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Abstract—In Nicotiana tabacum var. Xanthi n.c. phenylalanine ammonia lyase (PAL) activity, which increases signifi-
cantly during the hypersensitivity reaction to tobacco mosaic virus (TMV), is only partially affected when plants
are treated with piclorame, which is known to be an inhibitor of PAL in vivo. Using piclorame together with
TMYV, it has been possible to distinguish between that increase in PAL activity due to the virus and that dependent

on the photoperiod.

INTRODUCTION

Chez les tabacs porteurs du géne N, Nicotiana tabacum
var. Xanthi n.c. par exemple, Phypersensibilité au virus
de la mosaique du tabac (V.M.T.) s¢ manifeste a 20°
par I'apparition de lésions locales nécrotiques autour du
point de pénétration du virus[1]; dans ces conditions,
la multiplication du virus s’arréte et le reste de la plante
demeure indemne. A 32°, la réaction hypersensible n’a
plus lieu[2]: le virus se multiplie abondamment. dans
tous les tissus de la plante hote, comme il le fait chez
des tabacs sensibles qui, porteurs du géne “récessif n”
sont envahis d’'une fagon systémique a toutes tempéra-
tures comprises entre 15 et 34-35°. Par contre, des N.
tabacum var. Xanthi n.c. inoculés & 32° présentent apré$
transfert 3 20° des nécroses dans tous les tissus ou le
virus est en voie de multiplication [3]; ainsi sur des
tabacs inoculés & 32° depuis 72 hr, les feuilles du sommet,
en cours d’envahissement par le virus, se nécrosent com-
plétement 6 a 8 hr apres le retour a 20°, Le déclenche-
ment de la réaction d’hypersensibilité a 20° est accom-
pagné d’une accumulation de nombreux composés
phénoliques alors qu'aucun changement semblable ne se
produit a 32°[4].

On a également montré, dans les conditions d’expres-
sion du géne N d’hypersensibilité, c'est-a-dire entre 15
et 26-27°, une augmentation considérable de l'activité
de la phénylalanine ammoniac lyase-PAL- (E.C-4.3.1.5.),
concomitante de Papparition des lésions locales[S]. A
une température permanente de 32°, a laquelle les plantes
porteuses du géne N se comportent comme des hdtes
sensibles, lactivité PAL des plantes malades est toujours
inférieure a celle des plantes saines (6]. Enfin, chez des
tabacs inoculés a 32° depuis 72 hr, puis transferés a 20°,
une augmentation importante de Pactivité de la PAL,
enzyme clé [7] de la synthése des composés phénoliques,
précéde de plusieurs heures apparition des nécroses [8].

Certaines substances & propriétés hormonales provo-
quent des perturbations importantes de lactivité PAL
et ont plus spécialement une action sur la photodépen-
dance de I'enzyme [9]; de plus, la multiplication d'un
virus perturbant souvent gravement le métabolisme hor-
monal du végétal parasité, il est apparu interessant de
comparer lactivité enzymatique de plantes saines et
malades traitées ou non par certaines de ces molécules.
Le but de cette article est de relater Pinfluence du piclor-
ame (acide amino-4 trichloro-3,5,6 picolinique) sur I'acti-
vité¢ phénylalanine ammoniac lyase de tabacs hypersen-
sibles sains et virosés.

RESULTATS

Les expériences sont réalisées avec une concentration
de piclorame de 5 x 10*M. Si on examine la figure n°
1 on observe que l'activité PAL des plantes saines, faible
au cours de la période obscure et au début de la photo-
période, augmente progressivement pour atteindre un
maximum entre la cinquiéme et la huitiéme heure de
lumiére; la quantité d’acide cinnamique formée in vitro
passe de 4,5 ug par g de poids frais, au début de la pheto-
période, 4 15 ug 4 la 7 éme heure; par la suite, activité
décroit. Les plantes saines traitées au piclorame a
5 x 107*M montrent une activitt PAL faible et con-
stante quelle que soit 'heure de 1a journée. En effet, cette
substance inhibe moins de 12hr aprés son application
l’activité de la phénylalanine ammoniac lyase photodé-
pendante: a aucun moment de la photopériode la quan-
tité d’acide cinnamique produit in vitro ne dépasse 6 ug
par unité de poids frais.

