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Résumé — Le calcium est un second messager essentiel qui centralise les réponses
a divers signaux développementaux et environnementaux. Les signatures calciques,
spécifiques de chaque stimulus, sont pergues et décodées par divers senseurs de cal-
cium qui induisent alors les réponses appropriées. La calmoduline est le médiateur de
calcium le plus important et le mieux conservé chez les eucaryotes. D’autres senseurs
spécifiques des plantes sont codés par des familles multigéniques comme les calcineurin
B-like et les protéines kinases dépendantes du calcium. La fixation du calcium sur les
senseurs induit un changement conformationnel qui modifie alors leur interaction avec
des partenaires ou leur activité enzymatique. Les senseurs de calcium ainsi activés
régulent leurs protéines cibles qui peuvent étre impliquées dans la transduction du
signal, comme des protéines kinases ou des facteurs de transcription, ou directement
dans la protection cellulaire face aux dommages induits par les stress, comme des
transporteurs d’ions ou des enzymes de détoxification. Le calcium joue un réle impor-
tant dans la signalisation osmotique induite par le froid, la sécheresse et la salinité. La
multiplicité des senseurs de calcium végétaux associés aux diverses cibles cellulaires
constituent un réseau de signalisation finement régulé qui induit des réponses de stress
spécifiques et améliore la survie des plantes dans un environnement défavorable.

Mots clés : Calcium / calmoduline / protéines calcineurin B-like |/ protéines kinases Ca’"-
dépendantes / contraintes osmotiques

Abstract — Plant calcium sensors in osmotic signaling.

Calcium is an essential second messenger that mediates plant responses to develop-
mental and environmental clues. Specific calcium signatures are sensed and decoded
by diverse Ca?t sensors to induce appropriate downstream responses. Calmodulin
is the most important and conserved Ca®T transducer in all eukaryotes. Additional
plant-specific sensors are encoded by multigene families, i.e. calcineurin B-like and
Ca?T-dependent protein kinases. Calcium binding induces structural conformational
changes in Ca?T sensors, resulting in the modification of protein interaction or en-
zymatic activity. Activated Ca?T sensors subsequently regulate downstream targets
which can be involved in signal transduction, like protein kinases and transcription
factors, or in direct cell protection from stress damages, like ion transporters or detox-
ification enzymes. Ca®T plays an important role in osmotic signaling triggered by cold,
drought and salinity. The multiplicity of plant calcium sensors associated with diverse
cellular targets constitute a tightly regulated signaling network that induces specific
stress responses to improve plant survival under unfavourable conditions.

Key words: Calcium / calmodulin / calcineurin B-like proteins / Ca®*-dependent protein kinases /
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Introduction

Le calcium représente le second messager majeur des
voies de transduction chez les plantes et les animaux
(Hepler, 2005). Il est maintenu en faible concentra-
tion dans le cytosol par des mécanismes d’extrusion
et de séquestration dans les organelles (McAinsh &
Pittman, 2009). Cette compartimentation du calcium
et sa faible diffusion permettent la formation de si-
gnaux calciques capables d’induire des réponses cel-
lulaires, telles que la modification d’activités enzyma-
tiques ou la régulation d’expression de genes (McAinsh
& Pittman, 2009). Chez les plantes, des augmenta-
tions rapides et transitoires de la concentration en
calcium cytosolique [Ca®*].,; ont été observées en
réponse a de multiples stimuli développementaux et
environnementaux (White & Broadley, 2003). Ces si-
gnaux calciques varient en amplitude, en fréquence,
ainsi que par la localisation et ’origine du calcium, et
constituent ainsi des signatures spécifiques de chaque
stimulus. Ils sont générés par différents systeémes de
transport qui sont présents sur la majorité des mem-
branes végétales (McAinsh & Pittman, 2009). L’in-
flux de calcium dans le cytosol s’effectue selon le
gradient électrochimique wvia des canaux régulés par
le potentiel membranaire ou la fixation de ligands
comme l'inositol triphosphate (IP3). L'efflux de cal-
cium hors du cytosol permet de moduler la forme
du signal calcique, de renflouer les compartiments
de stockage et de retourner au niveau de base. Il
est assuré par des pompes a calcium de type ECA
(Endoplasmic recitulum-type Ca*t-ATPases) et ACA
(Auto-inhibited Ca**-ATPases), et par des transpor-
teurs tels que les échangeurs Ht /Ca?t CAX (CAlcium
eXchanger).

Les signaux calciques doivent étre décodés par des
protéines senseurs capables de reconnaitre les modu-
lations du calcium et de les traduire en réponse bio-
chimique. Chez les plantes, ces senseurs se regroupent
en trois familles majeures (White & Broadley, 2003 ;
Reddy & Reddy, 2004) : la calmoduline (CaM), les
protéines calcineurin B-like (CBLs) et les protéines
kinases dépendantes du calcium (CDPKs ou CPKs).
Ces senseurs different par leur affinité pour le calcium,
leur expression, leur localisation et leurs substrats, ce
qui contribue & la spécificité de la signalisation cal-
cique.

