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Abstract-Phenylalanine is the precursor of the cinnamic acids and coumarins in the stems and 
leafs of P. graeca L. Esterification of p-coumaric acid by quinic acid is required before oxidation 
to chlorogenic acid. In our experiments, we did not obtain radioactive flavonols from 14C phenyl- 
alanine. PAL activity varies as a result of light and temperature in the same manner as the level 
of flavonoids (especially the phenolic acids). This enzyme, therefore, plays a regulatory role in the 
synthesis of these phenolic substances. The variation in PAL activity during illumination does not 
follow the same course as described for other plants. 

INTRODUCTION 

Les tiges principales de Periploca graeca L. dtve- 
lopptes en conditions exptrimentales contr%es 
et con&antes s’animent, aprks un temps de port 
CrigC, d’amples mouvements rkvolutifs: ce sont des 
tiges volubiles. Ces tiges volubiles se caractkrisent 
entre autres par une vitesse de croissance longitu- 
dinale t&s rapide. Le contenu flavondidique de 
ces pousses feuillites comprend acides-phknols, 
coumarines, flavonols et anthocyanidols [l]. Au 
tours du dkveloppement de la tige l’ttquipement 
flavondidique est stable, seules les teneurs des 
diverses substances changent. L’ktude qualitative 
et quantitative des flavondides conduite en fonc- 
tion du port des tiges [1] ne rkvkle pas une rela- 
tion nette entre les deux phknomknes mais ne l’ex- 
clut pas. En suivant les &tapes de la biosynthkse 
des flavondides dans notre matkriel nous 
espkrons, ensuite, pouvoir la perturber et observer 
les condquences de la perturbation sur le taux 
de croissance et le dtroulement des mouvements 
rkvolutifs. Classiquement la synthkse de ces mol- 
Ccules adment comme prkcurseurs la phtnyl- 
alanine et l’actttate issu du glucose [Z]. Mais le 

schkma classique ne s’applique peut $tre pas dans 
tous les matkriaux [3,4]. L’enzyme-cli: de l’anabo- 
lisme des substances phknoliques est la phttnyl- 
alanine ammoniac lyase (PAL) [S]. Nous mesur- 
erons done l’activiti: de cette enzyme dans P. 
graeca L. avant &examiner les rtsultats d’incor- 
poration de phknylalanine (U)-14C. 

RESULTATS 

Mesure de l’activitd PAL 

Activitd PAL et hge des tissus. Pour des tiges 
principales volubiles nous avons mesurir l’activitk 
enzymatique des feuilles ins&&es aux diffirents 
noeuds et celle des entre-noeuds en croissance ou 
ayant termirk leur allongement. Les plantes ittant 
cultivkes en jours longs g 25”, nos pr&vements 
se placent 5 hr apr& le d&but de l’kclairage de 
la Salle. Selon Engelsma [6] nous sommes alors 
au maximum d’activiti: pour cette tempkrature. 

D’aprks les rksultats port&s dans le Tableau 1, 
nous constatons que l’activittt PAL est t&s grande 
dans les feuilles juvkniles (F, + F2 et F3) et dans 
les entre-noeuds (E-N l-3). ExprimCe par rapport 
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Tableau 1. Activitk PAL dam les paires de feuilles successives 
et dans les entre-noeuds des tiges principales volubiles 

Activitt- PAL 

Organe 

Feuilles 

F, + F, 
F.3 
F, 
F, 
F, 
F, 

Tige 
E-N l--3 
E-N 5 

pg ac. cinn./‘h/g par feuille 
de matigre frakhe en pg d’ac. cinn. 

250 I .25 
140 2.74 

9 0.92 
16 I,6 
8 0,X 
5 0,5 

56 
8.5 

L’activiti est exprimke par rapport au poids de matikre 
fraiche et par unite d’organe. Moyenne de 20 mesures. Co&i- 
cient de variation: lo”,,. 

au poids frais, I’activitC enzymatique des limbes 
adultes ne reprksente que 2 i 47; de celle des 
limbes jeunes. Ainsi I’activitk PAL des feuilles se 
rkpartit suivant un gradient d&croissant du som- 
met vers les parties ad&es de la tige feuillke (Fig. 
1). Ce gradient correspond bien aux variations de 
teneurs en acides-phknols et flavonols observkes 
en fonction de l’ige des tissus Cl]. Mais si nous 
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Fig. 1. Activite PAL des feuilles de tiges principales de P. 
graeccl L. cultivkes 8 25’ continus. en jours longs (16 hr) 
sous un klairement de 160001x. Variation de l’activitt en 
fonction du niveau d’insertion des feuilles et de l’heure du 
prklkvement par rapport au d&but de la phase lumineuse. 

