtcanismes, le travail a pour but d'ttudier les processus susceptibles 
de gtntrer un gradient de H+: ATPases ou systtme d'oxydo-rtduction? (Dahse et  al. 

1989, Serrano 1990). La participation de tels systtmes gtntrateurs de gradients de H + 
a 6t6 mise en 6vidence, tant au niveau de cellules animales que vtgttales (Lin 1982a). 
Ces systtmes mettent en jeu une NADH-oxydase posstdant des groupements thiol 
(Lin 1982b, Dahse e t  al. 1989). Toujours sur le plan des mtcanismes il vise/l prtciser 
le rtle de certains ions associts au fonctiormement des ATPases (v. Walker et Leigh 
1981). 
-Enfin, un autre point important est celui de la r6gulation hormonale de ces flux. 
Divers travaux montrent, en effet, que les hormones contr61ent d'une mani6re 
g6n6rale l'orientation des.flux (Hayes et Patrick 1985, Penot et Beraud 1983). Chez la 
pomme de terre, c'est le rapport ABA/GA qui r6gule la tub6risation et par voie de 
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constquence l'arrivge des nutriments (Poder et al. 1988 et r6ftrences). Depuis peu, un 
rtle particulier est accord6 fi rABA dans le contrtle des flux de glucides. Nous 
mtmes, avons montrt, chez la pomme de terre, la dtpendance des flux ioniques vis-fi- 
vis de I'ABA: un traitement hormonal au niveau foliaire accro]t le transfert vers une 
zone trait6e (Suleiman et al. 1990) ou vers le jeune tubercule en croissance (Poder et 
al. 1988). 

Aucune interprttation simple ne peut 6tre donnte quant au mtcanisme d'action des 
hormones dont on sait que l'une des manifestations essentielles peut se situer au 
niveau du fonctionnement des enzymes: ATPases (Suleiman et al. 1991), invertase 
(Morris et Arthur 1985) ou UDPG-pyrophosphorylase (Mares et al. 1985) ou 
saccharo-synthttase (Sowokinos et Varns 1992) dans le cas de la pomme de terre. 
Une 6tude comparte de raction des principales hormones, ABA, CK et GA, est donc 
entreprise dans ce travail. 

Materiels et m~thodes 

Materiel v~g~tal: Des tubercules de pomme de terre (Solanum tuberosum L. cv. 
Sirtema) fournis par la station INRA de Ploudaniel (Finisttre, France) sont utilists. 
Iis sont conservts/t 4 oC et/t l'obscurit6 sans agent de conservation. 

Des disques de 10 mm de diamttre et de 1 nun d'tpaisseur dtcoupts dans le 
parenchyme central sont utilists pour les exptriences d'absorption soit imm~diate- 
ment aprts d~coupe (= tissus frais) soit aprts une mise en survie (= ageing) de 24 h/l 
22 oC, en milieu liquide/t raison de 100 disques/l. Les solutions sont atrtes et du 
chloramphtnicol est ajout~ an milieu (50 mg 1 -l) pour ~viter toute prolif&ation 
bacttrienne (Hourmant et Penot 1978, Hourmant et al. 1979). Le pH du milieu de 
survie est ajust6/l 6. 

Absorption des glucides: Les disques sont pr~incub~s pendant 90 min sur le milieu 
suivant: mannitol 100 mM, tampon Na phosphate 5 mM, pH 6, CaSO 4 0,5 mM. Les 
disques sont ensuite stchts, pests, puis placts sur des solutions renfermant le 
mtme milieu auquel est ajout6 soit du saccharose (1 mM, sauf mentionn6 ailleurs) 
enrichi en saccharose-U-laC (20,5 GBq mmo1-1, Amersham) soit du glucose (1 mM) 
marqu6 au 14C (glucose D-14C, 11,1 GBq mmol -l, CEA, France). Pour tousles sucres 
testts, la radioactivit6 du milieu est de 3,3 kBq cm -3. La concentration en mannitol a 
6t6 ajustte pour maintenir une osmolarit6 constante. Aprts incubation dans les 
solutions radioactives, les disques sont places 3 • 10 min sur mannitol (100 mM) de 
facon fi laver les sucres de l'espace libre. Les disques sont ensuite portts/~ 6bullition 
dans 10 cm 3 d'tthanol/l 80 %. Les r~sidus tissulaires sont repris par 500 Ixl d'eau 
distill~e et 5 cm 3 de liquide scintillant (ACS II, Amersham) scion le protocole de 
Saftner et Wyse (1984). La radioactivit6 est mesurte /~ l'aide d'un compteur /l 
scintillation Packard 300 C. 

