
Phytochemwy, 1976, Vol. 15, pp. 669-571. Pergamon Press. Printed tn England 

INFLUENCE DU PICLORAME SUR L’ACTIVITfi 
PHl?NYLALANINE-AMMONIAC LYASE DE NICOTIANA TABACUM 

INDUITE PAR LA RfiACTION D’HYPERSENSIBILITfi 
AU VIRUS DE LA MOSAiQUE DU TABAC 

M. PAYNOT, J. C. VALLEE, C. MARTIN, G. VANSUYT et F. JAVELLE 
I.N.R.A., Station de Physiopathologie V&tale, B.V. 1540, 21034 Dijon-Cedex, France 

(Revised received 5 November 1975) 

Key Word Index-Nicotiana tabacum; Solanaceae; tabacco mosaic virus; hypersensitivity reaction; phenyla- 
lanine ammonia lyase; piclorame; 4-amino-3,5,6,-trichloropicolinic acid. 

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 uiuo. Using piclorame together with 
TMV, it has been possible to distinguish between that increase in PAL activity due to the virus and that dependent 
on the photoperiod. 

INTRODUCXION 

Chez les tabacs porteurs du g&e N, Nicohna tabacum 
var. Xanthi n.c. par exemple, l’hypersensibilitk au virus 
de la mosaYque du tabac (V.M.T.) se manifeste g 20” 
par l’apparition de l&ions locales nkrotiques autour du 
point de p&&ration du virus [l] ; dam ces conditions, 
la multiplication du virus s’arr6te et le reste de la plante 
demeure indemne. A 32”, la r&action hypersensible n’a 
plus lieu [Z]: le virus se multiplie abondamment dans 
tous les tissus de la plante hate, comme il le fait chez 
des tabacs sensibles qui, porteurs du g&ne “rkcessif n” 
sont envahis d’une faGon systtmique k toutes tempkra- 
tures comprises entre 15 et 34-35”. Par contre, des N. 
tabacum var. Xanthi n.c. inocuks k 32” ptisentent aprd 
transfert g 20” des n&roses dans tous les tissus oti le 
virus est en voie de multiplication [3] ; ainsi sur des 
tabacs inocuks I 32” depuis 72 hr, les feuilles du sommet, 
en tours d’envahissement par le virus, se nkcrosent com- 
pktement 6 B 8 hr aprts le retour a 20”. Le dkclenche- 
ment de la rkaction d’hypersensibilit6 g 20” est accom- 
pagnt: d’une accumulation de nombreux composks 
phknoliques alors qu’aucun changement semblable ne se 
produit g 32” [4]. 

On a Cgalement montrk, dans les conditions d’expres- 
sion du g&e N d’hypersensibilitk, c’est-k-dire entre 15 
et 2627”, une augmentation considkrable de l’activitb 
de la phbnylalanine ammoniac lyase-PAL- (EC-4.3.1.5.), 
concomitante de l’apparition des l&ions locales [S]. A 
uIie tempkrature permanente de 32”, 9 laquelle les plantes 
porteuses du &ne N se comportent comme des hates 
sensibles, l’activitk PAL des plantes malades est toujours 
infkeure a celle des plantes sakes [6]. Enfin, chez des 
tabacs inocults a 32” depuis 72 hr, puis transfeks & 2O”, 
une augmentation importante de l’activitk de la PAL, 
enzyme cli: [7] de la synthk des composks phknoliques 
prkdde de plusieurs heures l’apparition des n&roses [S]. 

Certaines substances k proprittks hormonales provo- 
quent des perturbations importantes de l’activitt PAL 
et ont plus spkcialement une action sur la photod@en- 
dance de l’enzyme [9] ; de plus, la multiplication d’un 
virus perturbant souvent gravement le mktabolisme hor- 
monal du v&&al parasitt, il est apparu interessant de 
comparer l’activitt enzymatique de plantes saines et 
malades trait&es cm non par certaines de ces mokcules. 
Le but de cette article est de relater l’influence du piclor- 
ame (acide amino-4 trichloro-3,5,6 picolinique) sur l’acti- 
vit6 phknylalanine ammoniac lyase de tabacs hypersen- 
sibles sains et virosks. 

RESULTATS 

Les expkrienqs sont r&liles avec une concentration 
de piclorame de 5 x 10 ‘M. Si on examine la figure no 
1 on observe que l’activitk PAL des plantes sakes, faible 
au tours de la p&ode obscure et au debut de la photo- 
pkiode, augmente progressivement pour atteindre un 
maximum entre la cinquikrne et la huitidme heure de 
lumikre; la quantid d’acide cinnamique form& in vitro 
passe de 4,5 pg par g de poids frais, au dCbut de la photo- 
pkriode, k 15 g & la 7 &me heure; par la suite, l’activiti 
dkcroit. Les plantes saines trait&es au piclorame B 
5 x 10-,4M montrent une activitk PAL faible et con- 
stante quelle que soit l’heure de la journte. En effet, cette 
substance inhibe moins de 12 hr aprks son application 
l’activitt de la phknylalanine ammoniac lyase photodb 
pendante: B aucun moment de la photopkriode la quan- 
titt d’acide cinnamique produit in vitro ne dkpasse 6pg 
par uniti de poids frais. 