Moyenne de 15 analyses. 

exprimons l’activitl enzymatique par unit6 d’or- 
gane (Tableau 1, colonne de droite) les valeurs 
sont assez proches les unes des autres quel que 
soit le niveau d’insertion. 

ActivitL; PAL et htmi~r-t) 

Activitr’ PAL uu COUI’S dr lo pr’riodc hiwuse. 
Nous rapportons dans la Fig. 1 les r&hats 
obtenus avec les feuilles prklevkes 1 hr. 5 hr ou 
10 hr aprks le d&but de l’klairage de la Salle con- 
ditionnke. L’activitk PAL augmente avec la lon- 
gueur de la pkriode lumineuse ce qui ne corre- 
spond pas aux rkwltats d’Engelsma [S] sur le 
concombre. 11 est possible quc Pkploccr se com- 
Porte comme Pisztr~ .sutiwm oti deux maximums 
d’activitk se sucddent respectivement 6--8 hr et 
12 hr aprks le dkbut de I’illumination [7]. 

Activitb PAL rt lur~zi~rr contimc~. L’activitk 
enzymatique est mesurke dans de jeunes feuilles 
et de jeunes entre-noeuds (l---3). Les prkkvements 
ont lieu ;I la mCme heure (10 hr 30) quc ceux 
que nous avons envisagts au premier para- 
graphe, pour limiter les risques d’interfkence avec 
un kventuel rythme endogkne. L’activiti est nette- 
ment moins forte en lumitkr continue qu’cn jours 
longs (Tableau 2) ce qui s’accorde avec les dif- 
fkrences de teneurs en flavondides observL’es dans 
les mEmes conditions [2]. 

Nous avons montrk que la vitesse d’allonge- 
ment des tiges variait avcc. la tempkrature ainsi 
que la teneur en flavondides [I]. Nous mesurons 
l’activitk PAL dans les jeuncs feuilles et jeunes 
entre-noeuds en fonction de la tcmpkature ci 

Tableau 2. Activitt: PAL de tissus jeunes de tiges principales 
- 

Activiti PAL (~1.g ac. cinn h g) 
Jours longs 

PrClkvement h Lumikrc continue. 
10 hr 30 Prt:ltkment :I 

(soit 7;, + 5 hr) ICI hr 30 

Feuilles 
jeuncs 

E-N 1 3 
204 132 

54 35 

Variation en fonction du rythme lumineux; jours longs et 
lumikre continue pour lc mEme kclairement (16000 lx) et la 
m&me tempkrature (25 ). 7, = allumage de la salle. Moyennc 
de 10 analyses. Coefficient dc variation: IO”,,. 



Role de la phenylalanine 2195 

Tableau 3. Variations de l’activite PAL et Teneur en Acides- 
phenols en fonction de la temperature 

Activite PAL en pg d’ac. cinn./g/h 
et entre parentheses, teneur en 

acides-phenols (derives) en mg/g 
de mat&e fraiche 

15” 20” 25” 31” 34” 

Feuilles 280 215 204 136 
juveniles (21.2) (20.7) (17.8) (7:) (12) 
(FI + F, + F,) 
Tiges jeunes 
(E-N j-3) (7Y) (67;) :6”, :5”, (Z) 
Allongement 
journalier 
au moment du 
prtlevement 
(en mm) 7 20 51 25 18 
Age moyen 
des tissus 
analyses 
(en jours) 20 10 5-6 10 12 

Comparaison avec les variations de l’allongement journalier 
des tiges et de la teneur en acides-phenols. Moyenne de 10 
analyses. Coefficient de variation: 10%. 

laquelle ils se dtveloppent. La lumiere est distri- 
buee en jours longs (16 hr). Les prelevements de 
materiel vegetal sont faits toujours a la meme 
heure: 10 hr 30 soit 5 hr apt-es l’allumage de la 
Salle de culture. 

L’activitt PAL (Tableau 3) decroit entre 15” et 
3 1” puis augmente un peu a 34”. Ainsi la variation 
de l’activite enzymatique suit celle de la teneur 
en acides phenoliques (Tableau 3) entre 15” et 31”. 
A 34” la discordance entre les resultats peut s’ex- 
pliquer, d’abord en tenant compte du fait qu’a 
34” le developpement des plantes est anormal; de 
plus on peut admettre, puisque Engelsma l’a 
demontre pour le concombre [6], que la courbe 
de variation de l’activite en fonction de la duke 
de l’eclairage nest pas la meme pour toutes les 
temperatures. 

