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Abstract-A comparative study has been made of phenylalanine ammonia lyase (PAL) activity in 
plants sensitive or resistant to various herbicides (piclorame, methylchloro-phenoxyacetic acid 
(MCPA), atrazine). Piclorame, a herbicide with hormonal activity caused a large decrease in PAL 
activity of sensitive plants (Nicotiana tabacum), even at low concentrations (5 x lop9 M) whilst in 
resistant plants (Triticum aestivum) its effect is negligible; MCPA, also a herbicide with hormonal 
activity, similarly affects the activity of PAL, but only at higher concentrations. On the contrary, 
the action of atrazine, which has no hormonal activity, is lower and weaker, probably being only 
a secondary effect. Determinations of PAL activity during the photoperiod following piclorame appli- 
cation indicate that this herbicide influences principally the photodependent enzyme activity. 

INTRODUCHON 

Parmi les nombreux travaux effectds a ce jour 
sur le mode d’action des herbicides, beaucoup 
portent sur la photosynthese, c’est-a-dire sur un 
mecanisme specifique des vegetaux. Or il existe 
d’autres processus biochimiques, propres aux 
plantes dont l’etude meriterait d’etre approfondie 
apres action dune molecule herbicide ou hor- 
monale: la synthese des vitamines ou celle des 
composes aromatiques par exemple . . . Dans ce 
cadre, il est apparu inttressant d’etudier l’action 
de divers herbicides sur une enzyme clef du meta- 
bolisme des substances aromatiques, la phenyl- 
alanine ammoniac lyase (PAL), enzyme respons- 
able de la transformation de la phenylalanine en 
acide cinnamique, (E.C. 4.3.1.5.) [l] Le but de cet 
article est de donner les premiers resultats concer- 
nant l’action de deux molecules a proprietes hor- 
monales, le piclorame et le MCPA ainsi que de 
l’atrazine sur l’activite PAL de plantes dites “sen- 
sibles et resistantes”. 

RESULTATS 

ZnJluence de la concentration en substance active 

Compte-tenu des variations d’activitt PAL au 
tours de la ptriode lumineuse, mises en evidence 

chez le tabac [2], les applications de substances 
actives sont faites a des temps permettant d’effec- 
tuer les prelevements pour mesure 5-6 hr apres 
le debut de la photoperiode, c’est-a-dire au maxi- 
mum d’activite quand les plantes sont elevees a 
20”. 

Les essais avec le piclorame sur tabacs sont 
divises en deux groupes: on a dune part, les 
experiences avec des concentrations provoquant 
la mort des plantes, a savoir de 5 x 10m4 M a 
5 x lop6 M, d’autre part les experiences avec des 
doses faibles, a partir de 5 x lo- 7 M et en des- 
sous. 

A doses elevees (Fig. la), le piclorame provoque 
une diminution tres importante de l’activite PAL 
des tissus analyses 24 hr apres son application; 
cette baisse d’activite est encore plus prononcee 
48 hr apres; en effet, la quantite d’acide cinnami- 
que forme par heure et par gramme de poids frais 
passe de 15,6 pg dans la plante temoin a moins 
de 3 pg pour des concentrations comprises entre 
5 x 10e4M et 5 x lop6 M (Fig. lb). A partir de 
5 x lo- 7 M (Fig. 1) on a encore baisse de l’acti- 
vite mais dans des proportions plus faibles. En 
dessous, il faut attendre 34 jours pour detecter 
une difference significative entre plantes temoins 
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Fig. I. Activitk phenyl-alanine ammoniac lyasc de sommets 
de Nicotiuna tahucwn var. Xanthi n.c. trait& avec diffkrentes 
concentrations en piclorame. (a) 14 hr aprks traitement; (b) 

48 hi- aprks traitement. 

et trait&es g 5 x lo-’ M et une dizaine de jours 
pour celles qui ont requ 100 ml de 5 x IO- 9 M 
(Fig. 2). 