Dosage des glucides solubles: Le glucose (G) et le saccharose (S) ont 6t6 dosts par 
voie enzymatique scion les techniques de Berghmeyer et al. (1974a, b). 
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Mesure de la teneur en ATP: La technique utilis6e a 6t6 mise au point par Hourmant 
et al. (1979). Les 6chantillons sont fix6s par razote liquide et broy6s au froid. Les 
prot6ines sont pr6cipit6es par le m61ange TCA-6ther, /l froid. Apr6s 61imination du 
TCA, rextrait obtenu est neutralis6 et rATP est dos6 par la technique de la lucif6rine- 
lucif6rase/t l'aide d'un nucl6otim6tre (C107 CLV, Interbio). 

Phytohormones et inhibiteurs: Les phytohormones et les inhibiteurs sont des produits 
Sigma ou Aldrich. La solution d'orthovanadate est pr6par6e selon le protocole 
suivant: apr6s ajustage du  pH /t 6,5 avec HCI, la d6coloration est obtenue en 
chauffant au bain-marie; la solution est alors incolore. Les inhibiteurs classiques du 
transport des sucres et des ATPases ont 6t6 utilis6es (Hager et al. 1986, Dahse et al. 
1989, Sze 1985, Serrano 1990). Par ailleurs, la fusicoccine (FC) qui est connue pour 
6tre un puissant stimulateur des 6changes H+/K + a 6t6 utilis6e en compl6mentarit6 des 
inhibiteurs afin de rendre compte de l'implication d'une ATPase dans les entr6es de 
glucides. 

R6sultats 

Absorption des glucides par des 'tissus frais' 

Analyse cin6tique: Une analyse cin6tique a 6t6 faite pour le saccharose et pour le 
glucose/t la concentration externe de 1 mM. La figure 2 montre: 
- que rabsorption du glucose et du saccharose s'effectue d'une far lin6aire d6s 
l'origine; 
- que rabsorption du glucose est plus importante que eelle du saccharose, les vitesses 
d'absorption 6tant respectivement de 29 nmol et 11 nmol g-l(m.f.) h q (v. Tableau 1). 

Tableau 1. Comparison des vitesses d'absorption [nmoi h -I g-I(f.m.)] du sar162 ct du glucose 
(i raM) par les tissus 'frais' et ayant subi 24 h de survie. 

Survie 0 h 24 h 

Saccharose (1 raM) 11 45,0 
Glucose ( 1 raM) 29 75,0 

Comp6tition entre glucides: L'absorption du saccharose a 6t6 mesur6e /t 3 
concentrations diff&entes, 0.05, 1 et 10 raM, en presence soit de glucose soit de 
fructose/t des concentrations de 9 fois celle du saccharose. Les r~sultats (Tableau 2) 
montrent qu'en aucun cas les hexoses n'exercent une action inhibi~ce vis-/t-vis de 
rentr~e du saccharose au niveau des tissus "flais". Cette absence de comp6tition 
entre les sucres solubles indique en premi6re approximation qu'il ne doit pas y avoir 
d'activit6 invertasique ~ ee stade. 
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L'absorption du saccharose est-elle d6pendante du m6tabolisme? Les donn6es du 
tableau 3 montrent que le CCCP (20 ~tM) et NaCN (1 mM) inhibiteurs sp6cifiques du 
m6tabolisme respiratoire diminuent /t la lois la teneur en ATP et rabsorption du 
saccharose; ceci indique donc que rabsorption est d6pendante du m6tabolisme. 

Tableau 2. Action du glucose et du fructose sur I'absorption du saccharose h 3 concentrations 
diff6rentes, les concentrations en hexoses 6tant dans chaque cas 9 fois sup6rieures h celles du 
saccharose. Vitesses exprim6es en nmol h "1 g'J(fm.) et en poucentage par rapport aux t6moins. 