Si l’on tient compte de l’hge moyen des tissus 
au moment de l’extraction, I’activite PAL totale 
donne des quantites d’acides-phenols synthetisees 
superieures a celles des tissus, sauf a 31”. Cette 
difference correspond aux transformations des 
molecules en C.&s, en particulier a l’incorpo- 
ration dans les flavonols et anthocyanes. C’est ce 
que montrent bien les courbes de la Fig. 2. A 
31” et B 34” cette incorporation est trb reduite. 
A 31” tout se passe comme si l’activite PAL etait 
inhibee par l’accumulation des produits de reac- 

tion. A 34” la reprise de l’activite enzymatique 
nest pas expliquee par les resultats biochimiques 
en notre possession. 

Incorporation de phtkylalanine (U)-‘“C 

Nous incorporons, selon le protocole experi- 
mental decrit, le radiocarbone de la phenylalanine 
(U)-r4C dans les tissus de tiges developpees en 
alternance nuit-jour. Lincorporation se fait tou- 
jours pendant la pkiode lumineuse ce qui limite 
au maximum a 16 hr la duke de contact du meta- 
bolite avec les cellules vivantes. 

Rep&age des substances radioactives. Les 
extraits methanoliques realises a partir des feuilles 
et des tiges &par&es sont chromatographies. Les 
autoradiogrammes des extraits montrent que tous 
les derives des acides-phenols et de coumarine qui 
sont normalement synthetists dans P. graeca L. 
contiennent du radiocarbone provenant de la 
phenylalanine. En fonction de la duke de l’ex- 
perience, I’ordre d’apparition des molecules 
radioactives semble etre, acide p-coumarique, 
acide cafeique, acide ferulique et esculetine. Mais 
aucune trace de radioactivitd n’est ddcelable dans 
les hdte’rosides de fiavonols, m&?me dans un extrait 
rdalise’ 16 hr aprds l’incorporation de la phdnyla- 
lanine. 

r; 
f 

I5 20 25 31 34 15 20 25 31 34 

Temperatures 

Fig. 2. Variations de l’activite PAL et des teneurs en fla- 
vondides et en acides-phenols en fonction de la temperature 
a laquelle sont cultivtes les plantes. (a) Entre-noeuds jeunes 
(E.-N. l-3): (b) Feuilles juveniles. 00 Teneur en flavonoides 
exprimee en mg par g de mat&e fraiche (M.F.), 00 teneur 
en acides-phenols exprimee en mg par g de matiere frakhe, 
** activite PAL en pg d’acide cinnamique forme par g de 

matiere frakhe et par heure. 
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Tableau 4. Activites spt-cifiques des acides caffeylquiniques et 
p-coumarylkquiniques en fonction du temps de contact avec 

les cellules du mattriel vtgt-tal 

ActivitC 
Tcmps de spkcifique en 

contact pCi.‘ltM x 10” .4cides 

(hr) Feuilles Tiges consid&& 

2.5 1.5 28.6 cafiyl-5 quinique 
1.45 5x.5 cafiyl-3 quinique 
3.5 133 p-coumar)lyuiniques 

6 121 cafk$-5 quinique 
61 caft-yl-3 quinique 

242 p-coumarqlquiniques 
16 17.5 10 cafi‘! 1-5 quinique 

34 4 caftyl-3 quinique 
6 I 1.5 p-coumar~lquiniques 

Radioactivitc; spr’cijque des d&i&s d’acides- 
pkhnols. La radioactivitt: spkcifique a 6te dCter- 
minCe pour les acides cafeyl-quiniques et p-cou- 
marylquiniques. Les r&hats sont port& dans le 
Tableau 4. 11s nous permettent d’attribuer une 
position d’intermkdiaire aux acides p-coumaryl- 
quiniques dans la synthkse des acides chlorogkn- 
iques c’t mm prmons yw l’est&ifcatio~~ awe I’LI- 
tide quiniqur se prod& want l’hydlor\~~/ation UI 
acide caj&que. Ainsi nos r&_&ats sont en accord 
avec ceux de Levy et Zucker [S] et Hanson [9]. 
Les radioactivites sptcifiques &levees des d&iv& 
dans la tige apres une expkrience de courte dur&e 
montrent que la biosynthgse est active h ce niveau 
comme le laissait envisager d’ailleurs la forte acti- 
vitt- PAL des axes. 