Le calcium joue un role important dans la signali-
sation osmotique qui est induite par la forte salinité, la
sécheresse et le froid. Ces contraintes osmotiques, qui
entrainent une réduction de la turgescence et une perte
d’eau, représentent les facteurs environnementaux af-
fectant le plus la production des plantes cultivées.
La phytohormone acide abscissique (ABA), produite
lors des contraintes osmotiques, régule une partie des
réponses cellulaires comme la fermeture des stomates,

ou lexpression de certains genes. Cette revue présente
les connaissances actuelles sur les senseurs de calcium
végétaux dans la signalisation osmotique.

1 Caractérisation des senseurs de calcium
végétaux

Les senseurs de calcium se classent en deux catégories :
(i) les senseurs relais, comme la calmoduline et
les CBLs qui ne possedent aucune activité enzyma-
tique propre et doivent transmettre le changement de
conformation induit par le calcium a des protéines
cibles, (ii) les senseurs répondeurs comme les CDPKs,
dont 'activité enzymatique est directement modulée
par la liaison au calcium. Ces trois types de senseurs
constituent des familles multigéniques chez les plantes
(figure 1). Ils sont caractérisés par la présence de mo-
tifs hélice-boucle-hélice appelés EF-hand qui lient le
calcium.

1.1 La calmoduline et les protéines calmodulin-like

La calmoduline est une petite protéine de 149 acides
aminés composée de 2 paires de motifs EF-hand
(Yang & Poovaiah, 2003). Elle présente une tres forte
sélectivité pour le calcium, avec un K4 compris entre
1076 et 10~7 M. La liaison du calcium fait passer la
calmoduline d’une structure globulaire fermée a une
conformation ouverte, exposant deux surfaces hydro-
phobes capables d’interagir avec des protéines (Yang
& Poovaiah, 2003). L’interaction entraine lactiva-
tion ou linhibition de la protéine cible (Lee et al.,
2000; Choi et al., 2005b; Yoo et al., 2005). Une par-
ticularité essentielle de la CaM réside dans sa ca-
pacité a réguler un large spectre de protéines im-
pliquées dans des processus cellulaires variés tels que
le métabolisme, le transport d’ions, I'organisation du
cytosquelette et la régulation d’expression de genes
(Reddy & Reddy, 2004; Bouché et al., 2005). La
calmoduline est une des protéines eucaryotiques les
plus conservées au cours de l’évolution. Alors que
trois genes CaM codent une méme protéine chez les
mammiferes, le génome d’Arabidopsis contient sept
genes CaM codant quatre isoformes qui ne varient
que d’'un a quatre acides aminés. Les genes CalM
semblent donc soumis & une tres forte sélection pour
maintenir la séquence primaire. Cette redondance
génétique unique pourrait s’expliquer par le besoin
d’une grande quantité de protéines simultanément,
probablement da a la multitude de protéines cibles des
CaMs (Reddy & Reddy, 2004; Bouché et al., 2005;
McCormack et al., 2005). Parallelement, les CaMs
peuvent aussi présenter des spécificités fonctionnelles,
dues a des différences d’expression, de localisation



Les senseurs de calcium dans la signalisation osmotique chez les plantes 23

PLANTES
EF-hands
CaM
7 génes 29 9%
(4 isoformes) I/‘|A.4I4|
+ 50 CML
EF-hands
CBL
iaas W/ A/
d i d . domaine
omainé - domaine 4 to.inhibiteur
N-terminal  kinase
CIPK l 77 [ |
25 genes - e
liaison CBL
domaine domaine EF-hands
N-terminal kinase
CDPK [ 77 I
34 génes .
(monoméres) domaine domaine
auto-inhibiteur ~ CaM-like

MAMMIFERES
EF-hands
CaM
Y 7Y 3 génes
Vimn Slgies
EF-hands
7 CNB
W77 e
d ; domaine
phoc;?r?g‘:sse auto-inhibiteur

| =102 vl

liaison liaison
CNB CaM
domaine domaine
N-fe/r/rm[nal kinase ]‘J, | CaMKIl
3 génes
domaine  |iaison (multiméres)

auto-inhibiteur cam

Fig. 1. Structure des principaux senseurs de calcium chez les plantes : spécificités et similarités avec leurs équivalents
animaux. Les senseurs végétaux sont codés par des familles multigéniques comportant jusqu’a 34 membres chez Ara-
bidopsis, alors que les familles équivalentes chez les mammiféeres ne contiennent au maximum que 3 genes. Les CaMs
et CBLs sont des senseurs relais qui lient le calcium sur les motifs EF-hand. Les CaMs animales et végétales régulent
alors une multitude de protéines impliquées dans divers processus cellulaires. En revanche, les CBLs, spécifiques des
plantes, activent principalement les protéines kinases CIPKs en interagissant avec le domaine FISL/NAF (liaison CBL)
pour lever I'auto-inhibition. Chez les mammiferes, la sous-unité régulatrice CNB active la sous-unité catalytique CNA
de la calcineurine, une protéine phosphatase qui requiert également la liaison de la CaM pour son activité. Les CDPKs
végétales sont des senseurs répondeurs directement activés par la liaison du calcium sur les motifs EF-hand. A I'inverse,
les CaMKII animales sont activées par fixation de la CaM sur un motif chevauchant avec le domaine auto-inhibiteur.

