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Cadre anatomique

et métabolique de la photosynthese C,
Les plantes de type C4 présentent des
caractéristiques anatomiques et biochi-
miques qui composent ce que I’on nomme
communément le syndrome C4. U'architec-
ture de la feuille est en couronne (anato-
mie Kranz), formée de deux strates cellu-
laires concentriques, le mésophylle et la
gaine périvasculaire (Figure 1). I existe
plusieurs variantes du modéle C4 mais le
schéma général de division des tdches dans
ces deux types cellulaires est conservé.
Ainsi, deux cycles, C4 et de Benson-Cal-
vin coopérent a la fonction d’assimila-
tion du CO9 par la feuille (Figure 1). Dans
ce contexte photosynthétique fondé sur
une séparation physique des enzymes et
impliquant un intense trafic intercellulaire
de métabolites, la phosphoénolpyruvate
carboxylase (PEPC, €C 4.1.1.31) catalyse
la premiere étape de la voie métabolique
(carboxylation du PEP par le bicarbonate)
dans le mésophylle et fait I"objet d’une
régulation particulierement élaborée.

La phosphorylation de la PEPC
photosynthétique par la PEPC kinase
module ses propriétés fonctionnelles
La PEPC photosynthétique est un homo-
tétramére de masse 440 kDa dont I'ac-
tivité est sous contrdle métabolique; le
malate (rétro-inhibiteur), le glucose-6-P
(G-6P), les trioses-P (T-P) et la glycine
(activateurs allostériques) en sont les
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principaux effecteurs. La phosphorylation
de 'enzyme a la lumiére sur une sérine
du domaine amino-terminal de la sous-
unité (ERHHSIDAQLR) module Iaffinité
des effecteurs, de sorte qu’une protection
accrue contre le malate est observée (par
exemple, Vmax et Ki malate augmentent,
Ka G-6P diminue) [1, 21.

Le clonage de ’ADNc et des genes de PEPC
kinase (PEPCK) a été réalisé récemment
a partir de plantes Cz, C4 et CAM [3, 4],
permettant d’établir la structure primaire
de ’enzyme et de révéler des caractéristi-
ques originales : (1) sa taille (32 kDa) est
celle d’une sous unité catalytique, sans
extensions; (2) son activité est contrd-
lée au niveau transcriptionnel (quantité),
processus fortement stimulé par les stress
salins (NaCl, LiCl) [51, et par des métabo-
lites effecteurs (malate et G-6P) ; (3) elle
est phylogénétiquement apparentée aux
CDPK (calcium dependent protein kinases,
superfamille des CDPK/SnRK), bien qu’elle
ne possede pas de site de fixation du cal-
cium: (4) enfin, la seule cible physiologi-
que connue de cette enzyme est la PEPC.
L'inhibition de la phosphorylation de
la PEPC in vivo lors d’un traitement
des feuilles par la cycloheximide (CHX:
composé bloquant la synthese de la
PEPCk et "augmentation de son activité
catalytique) [6] provoque une perte
presque totale de la fixation photosyn-
thétique de CO, [7]. Nous avons recher-
ché par quel mécanisme I'activité de
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la PEPCk est mise en place a la lumiere
dans le mésophylle.

Lactivité de la PEPCk est controlée
par une chaine de transduction

du signal lumineux impliquant

les flux calciques dans le mésophylle
Une technique d’obtention de protoplas-
tes de cellules de mésophylle (Digitaria
sanguinalis et sorgho), et une approche
combinant la pharmacologie cellulaire, la
microscopie confocale et la cytométrie de
flux ont été mises au point pour décrypter
le mécanisme de transduction du signal
lumineux [8]. Cette démarche expéri-
mentale nous a permis dans un premier
temps d’identifier certains relais de la
chaine, notamment et en séquence: (1)
un métabolite photosynthétique, I'acide
3-phosphoglycérique (formé dans la gaine
périvasculaire par le cycle de Benson-Cal-
vin et transporté dans les chloroplastes
des cellules de mésophylle sous forme
protonée) provoque I’alcalinisation du pH
cytosolique (pHe) : (2) un efflux de Ca®*
vacuolaire dii & une phospholipase C (PI-
PLC) et la production transitoire d’IP5; (3)
I'activation d’une protéine kinase dépen-
dante du Ca?*; (4) la synthése de la PEPCK,
indépendante du Ca®*.

Dans ce mécanisme de transduction,
IYimplication du calcium n’est qu’inférée
des données pharmacologiques. Appli-
quées aux protoplastes de mésophyl-
le C4, les techniques classiques d’image-
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rie de cet ion sont mal adaptées en raison
de fluorescences parasites. Cependant,
lorsqu’ils sont traités simultanément par
un ionophore du calcium (A23187) et un

chélateur de cations bivalents (EGTA)
I"induction de la PEPCk et la phospho-
rylation de la PEPC ne sont plus obser-
vées. U'ajout de calcium dans le milieu
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Figure 1. Coupe transversale d’une feuille de sorgho. On distingue I"organisation concentrique des

tissus photosynthétiques, mésophylle, gaine périvasculaire, entourant les vaisseaux conducteurs.

