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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 '*C 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. déve-
loppées en conditions expérimentales contrdlées
et constantes s’animent, aprés un temps de port
érigé, d’amples mouvements révolutifs: ce sont des
tiges volubiles. Ces tiges volubiles se caractérisent
entre autres par une vitesse de croissance longitu-
dinale trés rapide. Le contenu flavonoidique de
ces pousses feuillées comprend acides-phénols,
coumarines, flavonols et anthocyanidols [1]. Au
cours du développement de la tige I'équipement
flavonoidique est stable, seules les teneurs des
diverses substances changent. L’étude qualitative
et quantitative des flavonoides conduite en fonc-
tion du port des tiges [ 1] ne révele pas une rela-
tion nette entre les deux phénoménes mais ne I'ex-
clut pas. En suivant les étapes de la biosynthese
des flavonoides dans notre matériel nous
espérons, ensuite, pouvoir la perturber et observer
les conséquences de la perturbation sur le taux
de croissance et le déroulement des mouvements
révolutifs. Classiquement la synthése de ces mol-
écules adment comme précurseurs la phényl-
alanine et l'acétate issu du glucose [2]. Mais le

schéma classique ne s’applique peut étre pas dans
tous les matériaux [3,4]. L’enzyme-clé¢ de I'anabo-
lisme des substances phénoliques est la phényl-
alanine ammoniac lyase (PAL) [5]. Nous mesur-
erons donc Tactivité de cette enzyme dans P.
graeca L. avant d’examiner les résultats d’incor-
poration de phénylalanine (U)-'*C.

RESULTATS

Mesure de lactivite PAL

Activité PAL et age des tissus. Pour des tiges
principales volubiles nous avons mesuré l'activité
enzymatique des feuilles insérées aux différents
noeuds et celle des entre-noeuds en croissance ou
ayant terminé leur allongement. Les plantes ¢tant
cultivées en jours longs a 25°, nos prélévements
se placent 5Shr aprés le début de Iéclairage de
la salle. Selon Engelsma [6] nous sommes alors
au maximum d’activité pour cette temperature.

Draprés les résultats portés dans le Tableau 1,
nous constatons que Pactivité PAL est trés grande
dans les feuilles juvéniles (F, + F, et F3) et dans
les entre-noeuds (E-N 1-3). Exprimée par rapport
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Tableau 1. Activite PAL dans les paires de feuilles successives
et dans les entre-noeuds des tiges principales volubiles

Activité PAL

ug ac. cinn./h/g par feuille

Organe de matiére fraiche en ug d’ac. cinn.
Feuilles

F,+F, 250 1.25

F, 140 2,74

Fq 9 0.92

Fs 16 1.6

Fe 8 0.8

F, 5 0,5
Tige

E-N 1-3 56 -

E-N 5 8.5 -

Lactivité est exprimée par rapport au poids de matiére
fraiche et par unité d’organe. Moyenne de 20 mesures. Coeffi-
cient de variation: 109,

au poids frais, lactivit¢ enzymatique des limbes
adultes ne représente que 2 a 4% de celle des
limbes jeunes. Ainsi [activité PAL des feuilles se
répartit suivant un gradient décroissant du som-
met vers les parties adultes de la tige feuillée (Fig.
1). Ce gradient correspond bien aux variations de
teneurs en acides-phénols et flavonols observées
en fonction de I'dge des tissus [1]. Mais si nous
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Fig. 1. Activite PAL des feuilles de tiges principales de P.

graeca L. cultivées a 25° continus, en jours longs (16 hr)

sous un éclairement de 16000 Ix. Variation de lactivité en

fonction du niveau d’insertion des feuilles et de Iheure du

prélévement par rapport au début de la phase lumineuse.
Moyenne de 15 analyses.
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exprimons lactivité enzymatique par unité d’or-
gane (Tableau [, colonne de droite) les valeurs
sont assez proches les unes des autres quel que
soit le niveau d’insertion.