Concentration en Tdmoin Glucose Fructose 
saccharose [mMl 

0,05 0,52 (100%) 0,49 (94%) 0,51 ( 9 8 % )  
1 9,11 (100%) 8,05 (88%) 8,65 (95~ 

10 64,36 (100 %) 62,75 (98 %) 65,00 (101%) 

Tableau 3. l~tude compar6e de raction de diff6rents inhibiteurs des ATPases ou du m6tabolisme 
respiratoire sur rabsorption de saccharose (1 mM) par des tissus frais, ou ayant subi une survie de 
24 h. Rgsultats exprim6s en nmol g'l(m.f.) (3 h) "l pour ie saccharose, en nmol g'l(m.f.) pour rATP et 
en pourcentage par rapport aux tdmoins. Les actions de I'oligomycine et de la fusicoccine sont 
6galement donn6es. 

Effecteur Tissus frais Tissus apr6s survie 
Saccharose ATP Saccharose 
[nmol] [%] [nmol] [%] [nmol] [%] 

T6moin 38,1 100 30 100 114,1 100 
CCCP (20 mM) 15,2 40 1,8 6 43,4 38 
DNP (0.5 mM) 44,5 39 
NaCN (1 mM) 15,6 41 7,8 26 67,3 59 
DES (50 pM) 31,2 82 - 91,2 80 
DES (100 laM) 24,8 65 - 87,8 77 
DCCD (50 laM) 27,8 73 16,6 55 91,2 80 
DCCD (100 laM) 25,1 66 - 75,2 66 
Orthovanadate (0,5 mM) 36,9 97 - 116,3 102 
Oligomycine (5 mg I q) - - 76,4 67 
Fusicoccine (20 laM) 44,2 116 - 132,2 116 

R61e des ATPases: influence des inhibiteurs et de la FC On note que l 'orthovanadate, 
n'a pas d'effet, que le DES ainsi que le DCCD ne d6veloppent qu'une action 
inhibitrice faible (Tableau 3). De m~me la FC, pr6sente dans le milieu (20 laM) ne 
produit  pas d'effet significatif sur l 'absorption du saccharose (+16 %, Tableau 3). 

On peut donc en conclure que, chez les tissus frais rabsorption du saccharose ne 
r6clame pas la participation d'une ATPase plasmalemmique. II est/~ noter que des 
dosages d 'ATP ont montr6 que la prgsence de DCCD/ l  50 M entraine une baisse de 
45 % de la teneur en ATP (Tableau 3), ce qui exclut toute interpr&ation arguant d'une 
absence de p6n6tration des inhibiteurs. 
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Importance des roulements thiols: Un pr6-traitement de 30 min au PCMBS, connu 
pour 6tre peu p6n6trant, inhibe fortement rabsorption du saccharose (Fig. 3A). Cette 
inhibition, maximale d6s 0,5 mM en PCMBS, ainsi que celle mesur~e apr6s 
pr6traitement avec la NEM (Fig. 3B) sugg6rent une implication des groupements 
thiols du plasmalemme dans le transport du saccharose. 

t .C C.C 

symptasme 

108din, 

| ~ i m p a c t  H o r m o  - -  

Fig. 1. Sch6ma illustrant les voles de transport du saccharose (S) dans le tubercule de pomme de tcrrc 
et les r6actions d'hydrolyse (invcrtase) qui peuvent y 6tre associ6es. Les dif6rents sites d'action de 
rimpact hormonal y figurent 6galement. 
G = glucose, F = fructose, mi = mitochondrie, pl = plaste (amyloplaste), S = saccharose (=sucrose), 
tc-cc = complcxe tubc cribl~ - ccllulc compagnc, V = vacuole 

Tableau 4. Influence d'une basse temp6rature (2 ~ sur rabsorption du saecharose et du glucose 
mesur6e apr6s 24 h de survie/1 22 ~ R6sultats exprim6s en nmol gq(mf.) (3 h) q et en pourcentage 
par rapport aux t6moins. 

T6moin (22 ~ % 2 ~ % 

Saeeharose(l raM) 84,5 I00 13,1 15 
Glucose (1 mM) 149,9 100 25,4 17 

Intervention d 'un syst~me d'oxydo-r~duction: Aucun rgsultat significatif n'a 6t6 
obtenu, m6me en pr6sence de NADH /l 1,5 raM, ce qui sugg6re qu'aucun syst6 
me d'oxydo-r6duction ne semble impliqu6, sur ce mat6riel, pour rendre compte de 
l 'absorption du saccharose. 