I’image agrandie décrit la distribution des enzymes (cycle C4 et de Benson-Calvin) et la circula-

tion des métabolites dans ce contexte photosynthétique. AOA : acide oxaloacétique ; PEP : acide

phosphoénolpyruvique.
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restaure le processus, confirmant que
cet ion est bien un messager secondaire
impliqué dans la cascade [9].
Récemment, les tentatives de transposi-
tion des données cellulaires au niveau de
I’organe foliaire (disques de feuilles de
sorgho) ont modifié la vision, inachevée,
que nous avions du réle du calcium dans
ce systéme de signalisation. €n effet,
in vivo, la chaine est partiellement blo-
quée lorsque de I’EGTA est présent dans le
milieu d’incubation des disques ; I’inhibi-
tion totale du processus intervient lorsque
I’agent chélateur est associé au composé
pharmacologique U73123 (inhibiteur de la
PI-PLC et de la production d’IP3), ou au
TMB-8 (inhibiteur des canaux calciques
endogenes). Collectivement, ces résultats
montrent que le calcium mobilisé dans
le mésophylle provient de deux sources,
externe (Ca%*e) et interne (Ca%*i) ; ils sug-
geérent de plus que des canaux calciques
plasmalemmiques, peu actifs dans les
protoplastes, sont fonctionnels dans le
systeme intégré de la feuille. Il doit donc
exister une régulation fine du flux de ce
messager secondaire dans le cytosol par
ces deux voies qui peuvent étre séquen-
tielles : le Ca?*e provoque I’activation de
la PI-PLC conduisant a une amplification
par mobilisation du Ca®*i. €n corollaire,
ces nouvelles données rendent compte, au
moins en partie, du mécanisme de régula-
tion de cette enzyme (de type & chez les
plantes) jusqu’ici mal compris. De plus, le
pHe, dont la variation est rapide et pré-
coce et qui se stabilise vers 7,3, exerce un
contrdle coordonné sur des composants
du systéme (activité et régulation : exem-
ples, la PEPC, la PEPCK) qui pourrait éga-
lement concerner des canaux calciques du
plasmalemme.

€n aval de la chaine, I'identité de I'en-
zyme cible du calcium n’est pour I'instant
pas connue. Le candidat est a recher-
cher parmi les protéine kinases de type
CCaMK, ou CDPK (suggéré par I’effet inhi-
biteur du W7). Cependant, en raison de la
grande diversité de ces protéines chez la
plante (34 génes de CDPK chez Arabidop-
sis), I'identification n’est pas aisée. Par
ailleurs, des expériences pharmacologi-
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ques récentes utilisant le butanol sugge-
rent I'implication d’une phospholipase D
(PLD) dans la cascade de transduction.
Les PLD végétales possedent un domaine
C2 se liant au calcium, mais le mécanisme
de régulation lié a cet ion in vivo nest
pas clairement établi. Des lors, I'inter-
vention d’un autre messager secondaire,
I’acide phosphatidique (PA), produit de
cette enzyme, est probable. Mais com-
ment s’insére-t-il dans le dispositif de
signalisation ? Une hypothése cohérente
est que I'enzyme recherchée est a la fois
activée par le calcium et des phospholipi-
des incluant le PA, ce qui évoque les PKC.
Il nexiste pas de PKC canonique chez les
végétaux, mais bien une CDPK [10] qui

répond a ces criteres de régulation (PKC-
like). Une telle enzyme est présente dans
les feuilles de la plante C4 et sa carac-
térisation fonctionnelle est en cours. Un
schéma hypothétique d’organisation des
éléments de chaine indiquant les points
d’impact du calcium dans les cellules du
mésophylle est proposé sur la Figure 2.

Conclusions et perspectives

Ce systeme illustre chez la plante les inte-
ractions étroites qui lient métabolisme
et signalisation ainsi que I’échange d’in-
formation entre cellules pour concourir a
la réalisation du processus photosynthé-
tique. Le rle central du calcium est mis
en exergue. Il est probable que ce mes-
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Figure 2. Réle hypothétique du calcium dans la chaine de transduction controlant la phosphorylation de

la PEPC dans les cellules du mésophylle. 1. Dés I'illumination, I'alcalinisation du cytosol (due au trans-

port du 3-APG dans les chloroplastes ; non montré) est détectée par microscopie confocale. 2. €lle est

suivie par une entrée de calcium externe contribuant a 'activation de la PI-PLC (PLC). 3. L'inositol 1,4,5

trisphosphate (Ins (1,4,5)Pz provoque I'ouverture de canaux calciques du tonoplaste, ce qui amplifie la

concentration de calcium cytosolique (Ca®*). 4. €n aval une CDPK de type PKC serait activée & la fois par

le cation et I'acide phosphatidique (PA) produit par une PLD. 5. Dans I'état actuel de nos connaissances,

nous proposons que cette protéine kinase contrdle I'expression du géne de PEPCK (phosphorylation d’un

facteur de transcription). La PEPC dans son état phosphorylé (PEPC-OP) maintient la production de

malate au niveau requis par le cycle de Benson-Calvin dans les cellules de la gaine. DAG : diacylglycérol ;
PtdIns(4,5)P, ; phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate ; PtdCho : phosphatidylcholine.
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sager secondaire ne se limite pas au seul
contexte photosynthétique, contribuant
simultanément au déclenchement et a
I’intégration d’un ensemble de processus
physiologiques dans le mésophylle. Les
expériences que nous développons actuel-
lement tentent de valider génétiquement
les composants protéiques (identifiés par
pharmacologie) chez Arabidopsis, plante
modeéle C; qui possede dans ses feuilles
une chaine de transduction similaire a
celle des plantes C,. Arabidopsis offre de
plus la possibilité de visualiser les flux
calciques a la lumiére chez des lignées
transformées par I"Aequorine, ainsi d’ap-
profondir les mécanismes régulant les flux
du cation dans les feuilles a la lumiere. ¢
Calcium and the control

of C, photosynthesis
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