DISCLSSION 

Pour les limbes un gradient dicroissant de l’ac- 
tivitk PAL va des feuilles jeunes aux feuilles 
adultes. A ce dernier niveau l’activitk est tr& 
faible, d’oti une teneur moindre des flavondides 
par rapport aux niveaux juv6niles Cl]. La bio- 
synth6se des d&iv& ph&oliques en C,-C, se 
dt’roule dans les limbes foliaires et dans les tiges: 
les mesures d’activitt; PAL montrent que cette 
enzyme est t&s active dans I’axe. 

L’activiti PAL varie au tours de la phase 
lumineuse dans le cas d’un rlgime avec alternance 
nuit-jour. Elle augmente entre la premitre et la 
dixikme (limite de nos observations) heure de la 
pkriode lumineuse. Done son comportement n’est 
pas classique (1 maximum apr& 4-5 hr) mais 
pour le dkcrire convenablement nous devons 

effectuer d’autres mesures. Comme dans d’autres 
espkces, l’activitC enzymatique est plus 6lev6e dans 
des plantes qui croissent sous une tempt-rature 
basse (15”) que dans celles cultivPes Li des tem- 
pCratures klevkes (2 30”). C’est ce qui explique 
que le froid (relatif) favorise la flavonogen&e 
[lO], et I’anthocyanogen&se [l 11. Variant avec les 
conditions de milieu la PAL semble bien avoir 
un r61e de rkgulateur de la synthkse des acides- 
phtnols et des coumarines dans P. graem. 

La biosynthkse de ces compos& phknoliques se 
rkalise 2 partir de la phknylalanine selon le 
schkma classique. I/r viw l’acidc cinnamique 
form6 est immkdiatement transform& en acide p- 
coumarique puisqu’il n’est jamais mis en t-vidence. 
Si I’ktude de la biosyntht%c des Havondides que 
nous avons tkhfk n’apporte pas de connaissance 
originale sur la formation de l’acide cafkique, elle 
nous montre la difficult6 du passage de la struc- 
ture C,&, i la structure C&-Ch. De plus 
cette 6tude nous permet d’envisager le blocage 
d’une 6tape de la biosynthkse pour en suivre la 
r&percussion sur la morphogeni-se de la plante. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Mu~iricl cck~&d. Nous utilisons de jeunes plantes issues de 
la germination de graines. Ces plantes sont cultivks dam des 
salles conditionnkes 06 lcs conditions ambiantes sont les sui- 
vantcs: temp. constante de 25 . humidit& relative de 70”” 
(+5”J, lumikre de I600 lx au niveau dcs apex. distribuk 
de manii-re continue ou en rythme de jours longs (16 hr par 
cycle de 23 hr) selon les cssais. Les essais sent rtkalists sur 
I’extr&mitC des tiges volubiles (4 entrc-noeuds sous-apicaux). 

Mewrr & I’c~ficifl; PAL. L’cxtraction cst rkalist-e selon une 
methode nr&demment d&rite rl2.131. Dans les essais avec 
une alternance nuit-jour Ic matkricl v&ktal est pr&vi- aprks 
des temns d’illumination bien d&finis. nuisoue I’activitC de I’cn- 
zyml: &ie avcc la lumitrc 16. 141. 1 . 

M~mr-c~ du rndior~/iw~~r. Les extrkmitks de tiges sont scc- 
tionnkes sous I’cau et plongkes dans Ic tube contenant 0,5 ml 
dc soln de phCnylalnninc radioactive (act sp: 129mCi’mM. 
Origine: C.E.A. Sacla)). L’optkation se dtroule dans une petite 
enceinte d’cxpkiencc oti le ga7 carboniquc est pit;gi par unc 
solution de soude. L’absorption dure ‘7 hi- enwron: cnsuite on 
mainticnt de I’eau dans les tubes pour les rincer et Cviter le 
flktrisscment des tiges. Selon Its cssais il s’kcoule 2.5% 6 hr ou 
16 hr cntrc la mise au contact de la soln radioactive ct le 
blocage du mttabolisme par I’alcool. Lc mattkiel cst pesC trt% 
rapidcment, feuilles et tiges sL;parkmcnt (on jettc le bourgeon 
terminal ct la base de la tigc qui plongeait dans la solution 
radioactive) puis plongt! dans le MeOH froid pour I’extraction 
des pigments. La radioactivik des extralts est compthe dam 
un rcintillateur. Des parties aliquotes de chaquc cxtrait sont 
chromatographitcs sur papier dans le systeme de solvants: 
B.E.W. (BuOH -EtOH-H,O. J: I:3 cn volumes) et HOAc i 
2”,,. AprCs autoradiographic on localise les taches radioactives. 
La radioactiviti est comptee avcc un comptcur d’impulslons 
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