Absorption des glucides, apr6s mise en survie 

Analyse cin~tique: La figure 2B montre que: 
- rabsorpt ion du saccharose et du glucose gvolue lin6airement, en fonction du temps 
d'absorption; 
- l e s  vitesses sont respectivement (Tableau I) de 45 nmol g-l(m.f.) h -! pour le 
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saccharose et de 75 nmol g-I h-I pour le glucose, ce qui signifie que les vitesses se 
sont accrues par rapport aux tissus frais, et que rabsorption du glucose reste toujours 
sup6rieure /l celle du saccharose mais que la survie contribue a att6nuer cette 
diff6rence. 
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Fig. 2. Etude comparde de rabsorption du saecharose (S, 1 raM) et du glucose (G, 1 mM) en fonction 
du temps par des disques "frais" (A) ou ayant subi une survie pr6alable de 24 h (B). R6sultats 
exprim6s en nmol g'l(m,f.) + erreur-standard. 

Tableau 5. Action du tris (25 mM) au tours de rabsorption du glucose ou du saeeharose (1 mM) par 
des tissus frais ou ayant subi 24 h de survie pr6alable. Absorption mesur6e/~ pH 4,8 (tampon eitrate- 
acide citrique) et h pH 8 (tampon MES). R6sultats exprim6s en nmol (3 h) "1 g'l(m.f.) et en 
poucentage par rapport aux t6moins. 

Absorption pH 4,8 pH 8 
(Glucide 1 raM) Survie Survie Frais 

0 +Tris 0 +Tris 0 +Tris 

Glucose 292 293 (100 %) 208 158 (76 %) 80 72 ( 90 %) 
Saccharose 210 216 (103 %) 140 83 (59 %) 29 29 (100 %) 

Relation avec le m6tabolisme: Quand rabsorption du glucose et du saccharose est 
r6alis6e/~ basse temp6rature, on observe une forte inhibition de rabsorption qui est de 
83/~ 85 % (Tableau 4). Les inhibiteurs m6taboliques NaCN (1 mM) et CCCP (20 
~tM) inhibent respectivement rabsorption du saccharose de 41 et 62 % (Tableau 3). 

R61e des ATPases: Comme chez les tissus frais, les inhibiteurs sp6cifiques des 
ATPases: DCCD (100 ttM) et DES (100 ~tM) produisent des inhibitions relativement 
faibles de l 'absorption du saccharose qui sont respectivement de 34 et 23 % 
(Tableau 3). Ceci sugg6re une participation modeste des ATPases du plasmalemme 
dans le transport de ce sucre. 

Effet des cations monovalents: Divers ions peuvent 6tre associ6s aux flux de glucides 
et agir plus ou moins directement sur les ATPases (voir introduction). A cet effet, 
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KCI, NaCi et KNO 3 ont 6t6 testts a la concentration de 50 mM. Aucun effet n'est 
observ6. Ceci semble donc exclure une participation de I'ATPase du tonoplaste au 
mtcanisme de transport du saccharose. On sait en effet que cette ATPase est stimulte 
par les ions CI et inhibte par NO 3 (Sze 1985). 

Intervention des groupements thiols: Aprts un prttraitement de 5 min, que la NEM 
soit utilis6e /L 0,25 ou 0,5 mM, l'inhibition de rabsorbtion du saccharose est 
sensiblement la m6me, de 35 %, indiquant que son action reste de nature superficielle 
(Fig. 4A). Le PCMBS rtduit, dts 0,5 mM l'absorption de 50 % (Fig. 4B). Ces 
r6sultats montrent que les groupes thiol du plasmalemme sont impliqu6s dans le 
transport du saccharose. 
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~ 2o 
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~ " - , . - - . Z _ ~  �84 . 

o , i i 
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~ ; ' ~ o ' ~ Ib ~o ~o 
PCMBS [mM] PRET. ALA NEM [mini 

Fig. 3. Influence des inhibiteurs des groupements thiols sur I'absorption du saccharose (l mM) par des 
tissus "frais". A. PCMBS, prttraitement de 30 min: influence de la concentration. B. NEM (2.10 ̀4 M) 
- Influence de la durte du prttraitement. 