Si on examine, 4 présent, les résultats des mesures
effectuées sur les plantes malades non traitées, on remar-
que que lactivitt PAL est plus faible que celle des
témoins sains au moment du transfert & 20°. Mais elle
s’accroit ensuite trés rapidement aprés 3 ou 4 hr de séjour
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Fig. 1. Activit¢ PAL (en ug d’acide cinnamique formé par hr

et par g de poids frais) de sommets de Nicotiana tabacum

var. Xanthi n.c. sains ou malades, traités ou non avec le

piclorame & 5 x 10" *M. La fléche indique I’apparition des

nécroses sur les plantes malades. Le pourcentage de variation
de part et d’autre de la valeur moyenne est indigué.

4 cette température, jusqu'a dépasser ensuite celle des
témoins; cet accroissement d’activité se manifeste avant
lapparition des nécroses qui sont visibles macroscopi-
quement, dans ces expériences, entre la 6 éme et la 7
éme hr suivant Je transfert.

Les mesures d’activité PAL des plantes malades
traitées au piclorame fournissent un résultat intéressant;
en effet, alors que le piclorame inhibe fortement Pactivité
enzymatique liée a la photopériode, son influence relative
sur Pimportante augmentation d’activité de lenzyme,
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Fig. 2. Activité PAL a P'obscurité (en ug d’acide cinnamique

formé par hr et par g de poids frais) de sommets de Nicotiana

tabacum var. Xanthi n.c. sains ou malades traités ou non au

piclorame a4 5 x 107*M. La fléche indique lapparition des

nécroses sur les plantes malades. Le pourcentage de variation
de part et dautre de la valeur moyenne est indiqué.
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associée 4 la réaction hypersensible, est plus faible; la
quantité d’acide cinnamique produit par les extraits de
plantes malades traitées par une solution de piclorame
45 x 10™*M séléve encore a 19 ug par g de poids frais.
Toutefois, les différences respectives entre témoins traités
et non traités d’une part, entre plantes malades traitées
et non traitées d’autre part, sont du méme ordre de gran-
deur dans les divers cas. Le piclorame a donc le méme
effet en valeur absolue.

En outre, les augmentations d’activit¢ PAL des plantes
malades et malades traitées au piclorame sont identiques
quand le transfert de 32° 4 20° est effectué a la fin de
la période lumineuse, comme le montre la Fig. 2. Cepen-
dant, les symptdmes dus 4 Papplication de la molécule
a propriété herbicide sont plus marqués a la 6 éme hr
sur les plantes a I'obscurité que sur les plantes restées
a la lumiére. A la 7 &éme heure et a Pobscurité la lyse
tissulaire est telle que des prélévements en vue de doser
Pactivité enzymatique n’avaient plus aucune signification
biologique.

DISCUSSION-CONCLUSION

Les principaux résultats de ces expériences peuvent
&tre résumés ainsi: les variations de Dactivité phényla-
lanine ammoniac lyase associées a la photopériode sont
inhibées par un traitement au piclorame chez les plantes
saines; par contre, importante augmentation de lacti-
vité de la PAL qui précéde lapparition des nécroses,
au cours de la réaction d’hypersensibilité au virus de
la mosaique du tabac, n’est pas ou est plus faiblement
influencée, en valeur relative du moins, par 'application
de cette molécule.

Certains auteurs [10-12] pensent que la synthése de
la PAL est photodépendante; en effet, alors qu’on n’ob-
serve qu’une faible activité a Pobscurité, on note une aug-
mentation rapide de I'activité de 'enzyme dans les heures
qui suivent le passage a la lumiére; par la suite cette
activité passe par un maximum et diminue, vraisemblab-
lement grice & 'action de certains inhibiteurs. On peut
également supposer que I'augmentation d’activité provo-
quée par la lumiére n’est pas due a une synthése de PAL,
mais & une activation photo-ou phytochrome dépen-
dante de cette enzyme, suivie d’une inhibition encore mal
definie. Quoiqu’il en soit, nos essais montrent que le pic-
lorame inhibe, soit la synthése, soit Pactivation de Pen-
zyme de plantes saines et, par voie de conséquence, les
plantes révélent une activité faible et constante tout au
tong de la journée.

Quant aux plantes malades, on supposait déja que
I'importante augmentation de lactivité de l'enzyme
précédant I'apparition des nécroses aprés retour a 20°
n’était pas dépendante de la lumiére: méme pendant la
période obscure, cette augmentation se produit au cours
de la réaction hypersensible.