Si on examine, B p&sent, les rksultats des mesures 
effect&es sur les plantes malades non trait&s, on remar- 
que que l’activitk PAL est plus faible que celle des 
tkmoins sains au moment du transfert g 20”. Mais elle 
s’accroit ensuite t&s rapidement apr&s 3 ou 4 hr de skjour 
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Fig. I. Activite PAL (en pg d’acide cinnamique forme par hr 
et par g de poids frais) de sommets de Nicotiana tabacum 
var. Xanthi n.c. aains ou malades, trait& ou non avec le 
piclorame a 5 x 10e5M. La fleche indique I’apparition des 
necroses sur les plantes malades. Le pourcentage de variation 

de part et d’autre de la valeur moyenne est indiqut. 

a cette temperature, jusqu’8 depasser ensuite celle des 
temoins; cet accroissement d’activite se manifeste avant 
l’apparition des dcroses qui sont visibles macroscopi- 
quement, dans ces experiences, entre la 6 Cme et la 7 
&me hr suivant le transfert. 

Les mew-es d’activite PAL des plantes malades 
trait&es au piclorame fournissent un resultat interessant; 
en effet, alors que le piclorame inhibe fortement l’activite 
enzymatique like a la photopkiode, son influence relative 
sur I’importante augmentation d’activite de l’enzyme, 
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Fig. 2. Activitk PAL g I’obscuriti (en pg d’acide cinnamique 
form6 par hr et par g de poids frais) de sommets de Nicotiana 
tabaqum var. Xanthi n.c. sains ou malades trait& ou non au 
piclorame a 5 x 10e4M. La flbche indique l’apparition des 
r&roses sur les plantes malades. Le pourcentage de variation 

de part et d’autre de la valeur moyenne est indiqub. 

associke B la reaction hypersensible, est plus faible; la 
quantitt d’acide cinnamique produit par les extraits de 
plantes malades trait& par une solution de piclorame 
a 5 x 10e4M s’eleve encore a 19 pg par g de poids frais. 
Toutefois, les differences respectives entre temoins trait&s 
et non trait&s dune part, entre plantes malades trait& 
et non trait&s d’autre part, sont du mkne ordre de gran- 
deur dam les divers cas. Le piclorame a done le mime 
effet en valeur absolue. 

En outre, les augmentations d’activite PAL des plantes 
malades et malades trait&es au piclorame sont identiques 
quand le transfert de 32” a 20” est effectue a la fin de 
la pkiode lumineuse, comme le montre la Fig. 2. Cepen- 
dant, les symptomes dus a l’application de la molecule 
a propriete herbicide sont plus marques a la 6 tme hr 
sur les plantes a l’obscurite que sur les plantes rest&es 
a la h&&e. A la 7 &me heure et a l’obscurite la lyse 
tissulaire est telle que des prelevements en we de doser 
l’activite enzymatique n’avaient plus aucune signification 
biologique. 

DISCUSSION-CONCLUSION 

Les principaux rtsultats de ccs expkiences peuvent 
&tre r.&um&s ainsi: les variations de l’activiti phbnyla- 
lanine ammoniac lyase associks g la photopkriode sent 
inhibtes par un traitement au piclorame chez les plantes 
saines; par contre, l’importante augmentation de l’acti- 
vite de la PAL qui precede I’apparition des n&roses, 
au tours de la reaction d’hypersensibilite au virus de 
la mostique du tabac, n’est pas ou est plus faiblement 
influencee, en valeur relative du mains, par l’application 
de cette molecule. 

Certains auteurs [lO-121 pensent que la synthese de 
la PAL est photodependante; en effet, alors qu’on n’ob- 
serve qu’une faible activite a l’obscuritt, on note une aug- 
mentation rapide de l’activite de l’enzyme dans les heures 
qui suivent le passage a la lumi&re; par la suite cette 
activite passe par un maximum et diminue, vraisemblab- 
lement grace a l’action de certains inhibiteurs. Qn peut 
egalement supposer que I’augmentation d’activite provo- 
qutk par la lumiere nest pas due a une synthbe de PAL, 
mais a une activation photo-ou phytochrome depen- 
dante de cette enzyme, suivie dune inhibition encore ma1 
dkfinie. Quoiqu’il en soit, nos essais montrent que le pic- 
lorame inhibe, soit la synthbe, soit l’activation de I’en- 
zyme de plantes saines et, par voie de consequence, les 
plantes revelent une activite faible et constante tout au 
long de la journke. 

Quant aux plantes malades, on supposait deja que 
l’importante augmentation de l’activitt de l’enzyme 
prkcedant l’apparition des n&roses aprb retour a 20” 
n’etait pas dependante de la lumiere: meme pendant la 
pkriode obscure, cette augmentation se produit au tours 
de la reaction hypersensible. 