Activité PAL et lumiére

Activite PAL au cours de la période lumineuse.
Nous rapportons dans la Fig. | les reésultats
obtenus avec les feuilles prélevées | hr. Shr ou
10 hr apres le début de I'éclairage de la salle con-
ditionnée. L’activit¢ PAL augmente avec la lon-
gueur de la période lumineuse ce qui ne corre-
spond pas aux résultats d’Engelsma [6] sur le
concombre. Il est possible que Periploca se com-
porte comme Pisum sativum ou deux maximums
d’activité se succédent respectivement 6-8 hr et
12 hr aprés le début de Tillumination [7].

Activité PAL et lumicre continue. L activité
enzymatique est mesurée dans de jeunes feuilles
et de jeunes entre-noeuds (1-3). Les prélévements
ont lieu a la méme heure (10 hr 30) que ceux
que nous avons envisages au premier para-
graphe, pour limiter les risques d'interférence avec
un éventuel rythme endogéne. L'activité est nette-
ment moins forte en lumiére continue qu'en jours
longs (Tableau 2) ce qui s’accorde avec les dif-
férences de tencurs en flavonoides observées dans
les mémes conditions [2].

Activite PAL et température a laquelle se dévelop-
pent les plantes

Nous avons montré que la vitesse d’allonge-
ment des tiges variait avec la température ainsi
que la teneur en flavonoides [1]. Nous mesurons
Pactivité PAL dans les jeuncs feuilles et jeunes
entre-noeuds en fonction de la température a

Tableau 2. Activit¢ PAL de tissus jeunes de tiges principales

Activité PAL (ug ac. cinn‘h/g)

Jours longs
Prélévement A Lumiére continue,
10 hr 30 Prélévement &
{soit T;, + Shr) 10 br 30
Feuilles
jeunes 204 132
E-N -3 54

Variation en fonction du rythme lumineux; jours longs et
lumiére continue pour le méme éclairement (160001x) et la
méme température (257). T, = allumage de la salle. Moyenne
de 10 analyses. Coeflicient de variation: 10%,.
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Tableau 3. Variations de I'activité PAL et Teneur en Acides-
phénols en fonction de la température

Activité¢ PAL en ug d’ac. cinn,/g/h
et entre parenthéses, teneur en
acides-phénols (dérivés) en mg/g

de matiére fraiche

15° 20° 25° 31° 34°
Feuilles 280 215 204 94 136
juvéniles 21-2) (207 (178 (14) (12)
(Fi+F;+F;)
Tiges jeunes 84 74 56 24 47
(E-N 1-3) 75 67 (6 6 @)
Allongement
Jjournalier
au moment du
prélévement
(en mm) 7 20 51 25 18
Age moyen
des tissus
analysés
(en jours) 20 10 56 10 12

Comparaison avec les variations de I'allongement journalier
des tiges et de la teneur en acides-phénols. Moyenne de 10
analyses. Coefficient de variation: 10%,

laquelle ils se développent. La lumiére est distri-
buée en jours longs (16 hr). Les prélévements de
materiel végétal sont faits toujours a la méme
heure: 10hr 30 soit 5hr aprés 'allumage de la
salle de culture,

L’activité PAL (Tableau 3) décroit entre 15° et
31° puis augmente un peu a 34°. Ainsi la variation
de lactivité enzymatique suit celle de la teneur
en acides phénoliques (Tableau 3) entre 15° et 31°.
A 34° la discordance entre les résultats peut s’ex-
pliquer, d’abord en tenant compte du fait qua
34° le développement des plantes est anormal; de
plus on peut admettre, puisque Engelsma la
démontré pour le concombre [6], que la courbe
de variation de Pactivité en fonction de la durée
de Téclairage n’est pas la méme pour toutes les
températures.