Les expériences relatées ici fournissent une autre
démonstration de cette photoindépendance. En effet,
malgré la présence du piclorame qui inhibe lactivité
PAL normale des plantes saines, on observe chez les
plantes malades traitées une augmentation de la quantité
d’acide cinnamique produit in vitro a la lumiére comme
a Pobscurité. Ceci indique que les variations d’activité
PAL dues au virus sont différentes de celles induites par
la lumiére. Le virus d’une part, la lumiére d’autre part,
agissent vraisemblablement sur deux mécanismes partiel-
lement indépendants 'un de Pautre.
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Les tentatives visant & mettre en évidence la présence
éventuelle d’isoenzymes de la PAL se sont révélées vaines.
Par ailleurs, en aucun cas, le piclorame n’a d’action in
vitro sur 'activité de 'enzyme. En conclusion, Pinterac-
tion d’un herbicide 4 propriétés hormonales et d’'une in-
fection virale a permis de dissocier 'importante augmen-
tation d’activité de la PAL due au virus de celle dépen-
dant de la photopériode. Mais il est encore impossible
de dire dans un cas comme dans Pautre, 'l sagit d’'une
action sur la synthése de 'enzyme ou sur son activation.
Ces premiers résultats permettent d’aborder sous un
angle nouveau le mode d’action des hormones 2 activité
auxinique chez les végétaux, mais aussi P'étude des im-
portants déréglements hormonaux consécutifs & une atta-
que virale.

CONDITIONS EXPERIMENTALES

Des Nicotiana tabacum var. Xanthi n.c. végétatifs, élevés en
serre, sont transferés dans une salle climatisée & 32° sous un
éclairement de 12000 Ix, une humidité relative de 709 et une
photopériode de 16 hr. Au temps zéro, correspondant au début
d’'une photopériode, la moitié des plantes est inoculée mécani-
quement sur la deuxiéme feuille ayant terminé sa croissance
avec une solution purifiée de virus de la mosaique du tabac
(V.M.T.) et & Paide de carborundum. 64 hr aprés, la moitié
des plantes saines et la moitié des plantes malades sont
arrosées avec 100ml d'une solution de piclorame &
5 x 107*M. A 75 hr, Cest-a-dire 3 hr aprés le début de la pho-
topériode, toutes les plantes sont transférées dans une salle
4 20°. Les nécroses dues & la réaction hypersensible deviennent
visibles sur les feuilles du sommet vers la 6 éme heure suivant
le retour a 20°,

Les prélévements pour détermination d’activité enzymatique
débutent a 32° pendant la période obscure suivant le traite-
ment herbicide. Ils sont effectués ensuite & intervalles réguliers

sur quatre sortes de plantes: plantes saines; plantes saines-

traitées au piclorame; plantes malades; et plantes malades
traitées au piclorame. Précisons que les modifications d’acti-
vité enzymatique ci-dessus décrites sont comparables si le
transfert 4 20° a lieu i la fin de la troisiéme période obscure,
Cest-a-dire au début de la quatrieme période lumineuse.

Les conditions expérimentales des essais effectués a I'obs-
curité sont identiques; cependant linoculation et le transfert

671

a 20° sont réalisés en fin de photopériode. Les prélévements
pour détermination d’activité enzymatique débutent donec &
20° au début de la période obscure.

Chaque mesure porte sur un sommet de plante c'est-a-dire
sur l'apex, les jeunes feuilles ainsi que la premiére feuille ayant
cessé sa croissance et la tige correspondante. Toutes les
expériences sont repétées au minimum trois fois sur des
plantes de méme age dont les semis sont échelonnés dans le
temps.

Extraction de Uenzyme: Aprés pesée, les tissus sont broyés
& 20° dans un tampon borate 0,1 M, pH 8,8, 4 raison de 500 mg
de poids frais par ml, en présence de noir végétal (100 mg
par g de poids frais). On centrifuge 30 min & 48000 g. L’activité
phénylalanine ammoniac lyase (PAL) est déterminée sur le
surnageant [13].

Mélange réactionnel. Dans les cuves (3 ml) d’'un spectropho-
tométre, thermostatées & 30° on place: le tampon borate:
0,14 mM, pH 88, la phénylalanine: 0,03 m M, Pextrait enzy-
matique: | ml. Dans la cuve de référence, le substrat est rem-
placé par le tampon borate. On mesure pendant 30min la
variation d’absorbance a 290 nm correspondant a la transfor-
mation de la phénylalanine en acide cinnamique. Les résultats
sont exprimés en ug d’acide cinnamique formé par g de poids
frais et par unité de temps.
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