Le piclorame provoque done, m;me j des con- 
centrations trks faibles, une diminution de l’acti- 
vitC phknylalanine ammoniac lyase des tissus de 
Nicotiana tahacurn. Deux questions se posent j 
la suite de cette premikre expkrience : ce rksultat 
est-il spkifique du piclorame? Le piclorame agit- 
il d’une man&e semblable sur des planks r&is- 
tantes‘? 

Avec le MCPA (Fig. 3a), les ritsultats sont de 
mCme nature: l’activitk PAL est abaisske 24 hr 
aprks un traitement j 5 x 10d4M. A 5 x lo-” M 
et 5 x 10m6 M, il faut 4X hr pour dkceler unc 
diminution d’activiti: enzymatique. Le MCPA, 

Fig. 2. Evolution de I’activitC phenyl-alanine ammoniac Iyase 
de sommets de Nicotiana ~ahacwv var. Xanthi n.c. B la suite 
d’un traitement avec de faibles concentrations en piclorame. 

24 hr 

Fig. 3. (a) ActivitC phenyl-alanine ammoniac lyase de sommets 
de Nicotiarx~ tubawn var. Xanthi n.c. 24 hr aprts un traite- 
ment au MCPA h diverses concentrations. (b) Evolution de 
I’activitC phenyl-alanine ammoniac lyase de sommets de Nico- 
tima tuhacum var. Xanthi n.c. it la suite d’un traitement h 

I’atrwine (5 x 1~). ‘, M). 

hormone de synthkse, est I O&1000 fois moins 
actif que le piclorame. 

Les tabacs trait&s i l’atrazine rlagissent un peu 
moins rapidement. En raison de la trt% faible 
solubiliti: dans l’eau de cette substance. il n’a pas 
Ctk possible de faire des essais i 5 x 10m4 M. 
Cependant. m2me :I 5 x lo-‘M, il faut attendre 
plusieurs jours pour dktecter une difftrence signi- 
ficative par rapport aux plantes non trait&es (Fig. 
3b). 

Les essais rkalisks sur Triticurn aestivurn condui- 
sent 21 des rksultats tout-A-fait diffkrents. L’activitC 
PAL de blk est beaucoup plus importante que celle 
des tabacs: chez Nicotiunu tahacunz var. Xanthi 
nc., 15- 18 pg d’acide cinnamique sont form&s par 
heure et par gramme de poids frais; chez le blk 
plus de 40 pg sont produits dans les mcmes condi- 
tions. En outre, le piclorame ii 5 x IO-” M (Fig. 
4) provoque une diminution de I’activitk PAL, 
mais seulement plusieurs jours apr& le traite- 
ment, entre 6 et 10 jours avec la varikti: Cham- 
plein et 4 2 6 jours avec la variktk Kolibri. Mieux, 
on observe une augmentation d’activitk les pre- 
miers jours suivant l’application. 

A des concentrations infkrieures, 5 x lo- ’ M 
par exemple (Fig. 5), il n’est plus possible de 
dirceler des variations de l’activiti PAL entre blC 
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Fig. 4. Evolution de l’activite phenyl-alanine ammoniac lyase 
des plantules de Triticum nestiuum var. Champlein ou Kolibri, 

a la suite dun traitement au piclorame (5 x 10e4M). 

temoin et trait& si ce nest une leg&-e aug- 
mentation dans les plantes ayant recu le piclor- 
ame. 

Par contre, a l’inverse, l’atrazine a 5 x lo- 5 M 
abaisse l’activite PAL entre le 3eme et le 6eme 
jour suivant le traitement. Cependant,bien que ce 
changement d’activite soit important, il ne se pro- 
duit pas avant plusieurs jours; le mode d’action 
de l’atrazine est done different de celui du piclor- 
ame. 
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Fig. 5. Evolution de l’activitt phenyl-alanine ammoniac lyase 
de plantules de Triticum aestiuum var. Champlein suivant un 

traitement au piclorame ou a l’atrazine (5 x 10m5 M). 