Si 'on tient compte de 'age moyen des tissus
au moment de Pextraction, Pactivité PAL totale
donne des quantités d’acides-phénols synthétisées
supérieures a celles des tissus, sauf a 31°. Cette
difféerence correspond aux transformations des
molécules en C¢—C,, en particulier a I'incorpo-
ration dans les flavonols et anthocyanes. Clest ce
que montrent bien les courbes de la Fig. 2. A
31° et a 34° cette incorporation est trés réduite.
A 31° tout se passe comme si Pactivité PAL était
inhibée par Yaccumulation des produits de reac-
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tion. A 34° la reprise de lactivité enzymatique
n’est pas expliquée par les résultats biochimiques
en notre possession.

Incorporation de phénylalanine (U)-**C

Nous incorporons, selon le protocole expéri-
mental décrit, le radiocarbone de la phénylalanine
(U)-'%C dans les tissus de tiges développées en
alternance nuit-jour. L’incorporation se fait tou-
jours pendant la période lumineuse ce qui limite
au maximum a 16 hr ia durée de contact du méta-
bolite avec les cellules vivantes.

Repérage des substances radioactives. Les
extraits méthanoliques réalisés a partir des feuilies
et des tiges séparées sont chromatographiés. Les
autoradiogrammes des extraits montrent que tous
les dérivés des acides-phénols et de coumarine qui
sont normalement synthétisés dans P. graeca L.
contiennent du radiocarbone provenant de la
phénylalanine. En fonction de la durée de lex-
périence, l'ordre d’apparition des molécules
radioactives semble étre, acide p-coumarique,
acide caféique, acide férulique et esculétine. Mais
aucune trace de radioactivité nest décelable dans
les hétérosides de flavonols, méme dans un extrait
réalisé 16 hr apres lincorporation de la phényla-
lanine.
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Fig. 2. Variations de l'activite PAL et des teneurs en fla-
vonoides et en acides-phénols en fonction de la température
a laquelle sont cultivées les plantes. (a) Entre-noeuds jeunes
(E.-N. 1-3): (b) Feuilles juvéniles. @@ Teneur en flavonoides
exprimée en mg par g de matiére fraiche (M.F.), OO teneur
en acides-phénols exprimée en mg par g de matiére fraiche,
** activité PAL en ug d’acide cinnamique formé par g de
matiére fraiche et par heure.
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Tableau 4. Activités spécifiques des acides caffeylquiniques et
p-coumaryl-quiniques en fonction du temps de contact avec
les cellules du matériel végétal

Activité
Temps de spécifique en
contact uCi/uM x 10° Acides

(hr) Feuilles  Tiges considérés
2.5 1.5 28.6 caféyl-5 quinique
1.45 585  cafeyl-3 quinique

3.5 123 p-coumarylquiniques
6 122 caféyl-5 quinique
61 caféyl-3 quinique

242 p-coumarylquiniques
16 17.5 10 caféyl-5 quinique
34 4 caléyl-3 quinique

6 11,5 p-coumarylquiniques

Radioactivité spécifique des dérivés dacides-
phénols. La radioactivité spécifique a été déter-
minée pour les acides caféyl-quiniques et p-cou-
marylquiniques. Les résultats sont portés dans le
Tableau 4. Ils nous permettent d’attribuer une
position d’intermédiaire aux acides p-coumaryl-
quiniques dans la synthése des acides chlorogén-
iques et nous pensons que lesterification avec [a-
cide quinique se produit avant Uhydroxylation en
acide caféique. Ainsi nos résultats sont en accord
avec ceux de Levy et Zucker [8] et Hanson [9].
Les radioactivités spécifiques ¢levées des deérivés
dans la tige aprés une expérience de courte durée
montrent que la biosynthése est active a ce niveau
comme le laissait envisager d’ailleurs la forte acti-
vite¢ PAL des axes.

DISCUSSION

Pour les limbes un gradient décroissant de 1'ac-
tivit¢ PAL va des feuilles jeunes aux feuilles
adultes. A ce dernier niveau lactivité est trés
faible, d’ou une teneur moindre des favoncides
par rapport aux niveaux juvéniles [1]. La bio-
syntheése des dérives phénoliques en C,-C; se
déroule dans les limbes foliaires et dans les tiges;
les mesures d’activité PAL montrent que cette
enzvme est trés active dans laxe.