Compttition entre glucides: Nous avons test6 l'influence du glucose, du fructose et du 
3-O-mtthylglucose sur l'absorption du saccharose et men6 aussi les exptriences de 
compttition rtciproque. L'effet de concentrations croissantes en hexoses stir 
l'absorption du saccharose /~ 1 mM est donn6 dans la figure 5A. Les rtsultats 
montrent que, contrairement aux rtsultats prtctdents (Tableau 2), l'absorption du 
saccharose, par des tissus ayant subi 24 h de survie, est inhibte de manitre 
significative par la prtsence d'hexoses. Les inhibitions lites au glucose sont 
respectivement de 40 %/~ 5 mM et de 65 %/L 25 mM. Le fructose exerce un effet 
inhibiteur moindre (l'inhibition maximale mesurte est de 40 %). Le 3-O- 
mtthylglucose (Fig. 6) dont on sait qu'il n'est pas mttabolist, dtveloppe le mtme 
effet inhibiteur, ce qui signifie que raction s'exerce sur le(s) m6canisme(s) 
d'absorption et non sur le mttabolisme cellulaire. 

Rtciproquement, l'absorption du glucose (1 mM) rtaliste en prtsence de 
concentrations croissantes en saccharose, se traduit par une inhibition maximale de 
48 % (Fig. 5B). 

R61e de(s) invertase(s): Les rtsultats prtctdents lits/L la compttition entre glucides 
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laissent supposer la participation d'une invertase active dans les tissus mis en survie. 
Le Tris est connu pour 6tre un puissant inhibiteur des invertases (v. Mat6riel et 
m6thodes). Les exp6riences d'absorption ont done 6t6 conduites aux pH 4, 8 
(invertase acide) et 8 (invertase alcaline). A pH 4,8, ni l'absorption du saccharose, ni 
ceile du glucose n'est r6duite en pr6sence de Tris. Par centre,/~ pH 8 l 'absorption du 
glucose et du saccharose est r6duite significativement (on passe en effet de 208/~ 158 
dans le cas du glucose, et de 140 /l 83 nmol (3 h) -I g-l(m.f.) dans le cas d u  
saccharose; rinhibition li6e au Tris est done respectivement de 24 % et de 4 1 %  
(Tableau 5). 
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I I ! 
o o'.1 o.2s o.so o o,s i 

NEM I m M I  PCMBS I m M I  

Fig. 4. Influence des inhibiteurs des groupements thiols (NEM et PCMBS) sur I'absorption du 
saccharose (1 mM) par des disques ayant supi uric survie de 24 h. Pr6traitemcnt de 5 min: 6tudc cn 
fonction de la concentration en inhibiteur. A. NEM, B. PCMBS 
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Fig. 5. Actions des concentrations croissantes r hexoses (glucose: G. fructose: F) sur I'absorption du 
saccharose, 1 mM (A) ou r saccharosr sur l'absorption du glucose, 1 mM (B), par des disques ayant 
subi 24 h de survir 

L'action du Tris qui est nulle dans le cas des tissus frais devient inhibitrice apr6s 
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une p6riode" de survie ce qui signifie qu'une activit6 invertasique se d6veioppe au 
cours de la survie. 

200 

:E 
loo 

0,25 1 2 3 
TEMPS [hi 

Fig. 6. Action.du 3--O-m6thylghcose (3-0-MEG, 20 mM) sur I'absorption du sacchamse (1 mM) par 
des disques ayant subi 24 h de survie. 

On retiendra donc a l'issue de cet ensemble d'exp6riences que l'absorption du 
saccharose (et du glucose) par des tissus de tubercule ayant subi le processus de 
survie, est fortement d6pendante de l'6nergie m6tabolique, que la participation des 
ATPases aux m6chanismes de transport n'apparait pas de far 6vidente, que la 
participation 6ventuelle d'un syst6me d'oxydo-r6duction n'apparait pas davantage que 
pour les tissus frais, que Ja participation de 2 transporteurs plus ou moins sp6cifiques 
du saccharose et du glucose avec intervention d'un invertase senble 6tre l'hypoth6se la 
plus vraisemblable. Toutfois avant de discuter ces diff6rentes points, il nous est 
apparu int6ressant de tester raction des hormones dont il dont rimportance sur 
rabsorption et sur le transport de nutriments a 6t6 rappel6e dans rintroduction. 