Les modifications d’activite de la phenylalanine 
ammoniac lyase apres application dune sub- 
stance a caractere herbicide semblent differentes 
selon les plantes, mais aussi selon le type d’herbi- 
tide employ& A la suite de ces premieres observa- 
tions et compte tenu des variations de l’activite 
PAL au tours de la photoperiode chez le 
tabac [2], il parait important d’analyser compara- 
tivement les variations d’activite PAL de plantes 
traitees et non traitees au tours d’une periode 
lumineuse; il est Cgalement important de deter- 
miner, au tours dun cycle de 24 hr, le moment 
de traitement le plus favorable a la mise en 
evidence dune alteration profonde de l’activite 
enzymatique. 

Variations au cows de la photopbiode; injuence 
du moment de traitement 

Des Nicotiana tabacum var. Xanthi n.c., a 20”, 
sont arroses avec 100 ml dune solution de piclor- 
ame (les resultats sont semblables avec 5 x 
10p4M, 5 x lo-‘M ou 5 x 10e6 M), 18 hr, 8 
ou 3 hr avant le debut de la periode lumineuse. 
A partir du temps zero (allumage de la Salle cli- 
matisee), on preleve a intervalles reguliers les 
tissus pour analyse. 

Dans les plantes temoins (Fig. 6), l’activite 
PAL, faible au tours de la nuit et en debut de 
journee s’accroit progressivement pour atteindre 
un maximum vers la S&me ou la 6&me heure, puis 
diminue ensuite pour conserver une valeur faible 
jusqu’au debut de la photoptriode suivante. 

Si les plantes recoivent le piclorame 3 heures 
avant le debut de la photoperiode, elles ne presen- 
tent pas de difference d’activite par rapport aux 
temoins; on retrouve effectivement la m&me aug- 
mentation d’activite PAL dans les premieres 
heures puis sa diminution au dela de la 6kme 
heure. 

Par contre, si le traitement est fait 18 hr et 
meme seulement 8 hr avant, c’est-a-dire comme 
le montre la Fig. 6 juste au debut de la periode 
obscure, l’activite PAL est considerablement 
abaissee; en fait, dans ces conditions, on ne peut 
plus deceler de variations de l’activite enzymati- 
que au tours de la journee; elle reste a un niveau 
faible et relativement constant. 

Si on recherche le temps minimum de traite- 
ment necessaire pour declencher une inhibition 
d’activite au tours de la photoperiode suivante, 
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Fig. 6. Evolution de I’activiti: phenyl-alanine ammoniac lyase 
de sommets de Nicotimu tchxwm var. Xanthi n.c., au tours 
dc la photopCriodc suivant un traitement au piclorame. (+ 

Moment du traitemcnt). 

on remarque qu’il suffit d’appliquer le piclorame 
au moins 6 h 7 hr avant le dkbut de la phase 
lumineuse pour mettre en Cvidence ce phknomkne. 

DISCL’SSION 

Si la r&action ou la sensibilitk des blCs B la 
prksence de certains herbicides B propriktks hor- 
monales est diffkrente de celle des tabacs, il en 
est de m&me de leur activiti: phknylalanine 
ammoniac lyase respective. 

En efTet, chez le bk, la synthke de I’acide cin- 
namique Li partir de la L phknylalanine n’est pas 
modifit-e par un traitement au piclorame (sauf Li 
des doses tr&s ilevies) alors que cette synthise 
est profondkment perturbke chez le tabac; il en 
est de mZme avec le MCPA, c’est-g-dire avec une 
autre substance li activitk hormonale. Par contre, 
avec l’atrazine, les rfkultats sont moins clairs; l’a- 
trazine diminue I’activitit phenyl-alanine 
ammoniac lyase des tissus de blk et de tabac, mais 
son action semble plus tardive et moins brutale; 
elle ressemble plus B un phknomkne secondaire. 
D’autres expkricnces sont indispensables pour le 
vkrifier. 

Quoiqu’il en soit, il existe une certaine corrkla- 
tion entre “rksistance ou sensibilitk” B certaines 
molkules herbicides et variations de l’activitl 
PAL. Etant donnt l’importance de cette enzyme 
dans le mktabolisme des composks phtnoliques 
chez les vkgktaux, cette observation nous apparait 
fondamentale. Comment peut-on expliquer de tels 
changements d’activitk? 

