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RESUME

L’ion calcium est maintenant unanimement consi-
déré comme un second messager intracellulaire pri-
mordial dans les processus de signalisation chez les
végétaux. Il intervient en effet dans le couplage entre
la perception d’un grand nombre de stimuli externes
et la réponse physiologique adaptative des plantes 2
chacun de ces signaux. Néanmoins se pose la question
de savoir comment la plante peut répondre de
maniére spécifique alors que la plupart des stimuli

conduisent, d’une maniére globale, 2 une augmenta-
tion du calcium dans la cellule. Ces derniéres années,
de nombreuses études ont permis d’apporter des élé-
ments de réponse pouvant expliquer les bases de cette
spécificité. Dans cette revue, nous décrivons ces dif-
férents éléments qui font intervenir, entre autres, les
notions de « voies de signalisation croisées », de
« signatures calcium » et de « compartimentation du
signal calcium ».

SUMMARY Basis of the specificity in Ca** signalling processes in plants

The Ca?* cation is fully recognized as an important
intracellular second messenger coupling a wide range
of extracellular stimuli to characteristic responses in
plant cells. Such a pleiotropic effect raises questions
regarding the mechanisms by which the signalling
pathways, all of then involving an increase in intra-
cellular calcium concentration, can be specific to a

given stimulus. Here, we present recent results which
shed light into different concepts which may explain
the response specificity in signalling processes, such as
« the cross-talk between signalling pathways », « the
Ca** signatures » and « the compartmentation of Ca**
-signalling ».

INTRODUCTION

Depuis maintenant plus d’une décennie, I’ion calcium
est considéré, chez les végétaux et chez les animaux,
comme un élément-clé dans la signalisation cellulaire. Il
intervient en effet en tant que second messager dans la
cascade d’événements couplant la perception de stimuli
extracellulaires a la réponse adaptative de la plante (pour
revue, Bush, 1995, Sanders ef al., 1999, Reddy, 2001).
Le développement des techniques de mesures du taux de
calcium par I’utilisation de sondes fluorescentes ratio-
métriques ou de I’aequorine recombinante, a permis de
mieux cerner |’implication du calcium dans ces proces-

sus de perception et de transduction de signaux. Le
tableau I donne une liste non exhaustive de stimuli indui-
sant une réponse calcique dans le cytosol des cellules
végétales. Il en ressort que la plupart des stimuli pergus
par les végétaux conduisent a une augmentation du cal-
cium cytosolique bien que la réponse finale demeure
spécifique du signal initial. Ainsi, deux hormones végé-
tales, I’acide abscissique et I’auxine, provoquant toutes
les deux une augmentation du calcium dans le cytosol
des cellules de garde des stomates, induisent une réponse
totalement opposée, a savoir respectivement la fermeture
des stomates ou leur ouverture (Mc Ainsh ef al., 1990 ;
Irving et al., 1992). 11 n’y a donc pas de relation linéaire
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entre la perception d’un stimulus, I’augmentation de cal-
cium et la réponse biologique, et on peut par conséquent
s’interroger sur le role de cet ion dans la spécificité de
réponse des plantes a un stimulus donné. Dans cette
revue, nous présentons des données bibliographiques et
expérimentales qui visent a définir les bases de cette spé-
cificité.

Spécificité dans la signalisation calcium-dépendante :
origine multifactorielle

On admet actuellement que la spécificité de réponse
des plantes a un signal donné ne dépend pas d’un seul
facteur. Elle ne peut s’expliquer que par I’intervention de
multiples mécanismes qui, selon les situations, agissent
indépendamment, en opposition, ou en synergie. L’un
des premiers niveaux de spécificité concerne la compé-
tence de la cellule qui pergoit le stimulus. En effet, la cel-
lule doit étre en mesure d’exprimer tous les génes codant
les différents acteurs de la cascade de signalisation néces-
saires a la transduction, pour répondre de maniére adé-
quate a un signal donné. Ainsi I’'imagerie calcique in
vivo a montré, chez le tabac, qu’un choc froid provoque
une réponse beaucoup plus importante dans les cellules
des cotylédons et de la racine que dans celles de I’hypo-
cotyle (Knight et al., 1993). Néanmoins, au dela de ce
concept de compétence, en supposant que la cellule ren-
ferme toute la machinerie lui permettant d’étre sensible
a un éventail de stimuli, comment fait-elle pour diffé-
rencier les différents signaux induisant une augmentation
du calcium cytosolique ? Quelques éléments de réponse
a cette question sont développés dans les paragraphes
suivants.