Les experiences relatk ici fournissent une autre 
demonstration de cette photoindkpendance. En effet, 
malgre la presence du piclorame qui inhibe l’activite 
PAL normale des plantes saines, on observe chez les 
plantes malades traitees une augmentation de la quantitt 
d’acide cinnamique produit in vitro a la lumiere comme 
a l’obscurite. Ceci indique que les variations d’activite 
PAL dues au virus sont differentes de celles induites par 
la lumiere. Le virus dune part, la lumiere d’autre part, 
agissent vraisemblablement sur deux mkcanismes partiel- 
lement indkpendants l’un de l’autre. 
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Les tentatives visant a mettre en evidence la presence 
eventuelle d&enzymes de la PAL se sont r&&es wines. 
Par ailleurs, en aucun tag le piclorame n’a &action in 
vitro sur l’activite de l’enzyme. En conclusion, l’interac- 
tion dun herbicide a propriCk% hormonales et dune in- 
fection virale a permis de dissoeier l’importante augmen- 
tation d’activite de la PAL due au virus de celle depen- 
dant de la photopkriode. Mais il est encore impossible 
de dire dans un cas comme dans l’autre, s’il s’agit dune 
action sur la synthese de l’enzyme ou sur son activation. 
Ces premiers resultats permettent d’ahorder sous un 
angle nouveau le moded’action des hormones a activite 
auxinique chez les vtgetaux, mais aussi l’itude des im- 
portants dereglements hormonaux consecutifs a une atta- 
que virale. 

Des Nicotiana tabacum var. Xanthi n.c. veaetatifs, 6leves en 
serre, sent transfer&s dans une salle climati&e a 32” sous un 
kclairement de 12OCOlx. une humiditi relative de 700/, et une 
photopkriode de 16 hr. Au temps zero, correspondant & debut 
d’une photopkiode, la moitit des plantes est inoculee mkani- 
quement sur la deuxitme feuihe ayant termint sa croissance 
avec une solution puriEee de virus de la mosaYque du tabac 
(V.M.T.) et a I’aide de carborundum. 64 hr apds, la moitie 
dcs plantes saines et la moitie des plantes malades sent 
arrosees avec 1OOml dune solution de piclorame a 
5 x 10m4M. A 7.5 hr, c’est-a-dire 3 hr apres le debut de la pho- 
toperiode, tomes les plantes sont transferees dans une Salle 
B 20”. Les n&roses dues 8 la reaction hypersensible devierment 
visibles sur les feuilles du sommet vers la 6 tme heure suivant 
b retour a 20”. 

Les prilevements pour determination d’activitt enzymatique 
debutent a 32” pendant la p&ode obscure suivant le traite- 
ment herbicide. Ils sont effectuts ensuite a intervalles r&hers 
sur quatre so&s de plantes: plantes saines; plantes saines, 
traitbs au piclorame; plantes malades; et plantes malades 
traitees au piclorame. Precisons que les modifications d’acti- 
vitb ~~matique ci-dessus d&rites sont comparables si le 
transfert a 20” a lieu It la fin de la troisieme p&iode obscure, 
c’est-a-dire au debut de la quatrieme p&ode lumineuse. 

Les conditions experimentales des essais effect&s a l’obs- 
curite sont identiques; ccpendant l’inoculation et le transfert 

a 20” sont realises en fin de photoperiode. Les preltvements 
pour determination d’activite enzymatique debutent done a 
20” au debut de la periode obscure. 

Chaque mesure Porte sur un sommet de plante c’est-a-dire 
sur l’apex, les jeunes feuilles ainsi que la premiere feuille ayant 
ces& sa croissance et la tige correspondante. Toutes les 
experiences sont rep&es au minimum trois fois sur des 
plantes de meme age dont les semis sont &chelonnBs dans le 
temps. 

Extraction de Penzyme: Apres pe&e, les tissus sont broyes 
B 20” dans un tampon borate OJM, pH 8,8, & raison de 500 mg 
de poids frais par ml, en presence de noir v&&al (1OOmg 
par g de poids frais). On centrifuge 30 min & 48000 g. L’activitt 
phenylalanine ammoniac lyase (PAL) est determinee sur le 
surnageant [13]. 

Melange reactionnel. Dans les cuves (3 ml) d’un spectropho- 
tomdtre, thermostatees a 30”, on place: le tampon borate: 
414 m M, pH 8,8, la ph~y~anine: 0,03 m M, Pextrait enzy- 
matique: 1 ml. Dans la cuve de reference, le substrat est rem- 
piace par le tampon borate. On mesure pendant 30min la 
variation d’absorbance a 290 nm correspondant ii la transfor- 
mation de la ph~ylalanine en acide cinnamique. Les r&hats 
sont exprimts en pg d’acide cinnamique formt par g de poids 
frais et par unite de temps. 
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