La diminution de synthkse de l’acide cinnami- 
que peut &tre due: soit 5 un ralentissement OLI 

B un arrkt de synthkse prottique ou plus spkcifi- 
quement B une inhibition de synthkse de la pheny- 
lalanine ammoniac lyase seule: 

soit h une inactivation de I’enzyme par action dir- 
ecte de l’herbicide ou d’un composk issu d’une 
dkviation mktabolique induite par la substance 
active. 

Selon Moreland rt al. [3] il n’y a pas de dif- 
ftrence d’intttgration de la leucine 14C dans les 
protkines de plantes traitkes au piclorame et celle 
de plantes tkmoins. Vallee (rksultats non publiks) 
a mis en kvidence, dans certaines conditions, des 
changements d’incorporation de la proline 14C 
dans les protkines de tabac apks un traitement 
au piclorame; cependant. ces rksultats ne semb- 
lent pas pouvoir expliquer, 2 eux seuls, les impor- 
tantes variations de l’activiti: PAL k moins d’une 
action spkcifique sur cette enzyme; on peut rejeter 
cette hypothkse car nous avons vCrifi@ que le pic- 
lorame n’a aucune action in vitro sur l’activitk 
de ia PAL. 

De plus, la phenylalanine ammoniac lyase est 
une enzyme dont la synthkse [4-61 est sous la 
dkpendance de la lumikre. Les rksultats obtenus 
sur Nicotiaw~ tuhacun~ permettent de supposer 
que le piclorame et d’autres substances de mtme 
nature perturbent les micanismes associks B cette 
photodkpendance; en effet, c’est I’augmentation 
de l’activitk PAL like i la photopkriode qui n’a 
plus lieu quand on applique l’herbicide. 

11 faudra s’attacher ii rkpondre k ces diverses 
questions, car de tels travaux pourraient per- 
mettre d’orienter les recherches de nouvelles mol- 
kcules g activiti herbicide. 

PARTIE EXPERIklENTALE 

Le n~athrirl vigC;lul. Les Nicotiuw rohacurn var. Xanthi n.c., 
ainsi que Jes bks Trificum ae.sri~!rrm var. Champlein ou Kolibri 
(quelques essais ont ktk faits avec Rex ou Joss). utilisks pour 
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ces experiences, sont eleves sur un melange tourbe-gravier; 
ils recoivent chaque jour une solution nutritive [7]. Les 
plantes sent placees en Salle climatisee a 20”, sous un tclaire- 
ment de 12000 lux, tine photoperiode de 16 hr et une humidite 
relative de 70%. Les determinations d’activitt enzymatique 
sont effectut‘es, pour le tabac, au stade vegetatif (45-60 jours 
apres le semis dans les conditions ci-dessus decrites), sur le 
sommet de la plante comprenant l’apex, les jeunes feuilles, 
une feuille ayant termine sa croissance et la tige correspon- 
dante. Pour les bles, les experiences sont faites sur l’ensemble 
des parties aeriennes, au stade de deux feuilles. 

Herbicides utilises. Les traitements se font par arrosage des 
plantes avec 100 ml de la solution d’herbicide. C’est le piclor- 
ame ou acide 4 amino 3,5,6 trichloropicolinique qui a ete le 
centre d’interCt de cette etude; mais afin de verifier la sptcifi- 
cite des resultats obtenus, deux autres composes ont egalement 
ete employesl’acide methyl chloro phenoxy acttique (MCPA) 
qui agit comme le piclorame telle une hormone et, une tria- 
zine, la 2 chloro, 4,ethylamino-6-isopropylamino-s-triazine ou 
atrazine, compose de nature et d’action differentes. 