Interconnexions entre voies de signalisation

Pour des raisons de simplicité, une cascade de signa-
lisation est souvent représentée de maniére linéaire a
savoir : perception du signal — augmentation de la
concentration en second messager — prise en charge de
ce messager par des protéines relais — réponse biolo-
gique. Cependant la présence dans la cellule de seconds
messagers autres que le calcium (H*, phosphoinositides,
lipides, nucléotides cycliques, espéces activé de I’oxy-
gene,...) suggere que la réponse finale d’une cellule a un
stimulus donné est le résultat d’une interaction com-
plexe entre différentes voies. Par exemple, chez la
tomate, les voies de signalisation phytochrome-dépen-
dante en réponse a la lumiére impliquent I’intervention
simultanée et coordonnée du Ca** et du GMPc (Bowler
et al., 1994 ; Neuhaus ef al., 1997). Par ailleurs, il a pu
étre observé, dans de nombreux cas, en paralléle a la
modification du calcium cytosolique, une variation du
pH intracellulaire (pour revue, Bush, 1995). Il semble
donc qu’une illustration plus juste de la réponse d’une
cellule végétale a un stimulus donné serait 1’établisse-
ment d’un réseau complexe de voies de signalisation,
similaire a la représentation d’un plan du métropolitain
parisien.

« Signatures calcium »

Cette notion développée depuis quelques années
(McAinsh & Heterington, 1998) repose sur 1’observation
que la réponse calcique dans la cellule varie selon le sti-
mulus pergu. Ainsi, I’augmentation du calcium peut étre
rapide et transitoire ou étre soutenue dans le temps, elle
peut prendre la forme d’oscillations ou de vagues, ou
encore I’amplitude et la localisation dans le cytosol du ou
des pics calciques peuvent étre variables (tableau I). Plus
récemment a ces aspects cinétiques, de forme et de loca-
lisation du signal calcique, s’est ajoutée la notion de
compartimentation du signal calcium, d’autres compar-
timents intracellulaires tels que les chloroplastes ou le
noyau pouvant participer activement aux processus de
signalisation dépendant du calcium (Jonhson et al., 1995 ;
Pauly et al., 2000 ; Pauly et al., 2001). Ces différents
aspects, qui contribuent a une signature calcium spéci-
fique d’un stimulus donné, soulévent néanmoins plu-
sieurs questions. Par quels mécanismes sont engendrées
des signatures calcium spécifiques et quels sont les pro-
cessus qui permettent a la cellule de décoder ces signa-
tures pour aboutir a une réponse biologique adaptée ?
Les réponses a ces questions reposent essentiellement
sur plusieurs éléments, la provenance du calcium a I’ori-
gine du signal, la régulation des sytémes controlant son
homéostasie et les cibles moléculaires de I’ion.

L’origine du calcium

Les signaux calcium cytosoliques en réponse a des
stimuli sont essentiellement la résultante de deux méca-
nismes opposés, d’une part un influx de I’ion dans le
cytosol, d’autre part son efflux. La coordination de ces
deux mécanismes et leur efficacité relative vont contri-
buer a une signature spécifique. Ces derniéres années, de
nombreuses recherches ont donc visé a identifier les
transporteurs de calcium présents sur les différentes
membranes cellulaires en particulier la membrane plas-
mique, la membrane vacuolaire ou tonoplaste et la mem-
brane du reticulum endoplasmique. Ainsi on peut distin-
guer dans chaque membrane deux grands types de
systeme de transports : les transporteurs actifs, des
ATPases a calcium et des échangeurs H'/Ca®', qui assu-
rent [’extrusion de 1’ion hors du cytoplasme et les trans-
porteurs passifs fonctionnant dans le sens du gradient de
concentration de I’ion (les canaux calcium) qui, pour
leur part, assurent I’entrée dans la cellule. Si, a ce jour,
les données concernant le role des transporteurs actifs
dans les processus de signalisation chez les végétaux
restent fragmentaires (Sze et al., 2000), les canaux cal-
cium ont, quant a eux, retenu 1’attention d’un bon
nombre de chercheurs. Ainsi, il a pu étre mis en évidence
plusieurs types de canaux sur les différentes membranes
cellulaires indiquant que le calcium cytosolique peut
avoir une origine soit extracellulaire, soit intracellulaire,
la vacuole ou le reticulum endoplasmique (pour revue,
Thuleau et al., 1998 ; Sanders ef al., 1999, White, 2000).
Il est en outre intéressant de noter que tous ces canaux
présentent une régulation différente. En particulier, il a



Tableaul. — Exemples de réponses calciques chez les végétaux.