Contr61e hormonal de rabsorption 

Conform6ment ~i ce qui a 6t6 dit au point de vue du contr61e hormonal des flux de 
nutriments (v. Introduction) nous avons test6 l'action des diverses phytohormones 
(ABA, BAP, IAA, GA3)/t diff6rentes concentrations (entre 10 et 100 ~tM) vis-/t-vis 
de rabsorption du saccharose/t 1 mM. 

1. Tissuefrais: aucun effet n'a 6t6 mesur6 sur les tissus "frais". 
2. Tissus "en survie": seules la BAP (44 ttM) et rABA (20 ttM) pr6sentes au cours 

de la phase de survie conduisent/t une diminution de la vitesse d'entr6 du saccharose 
(inhibition de 60 % et de 40 % respectivement - Fig'. 7A et 7B). 

Conclusion et discussion 

En conclusion, ce travail apporte un certain nombre d'informations compl6mentaires 
sur ce qui 6tait d6j/t plus ou moins connu sur les flux de glucides au niveau du 
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tubercule de pomme de terre tel qu'il a 6t~ pr6sent6.dans la figure 1. Les m6canismes 
d'absorption sont difficilement abordables m situ chez tin tubercule en voie de 
croissance off les processus de sortie de phlo6me (unloading) et d'accumulation dans 
le compartiment de stockage sont difficilement dissociables. C'est done la raison pour 
laquelle nous avons eu recours /i la technique des disques incub6s o/l seuls les 
m6canismes li6s ~i l'absorption des glucides solubles sont abord6s. 

0,5 1 2 3 1 2 3 

TEMPS [hi 

Fig. 7. Etude compar~e de I'action de quelques phytohormones, pr~sentcs clans le millieu de survic, sur 
I'absorption du saccharose (] raM), mesur~e apr~s 24 h dc traitement. R~sultats exprimEs cn nmol 
gVtm.f.) + erreur-standard. A. BAP, B. ABA 

12( 

10C 

0 ~ 1 I ! 
1 2 3 

TEMPS [hi 

Fig. 8. Action de la cycloheximide (CHM: 1 nag 1 "l) pr6sente clans le millieu de survie, sur I' 
absorption du saccharose (1 mM) par les disques ayant subi 24 h de survie pr6alable. Resultats 
exprim6s en nmol g'l(m.f.) + erreur-standard. 

Ce travail distingue aussi obligatoirement l'6tude sur tissus 'frais' (pris 
imm6diatement apr6s le d6coupage) et celle sur tissus 'fig6s' (mis en survie); la raise 
en survie 6tant un 6tat d6coulant directement des conditions exp6rimentales (milieu 
d'absorption). Chez les tissus frais, le glucose et le saccharose sont tous deux 
rapidement absorb6s (Fig. 2). L'absorption du glucose est nettement sup6rieure 
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celle du saccharose pour une m6me concentration, 1 mM. Une telle absorption 
pr6f6rentielle du glucose a 6t6 rapport6e pour d'autres mat6fieis: protoplastes de 
racines de ma'/s (Giaquinta et  al. 1983), suspensions cellulaires de canne /l sucre 
(Komor e t  al. 1981) o/l une hydrolyse pr6alable du saccharose par une invertase de 
paroi est n6cessaire/i rabsorption. La question de la participation d'une invertase se 
pose donc 6galement ici. Toutefois pour une concentration en saccharose de 1 mM, 
l'addition de glucose (ou de fructose) ne produit qu'un faible ralentissement de la 
vitesse d'absorption du saccharose. Ceci, ajout6 au fait qu'aucune activit6 invertasique 
importante n'a 6t6 trouv6e/l ce stade (Vaughan et McDonald 1967) semble exclure 
l'id6e d'une hydrolyse pr6alable du saccharose chez la pomme de terre. Ceci irait 
d'aiileurs dans le sens des conclusions de ap Rees et Morrell (1990) qui attribuent une 
importance toute particuli6re ~i la saccharo-synth6tase dans le transfert de glucosyl. 