Lactivité PAL varie au cours de la phase
lumineuse dans le cas d’'un régime avec alternance
nuit-jour. Elle augmente entre la premiére et la
dixiéme (limite de nos observations) heure de la
période lumineuse. Donc son comportement n’est
pas classique (1 maximum aprés 4-5hr) mais
pour le décrire convenablement nous devons
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effectuer d’autres mesures. Comme dans d’autres
espéces, lactivité enzymatique est plus élevée dans
des plantes qui croissent sous une température
basse (15°) que dans celles cultivées a des tem-
pératures élevées (=30°). Clest ce qui explique
que le froid (relatif) favorise la flavonogenése
[10], et 'anthocyanogenese [ 11]. Variant avec les
conditions de milieu la PAL semble bien avoir
un role de régulateur de la synthése des acides-
phénols et des coumarines dans P. graeca.

La biosynthése de ces composés phénoliques se
réalise a partir de la phénylalanine selon le
schéma classique. In vivo Tacide cinnamique
form¢ est immédiatement transformé en acide p-
coumarique puisqu'il n'est jamais mis en évidence.
Si I'étude de la biosynthése des flavonoides que
nous avons realisée n"apporte pas de connaissance
originale sur la formation de Facide caféique, elle
nous montre la difficulté du passage de la struc-
ture C,—C; a la structure C,—Cy-C,. De plus
cette étude nous permet denvisager le blocage
d’une étape de la biosynthése pour en suivre la
repercussion sur la morphogenése de la plante.

PARTIE EXPERIMENTALE

Matériel végéral. Nous utilisons de jeunes plantes issues de
la germination de graines. Ces plantes sont cultivées dans des
salles conditionnées ou les conditions ambiantes sont les sui-
vantes: temp. constante de 25° humidité relative de 70%
(4 5%), lumiere de 160001x au niveau des apex. distribuée
de maniere continue ou en rythme de jours longs (16 hr par
cycle de 24 hr) selon les cssais. Les essais sont réalisés sur
I'extrémité des tiges volubiles (4 entre-noeuds sous-apicaux).

Mesure de Tactivité PAL. L'extraction est réalisée selon une
méthode précédemment décrite [12.13]. Dans les essais avec
une alternance nuit-jour le matérict végétal est préleve apres
des temps d’illumination bien définis. puisque I'activité de I'en-
zyme varie avec la lumiére [6, 14).

Mesure du radioélément. Les extrémités de tiges sont sec-
tionnées sous I'eau et plongées dans le tube contenant 0,5 ml
de soln de phénylalanine radioactive (act sp: 129 mCi/mM,
Origine: C.E.A. Saclay). L'opération se déroule dans une petite
enceinte d’expérience ou le gaz carbonique est piégé par unc
solution de soude. L’absorption dure 2 hr environ; ensuite on
maintient de 'eau dans les tubes pour les rincer et éviter le
flétrissement des tiges. Selon les essais il sécoule 2-5, 6 hr ou
16 hr entre la mise au contact de la soln radioactive et le
blocage du métabolisme par ['alcool. Le¢ matériel est pesé trés
rapidement, feuilles et tiges séparément (on jette le bourgeon
terminal et la base de la tige qui plongeait dans la solution
radioactive) puis plongé dans le MeOH froid pour I'extraction
des pigments. La radioactivité des extraits est comptée dans
un scintillateur. Des parties aliquotes de chaque extrait sont
chromatographiées sur papier dans le systéme de solvants:
B.EW. (BuOH-EtOH-H,O. 4:1:2 en volumes) et HOAc a
29, Apres autoradiographic on localise les taches radioactives.
La radioactivité est comptée avec un compteur d’impulsions
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Tracerlab et la teneur est obtenue par le dosage colorimétrique
avec le réactif de Folin et Ciocalteu {15, 16].
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