Organisme/ Méthodes Réponse
stimuli Type Cellulaire Type de signal de mesures biologique observée Références
Acide abscissique Commelina; cellule de garde Augmentions répétées Fermeture des stomates Gilroy et al., 1990 ; McAinsh et al., 1990
Vicia; cellule de garde Influx répétés Fermeture des stomates Schroeder & Hagiwara, 1990
Sorgho; protoplaste d’aleurone Elévation et plateau Synthése et sécrétion de I'a-amylase Bush & Jones, 1988
Aluminium Tabac; Culture cellulaire Diminution Jones et al., 1998b
: Arabidopsis; poils absorbants Elévation prolongée Jones et al., 1998a
Anoxie Mais; Culture cellulaire Pic transitoire Expression génique Subbaiah et al., 1998a
Auxine Mais; coléoptile Pic transitoire Elongation et division cellulaire Gehring et al., 1990

Calcium extracellulaire
Choc froid

Choc thermique
Cytokinines

Facteurs Nod

Fusion gamétophytique
Gravité

H,0,

H,0,

H,0,

Hyper-osmotique
Hypo-osmotique

Lumiére bleue
Lumiére rouge
Mastoparan
Ozone

Pathogénes et ¢liciteurs

Vent

a : sonde fluorescente: b : aequorine: ¢ : patch-clamp: d :

Arabidopsis; cellules de garde
Tabac; épidermes
Arabidopsis; plantules

Tabac; plantules

Funaria caulonema

Luzerne; poils absorbants
Mais; gamétes

Mais; coléoptiles
Arabidopsis; plantules

Tabac; culture cellulaire
Arabidopsis; cellules de garde
Arabidopsis; plantules

Fucus; Rhizoide

Tabac; Culture cellulaire
Tabac: plantules

Blé; protoplastes

Tabac; culture cellulaire
Arabidopsis; plantules

Persil: protoplastes
Persil; Culture cellulaire
Tabac; épiderme

Tabac: épidermes
Tabac: plantules

Oscillations

Pic transitoire

Pic transitoire
Elévation

Elévation et plateau
Oscillations

Influx membranaire
Augmentation

Pic transitoire

Pic transitoire
Influx

Pic transitoire
Vague calcique

Pic transitoire

Pic transitoire

Pic transitoire

Pic transitoire
Augmentation

Influx transitoire
Elévation et plateau
Pic transitoire

Pic transitoire

Pic transitoire

O"U‘NO‘U’NU’GU’O‘FJQNﬁO’O’U’ONBNN!‘Jnh)

ic’c‘c’c‘o

Fermeture des stomates

Expression génique
Thermotolérance

Courbure des poils absorbants

Synthése de proline
Osmoadaptation
Photomorphogenése

Production d’espéces activées
de I'oxygene

Synthése de phytoalexines

Retard de croissance
Expression génique

sonde vibrante; e : protéine caméléon.

Allen et al., 1990
Knight et al., 1990
Knight et al., 1990
Gong et al., 1990

Ehrhardt et al., 1996
Antoine et al., 2000
Gehring et al., 1998
Knight et al., 1998
Price et al., 1994
Pei et al., 2000

Kiegle et al., 2000 ; Knight er al., 1997
Goddard et al., 2000 ; Taylor et al., 1996
Cessna ef al., 1998 ; Takahashi et al., 1997

Baum et al., 1999
Shacklock et al., 1992
Takahashi er al., 1998
Clayton et al., 1999

Zimmermann et al., 1997
Blume et al., 2000
Knight et al., 1991
Knight e al., 1991
Van Der Luit et al., 1999
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pu étre caractérisé sur le tonoplaste des canaux calcium
activés par I’inositol 1,4,5 triphosphate et d’autres régu-
Iés par le ADPc-ribose (deux seconds messagers impor-
tants dans les processus de signalisation). Par ailleurs, de
la méme fagon, on a identifié sur la membrane plasmique
différents types de canaux calcium dont la régulation
varie selon ’origine tissulaire des cellules et les plantes
retenues. Certains seraient activés par le voltage et
d’autres par des contraintes mécaniques ou des compo-
sés fongiques éliciteurs de réactions de défense des végé-
taux. Bien qu’a ce jour aucune preuve formelle n’ait été
encore apportée, les différentes données suggérent que
ces canaux seraient des acteurs clés dans les processus de
signalisation, et pourraient contribuer de maniére impor-
tante, par leurs propriétés, a la spécificité de réponse des
plantes a un signal (Thuleau et al., 1998 ; Sanders et al.,
1999). Dans ce cadre, des études récentes sur les cellules
de garde d’Arabidopsis thaliana et de Vicia faba, ont
montré [’activation d’un canal calcium de la membrane
plasmique par ’acide abscissique et H,0, (Hamilton ez
al., 2000; Pei et al., 2000). Néanmoins, les données
expérimentales ne permettent pas d’attribuer a un stimu-
lus donné une origine précise du calcium. En effet, il a
pu étre démontré par exemple que le choc froid ou la
sécheresse induisent aussi bien une entrée de 1’ion du
milieu extérieur qu’un relargage de calcium vacuolaire
(Knight et al., 1996 ; Knight et al., 1997). De méme pour
la réponse des cellules a I’acide abscissique, I’origine du
calcium est controversé, certains auteurs ayant observé
I’implication de pools intracellulaires alors que d’autres
suggerent une entrée du milieu extérieur (McAinsh ef al.,
1991 ; Wood et al., 2000). Il est donc clair que I’origine
de I’ion ne peut pas expliquer a elle seule la spécificité
d’un signal calcium.