Ceci indique aussi que glucose et saccharose sont waisemblablement transport6s 
de far ind6pendante. Sur le plan des m6canismes, rabsorption du saccharose proc6 
de habituellement de la formation d'un gradient de H + indiquant la participation d'une 
ATPase du plasmalemme (Delrot et Bonnemain 1985) stimul6e d'une mani6re 
sp6cifique par la FC (Marr6 1979). Or on a vu que la participation d'une ATPase ne 
parait pas 6vidente compte-tenu du far que rorth~vanadate, puissant inhibiteur des 
ATPases du plasmalemme, n'affecte pas le transport du saccharose (Tableau 3); darts 
le m6me sens parle le peu d'effet de la FC. Seuls le DES qui agit ~ la lois sur les 
ATPases du plasmalemme et du tonoplaste (Lorenc-Plucitlska et Ziegler 1988) et le 
DCCD (inhibiteur des ATPases mitochondriales) entra^ment un effet inhibiteur (35 %, 
Tableau 3), mais parall61ement on constate que le pool d 'ATP est diminu6 de 45 % 
ce qui sugg6re plut6t une relation indirecte entre absorption des glucides et niveau 
6nerg6tique de la cellule. L/~ encore cette interpr6tation irait dans le sens des 
conclusions de ap Rees et Morrell (1990) indiquant que la saccharo-synth6tase est 
renzyme impliqu6e dans rhydrolyse du saccharose et qu'elle met en jeu un pool 
important de nucl6otides. 

Avec la mise des tissus d6coup6s sur un milieu d'absorption d6bute le processus de 
mise en survie (ageing). On sait que cela conduit/l de nombreuses modifications 
mdtaboliques (Kahl 1974) li6es /~ l'effet de blessure; l'accroissement des vitesses 
d'absorption des solut6s organiques ou inorganiques repr6sente l'un de ces 
changements (Van Steveninck 1975, Hourmant et Penot 1978). N6anmoins, m6me si 
cette technique a ses iimites, elle reste r6v61atrice des potentialit6s cellulaires qui 
peuvent apparaitre/~ d'autres 6tapes naturelles d'un organe, par exemple au moment 
de la 'germination' du tubercule impliqu.ant i'hydrolyse de l'amidon. En ce qui 
conce_rne les glucides on constate, une nouvelle fois, que l'absorption du saccharose 
et du glucose est fortement accrue (de 4 et de 2,6 lois respectivement, Tableau 1) 
en m6me temps que la survie diminue rabsorption pr6f6rentielle de glucose 
(ratt6nuation 6tant de 40 % environ). Cet accroissement n'est pas 1i6/~ une diminution 
de la teneur des sucres solubles endog6nes (r6sultats non fournis), mais apparalt 
plut6t comme la cons6quence de la synth6se de nouveaux transporteurs prot6iques, 
car seul ce processus est inhib6 par la CHM (Fig. 8) tandis que la teneur en glucides 
n'est pas affect6e par la CHM (r6sultats non fournis). 

Comme chez les tissus frais, l'absorption se fair contre le gradient de 
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concentration; elle est pratiquement lin6aire en ce qui concerne les deux glucides 
(Fig. 2B); elle est d6pendante du m6tabolisme 6nerg6tique de la cellule (Tableau 3), 
elle est sensible aux inhibiteurs des groupements thiols (PCMBS et NEM, Fig. 4). On 
note rabsence d'effet de rorthovanadate, ce qui, une nouvelle fois laisse supposer 
qu'une ATPase plasmalemmienne n'est pas directement impliqu6e dans la p6n6tration 
du saccharose dans la cellule. I1 est exclu que rorthovanadate soit inefficace du fait 
par exemple de la taille de la mol6cule; nous avons montr6 en effet, sur le m6me 
mat6riel, que cet inhibiteur diminuait de 58 % l'entr6e de Pi dans la cellule (Poder et 
Penot 1992). I1 semblerait donc que les ATPases qui ont 6t6 visualis6es par 
cytochimie (Oparka 1986) emp6chent la fuite du saccharose ou soient davantage 
impliqu6es dans l'absorption des ions inorganiques (P, K + - Poder et Penot 1986). 