Le piclorame son action sur tabac a deja ete d&rite par 
d’autres auteurs [S-S]; Nicotiana tahacum est une plante trts 
sensible a ce compose; 24 hr apres application de solutions 
a 5 x 1O-4 M, 5 x IO-‘M ou 5 x 10e6 M, les tabacs presen- 
tent deja de profondes anomalies au niveau des feuilles en 
croissance; les plantes meurent au bout de 6 a 8 jours. Avec 
des applications de 5 x lo-’ M a 5 x 10-i’ M, les symptomes 
apparaissent plus lentement et ne sont plus fatals; en outre, 
leur violence depend du stade de developpement de la plante: 
en effet, Nicotiana tahacum var. Xanthi nc. manifeste un sur- 
croit de sensibilite au piclorame au moment de l’induction 
florale. Entre 5 x 10-‘M et 5 x lO_‘M, on observe de 
stveres deformations foliaires accompagnees de proliferations 
cellulaires anarchiques le long de la tige ou des petioles. Au 
dela de ces doses, la presence de piclorame ne se manifeste 
plus que par de leg&es deformations des feuilles avec un allon- 
gement de l’extremitt libre du limbe. Des experiences recentes 
(qui demandent encore a &tre approfondies) tendent a montrer 
qu’un depot de quelques dizaines de microlitres de la solution 
a 5 x 10m4M sur une feuille adulte provoque apres 24 ou 
48 hr des symptomes de m&me ordre que les 100 ml de cette 
mime solution fournie par arrosage. 

Toutes les varietts de Triticum aestiuum utilisees (plantes 
dims resistantes a cet herbicide) presentent une reaction B 5 x 
10s4M, mais les symptomes sont plus violents sur Kolibri; 
courbure au niveau de collet et ntcroses apres 6 a 8 jours. 
A 5 x 10e4M, on a encore sur la variete Kolibri, quelques 
n&roses; sur Champlein, on observe un ralentissement de la 
croissance suivi d’une legere courbure des collets au bout de 
8 a 10 jours. Pour des doses inferieures, en dehors dune 
diminution de croissance, on n’observe plus de difference avec 
les plantes temoins. 

L’acide methyl-chloro phenoxy achtique (MCPA) provoque 
a 5 x 10e4 M la mort de Nicotiuna tuhacum, 7-10 jours apres 
le traitement. En deca, a 5 x 10m5 M, on observe rapidement 
des symptomes voisins de ceux du piclorame utilise a 5 x 
IO-’ M ou 5 x IO-* M. Avec des concentrations inferieures, 
le MCPA ralentit la croissance. 

L’atrazine l’action de cette molecule est differente: elle nest 
pas de nature hormonale; on sait que son site d’action est 
le chloroplaste; cette molecule agirait comme inhibiteur du 
photo systeme II de la photosynthese [lo]. Dans les condi- 
tions ambiantes utilisees, l’atrazine provoque, chez Nicotiana 
tubacum, l’apparition de chloroses 5 a 7 jours aprts un traite- 
ment a 5 x 10e5 M. Sur Triticum aestiuum et specialement 
sur la variete Champlein, on observe aussi l’apparition de 
taches chlorotiques suivies de petites n&rose.% 

Extraction de Penzyme, mesure de son activite’. Les tissus, 
aprts pesee. sont broyts a 2”, dans un tampon borate 0,l M, 
pH 8, 8 a raison de 2 ml par gramme de poids frais en 
presence de charbon vegetal a raison de 100 mg par gramme 
de tissu frais; on centrifuge durant 30 mn a 48000 9. L’activite 
PAL est dtterminee sur le surnageant [ll]. Melange r&c- 
tionnel. Dans les cuves (3 ml) dun spectrophotomttre (Beck- 
man Acta III) maintenues a 30”, on place: tampon borate 
(0,14 mM), l’extrait enzymatique (1 ml) et la L phtnylalanine 
(0,03 mM). Dans la cuve reference, le substrat est remplace 
par du tampon borate. On mesure la variation de densite opti- 
que a 290nm correspondant a la transformation de la L 
phenylalanine en acide cinnamique. Les resultats sont 
exprimes en microgrammes d’acide cinnamique forme par 
gramme de poids frais et par unite de temps. Toutes les 
experiences sont effect&es au minimum deux fois. 
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