Les cibles du calcium

De plus en plus d’arguments expérimentaux tendent a
démontrer I’importance de la machinerie cellulaire en
aval de la réponse calcique dans la mise en place d’une
réponse spécifique. Les données du séquengage systé-
matique du génome d’A4rabidopsis indiquent la présence,
chez les végétaux, d’un grand nombre de protéines pré-
sentant des motifs « EF-hands », responsables de la fixa-
tion des ions calcium. Nous ne présenterons pas ici toutes
ces protéines dont les fonctions, quand elles sont
connues, apparaissent trés diverses. Nous nous limiterons
seulement a quelques généralités. Les cibles du calcium
peuvent étre divisées en deux grandes classes. La pre-
micre regroupe des protéines constituant la cible finale
du calcium, la fixation de I’ion contribuant directement
a la réponse biologique de la cellule. Les canaux anio-
niques de la membrane plasmique des cellules de garde
des stomates font partie de cette catégorie. Ainsi ces pro-
téines, impliquées dans I’extrusion des ions du cyto-
plasme participant ainsi a la fermeture des stomates, sont
directement activées par une augmentation du calcium
cytosolique (Schroeder & Keller, 1992). Par ailleurs, par
analogie au modele animal (Carrion ef al., 1999) bien
que n’ayant pas été¢ a ce jour mis en évidence, on peut

supposer chez les plantes I’existence de facteurs de trans-
cription reconnaissant le calcium, la fixation de 1’ion
régulant ainsi directement I’expression de génes. La
deuxiéme catégorie, de loin la plus importante, est
constituée de protéines relais (« senseurs primaires »)
appartenant aux €léments de la cassette de signalisation
et qui sont de ce fait des intermédiaires dans la chaine de
transduction conduisant a la réponse finale. La calmo-
duline ainsi que des kinases, des phosphatases ou des
phospholipases font partie de cette famille. Ces diffé-
rentes protéines, par le nombre de leurs isoformes, pré-
sentant une compartimentation cellulaire et des affinités
variables pour le calcium, contribuent a définir la spéci-
ficité de réponse a un signal donné.

— La calmoduline

Parmi les protéines affines pour le calcium, la calmo-
duline est de loin la plus étudiée. Ne présentant pas
d’activité catalytique propre, le complexe Ca*'-calmo-
duline est capable d’activer en aval un grand nombre de
protéines intervenant dans différents processus cellulaires
allant du métabolisme primaire, a la régulation d’activi-
tés de transporteur d’ions. Des isoformes de la calmo-
duline ayant des affinités différentes contribuent a la
spécificité de réponses des plantes aux stimuli extracel-
lulaires (pour revue, Sneden & Fromm, 1998 ; Zielinski,
1998).

— Les protéines kinases calcium-dépendantes

Une autre population de protéines tres étudiée dans le
domaine végétal est la famille des « calcium-dépendante
protéine kinases » (CDPKs) (pour revue, Harmon et al.,
2000). Les CDPKs sont une famille de kinases unique et
spécifique au régne végétal et aux protozoaires. Elles
présentent dans leur partie C-terminale un domaine de
régulation trés homologue avec la calmoduline. La quan-
tité importante d’isoformes de CDPKs (12 chez Arabi-
dopsis), en comparaison du nombre faible de « calmo-
duline-dépendante kinases » ou de protéines kinases C,
laisse supposer que, chez les plantes, la majorité des pro-
cessus de phosphorylation associés au calcium passent
par des voies CDPK-dépendantes. Comme pour la cal-
moduline, la liste des protéines cibles des CDPKs ne
cesse d’augmenter et il ne fait plus de doute aujourd’hui
que ces protéines sont impliquées dans un grand nombre
de voies de transduction de signaux (Harmon et al.,
2000).