En ce qui concerne la participation d 'une invertase, on sait que la mise en survie 
favorise le d6veloppement d'une activit6 invertasique (Vaughan et McDonald 1967). 
Le Tris qui est connu pour 6tre un puissant inhibiteur de l'invertase de paroi (Kato et 
Kubota 1978) n'est actif que sur des tissus ayant subi la survie (Tableau 5). Cela 
laisse donc supposer qu'une invertase participe pour pattie/~ ce stade,/~ rabsorption 
du saccharose (activit6 6valu6e/~ 30 % de l'absorption totale du saccharose - (Morrell 
et ap Rees 1986). C'est darts le m6me sens que parlent les exp6riences d'inhibition 
comp6titive entre glucose et saccharose (Figures 5 et 6). On a vu en effet qu'une 
concentration de 25 lois celle du glucide 6tudi6 ne conduigait qu'/t une faible 
inhibition de l'absorption de rautre glucide; ceci est incompatible avec une inhibition 
qui se situerait au niveau d'un seul et m6me transporteur. Ceci laisse donc supposer, 
comme cela a 6t6 dit pr6c6demment, la participation de deux transporteurs 
sp6cifiques, run pour le glucose, l'autre pour le saccharose, chacun 6tant sensible aux 
inhibiteurs des groupements thiols (Martinoia et al. 1987, Xia et Saglio 1988). Du fait 
du caract6re non perm6ant du PCMBS, les r6sultats obtenus (Fig. 3 et 4)sugg6 
rent que ces transporteurs sont situ6s au niveau du plasmalemme. 

Reste la question des hormones dont on sait qu'elles interviennent/~ un stade ou/~ 
un autre dans le d6veloppement du tubercule (Ewing 1987) et dont on a montr6 
qu'elles agissent au niveau des boutures sur le transport/~ longue distance (Poder et 
al. 1988). L'absence d'effet positif peut s'expliquer par le fait que les tubercules au 
stade adulte, ont perdu toute sensibilit6 aux hormones; cette interpr6tation peut 
s'appliquer aux tissus frais. La mise en survie entraine une modification des teneurs 
endog6nes en hormones, ne serait-ce que par l'effet de blessure. Les seuls effets que 
nous ayons mesur6s, a ce stade, conduisent a des inhibitions (cas de rABA et de la 
BAP, Fig. 7). En ce qui conceme la BAP on sait que cette hormone diminue le pool 
d'ATP (Hourmant et aL 1979), ce qui peut expliquer la diminution de l'absorption du 
saccharose. Quanta rABA, elle n'agit ni sur la synth6se d'ATP, ni sur ia synth6se 
prot6ique, ni sur le m6tabolisme des phospholipides (Hourmant 1979); ceci nous 
conduit /~ penser que cette hormone agit pr6f6rentiellement au niveau de la 
membrane, par exemple par d6polarisation lente (Shaner et al. 1975). Cet argument 
est d'ailleurs confort6 par le fait que rABA ne modifie pas le pool de saccharose 
endog6ne (r6sultats non fournis) ce qui veut dire que rABA agit plus au niveau 
membranaire qu'au niveau du contr61e de l'activit6 de la saccharo-synth6tase. 

Sur le plan des voies suivies, la pr6sence d'une ATPase situ6e au niveau du 
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plasmalemme plaide ~i priori  pour une 6tape apoplastique. N6anmoins on a vu 
(Tableau 3) que le vanadate n'avait pas fraction sur les flux de saecharose; on a vu 
aussi que l'activit6 invertasique 6tait pratiquement inexistante au stade des tissus frais. 
Ceci plaide done plus en faveur d'un cheminement du saecharose par la voie 
symplastique, hypoth6se appuy6e 6galement par les observations d'Oparka (1986) 
qui soulignent la pr6senee de plasmodesmes nombreux reliant le tube cribl6 et les 
eellules du parenchyme. L'effet des inhibiteurs des ATPases tel le DCCD qui agit 
plus partieuli6rement sur ies ATPases mitochondriales ou le DES lequel agit sur les 
ATPases et devrait pr6f&entiellement se situer au niveau des m6eanismes impliqu6s 
direetement ou indirectement dans le transfert des groupements glueosyl vers 
l'amidon (Fig. 1) et non, eomme nous l'avons d6j/L dit, au niveau d'une ATPase du 
plasmalemme. 

Pour terminer, rappelons que ee travail se situe dans une 6tude suivie de i'6volution 
des proeessus d'absorption (ou d'exsorption) du saeeharose au eours des diff6rentes 
6tapes du d6veloppement du tubereule (eroissanee, maturit6, germination), m6me si 
peu de changements ont 6t6 not6s jusqu'/t pr6sent (Davies et Ross 1987). 
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