— Les phosphatases

Le role des phosphatases calcium-dépendantes (calci-
neurine) dans les processus de signalisation chez les
végétaux apparait également de plus en plus évident.
Ainsi, il a pu étre montré que ces protéines interviennent
dans la régulation de canaux ioniques importants dans les
processus d’ouverture et de fermeture des stomates (Luan
et al., 1993). De méme, des travaux sur un mutant hyper-
sensible au NaCl (sos3) affecté sur une protéine homo-
logue a la sous-unité B de la calcineurine de levure, sug-
gérent que cette protéine aurait un role dans la réponse
des plantes au stress salin (Liu & Zu, 1998). D’une
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maniere plus générale, certains auteurs ont emis I"hypo-
thése de I’intervention couplée de phosphatases Ca*'-
dépendantes et de kinases Ca’'-indépendantes dans le
décryptage des signatures calcium de type oscillatoire
(cf. tableau I), par le biais de phosphorylations/déphos-
phorylations successives de protéines cibles (McAinsh &
Hetherington, 1998).

La compartimentation du signal calcium

Comme nous I’avons mentionné précédemment, selon
le stimulus pergu par la cellule, les pics calcium dans le
cytosol vont prendre des configurations variées par leur
cinétique, leur intensité, leur forme ou leur localisation
(tableau I). Au dela de ces paramétres, différents argu-
ments tendent a montrer I’importance d’organites cellu-
laires dans les processus de signalisation. Ainsi dans les
chloroplastes de tabac, des variations de calcium de type
oscillatoire associées aux rythmes circadiens ont pu étre
enregistrées (Johnson et al., 1995). Par ailleurs, des
études plus récentes suggérent I’intervention du com-
partiment nucléaire. En effet, en réponse aux facteurs
Nod, molécules bactériennes a I’origine des processus de
nodulation des légumineuses, des pics calcium ont été
observés dans I’espace périnucléaire des cellules de poils
absorbants des racines de luzerne (Ehrhardt et al., 1996).
De méme, chez le fucus, un choc hypoosmotique pro-
voque un signal calcium dans la région perinucléaire du
rhizoide (Goddard ef al., 2000). Enfin, au laboratoire en
utilisant un réactif pharmacologique, le mastoparan,
capable d’induire des réponses calciques aussi bien dans
le compartiment nucléaire que dans le cytosol, nous
avons pu montrer que le noyau chez le tabac était capable
de générer sa propre réponse calcique indépendamment
du cytoplasme (Pauly et al., 2000) et qu’il était impliqué
dans la signalisation calcium-dépendante en réponse a
des contraintes osmotiques (Pauly ez al., 2001).

Conclusions

De nombreux facteurs contribuent a expliquer le role du
calcium dans la spécificité de réponse des plantes a un sti-
mulus. L’un des principaux objectifs des études menées
dans différents laboratoires visent maintenant a démontrer
sans ambiguité un lien entre une signature calcium donnée
et une réponse biologique adaptée. Dans ce cadre, des tra-
vaux récents montrent, chez le persil, que le signal cal-
cique induit par une protéine fongique (Pepl3 de Phy-
tophtora sojae) contrdle la synthése de phytoalexines,
composés de défense des plantes (Blume et al., 2000).
Néanmoins, seules les molécules élicitrices, comme Pep
13, capables d’induire une variation soutenue du calcium
provoquent la réponse biologique. Les signaux qui ne pro-
voquent qu’un pic calcique transitoire (choc froid par
exemple) sont sans effet (Blume et al., 2000). Paralléle-
ment, chez Arabidopsis, il a été montré que des réponses
calciques de type oscillatoire dans les cellules de garde
sont nécessaires a la fermeture des stomates (Allen ef al.,
2000). Ainsi, en reproduisant artificiellement des oscilla-
tions calciques chez le mutant det3 incapable de fermer les

stomates en réponse a un stress oxydatif ou a des varia-
tions de calcium externe, les auteurs ont pu restaurer la
réponse biologique. Ces deux exemples illustrent donc
I'importance de la forme et de la cinétique d’un signal cal-
cium dans la mise en place d’une réponse spécifique.

Il est a attendre que ’avenir apportera non seulement
des exemples supplémentaires mais surtout des données
permettant d’établir un lien entre la compartimentation
du signal calcium et la réponse biologique a un stimulus
donné.
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