et de protéines cibles (Yang & Poovaiah, 2003). De
facon surprenante et contrairement aux mammiferes,
le génome d’Arabidopsis contient également 50 genes
CaM-like (CML) qui possedent des séquences plus di-
vergentes et parfois des domaines fonctionnels addi-
tionnels (McCormack et al., 2005). Cette diversité de
CaMs et CMLs chez les végétaux offre un plus large
spectre de protéines cibles, ainsi qu'une régulation
plus fine. En effet, les protéines cibles sont modulées de
facon différentielle par les CaMs et CMLs, les cibles
étant spécifiques ou communes & plusieurs isoformes
(Lee et al., 2000; Yoo et al., 2005; Popescu et al.,
2007). Dans ce dernier cas, les CaMs et CMLs peuvent
entrer en compétition pour la liaison a la protéine cible
qu’elles régulent avec des efficacités variables. Ainsi,
la régulation des protéines cibles dépend aussi de la
quantité de chaque isoforme. Différentes sensibilités au
calcium ont été décrites en fonction des CaMs et des
protéines cibles, ajoutant un niveau supplémentaire de
régulation (Lee et al., 2000).

Les CaMs sont majoritairement cytosoliques mais
elles ont également été observées dans le noyau, le
peroxisome et la matrice extracellulaire (Yang &
Poovaiah, 2003). L’état de prénylation de certaines
CaMs controle leur adressage a la membrane plas-

mique ou au noyau (Yang & Poovaiah, 2003). Les
CaMs et surtout les CMLs sont régulées au niveau
transcriptionnel selon le stade de développement, le
tissu et le type cellulaire, et certaines sont induites
par des contraintes osmotiques comme le froid et la
salinité (Yang & Poovaiah, 2003 ; McCormack et al.,
2005).

1.2 Les protéines calcineurin B-like (CBLs)
et leurs kinases-cibles

Comme la calmoduline, les CBLs sont des petites
protéines composées de deux domaines globulaires
formés chacun de deux motifs EF-hand (figure 1). Ces
motifs présentent des degrés variables de conserva-
tion avec les séquences canoniques de CaMs, suggérant
des différences d’affinité pour le calcium (Batistic &
Kudla, 2004). L’analyse de la structure cristalline a
révélé que CBL2 fixe deux atomes de calcium tan-
dis que CBL4/SOS3 (Salt Overly Sensitive 3) en
fixe quatre (Batistic & Kudla, 2004 ; Sanchez-Barrena
et al., 2005). La liaison du calcium entraine un change-
ment conformationnel qui permet aux CBLs de former
des interactions hydrophobes avec des protéines cibles
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(Sanchez-Barrena et al., 2005). Bien que spécifiques
des plantes, les CBLs partagent une similarité de
séquence avec la sous-unité régulatrice CNB (Calci-
Neurin B), qui, associée & la sous-unité catalytique
CNA (CalciNeurin A), constitue une protéine phos-
phatase tres conservée des mammiferes a la levure,
chez laquelle elle est impliquée dans la tolérance au
stress salin (Cyert, 2003 ; Luan, 2009). La capacité des
CNAs a interagir avec les CBLs (Kudla et al., 1999)
et a induire une tolérance au stress salin chez le tabac
(Pardo et al., 1998) suggere que les CBLs pourraient
également réguler des protéines phosphatases chez les
plantes. Pourtant, aucun homologue de CNA n’a été
identifié chez les plantes et des protéines kinases d’une
famille spécifique des plantes ont été révélées comme
partenaires majeurs des CBLs par un criblage double-
hybride (Gong et al., 2004 ; Luan, 2009).

Les CBL-interacting protein kinases (CIPKs) ou
S0S2-like protein kinases (PKS) constituent le sous-
groupe 3 de la famille Sucrose nonfermenting Related
protein Kinase (SnRK3) (Harper et al., 2004). Le mo-
tif FISL/NAF présent dans la région C-terminale est
suffisant pour la liaison avec les CBLs, tandis que la
partie N-terminale contribue a la spécificité d’inter-
action (Batistic & Kudla, 2004; Gong et al., 2004).
Les familles CIPK et CBL d’Arabidopsis contiennent
25 et 10 membres, respectivement (Batistic & Kudla,
2004). Des expériences in vitro et de double-hybride
ont révélé que les CBLs pouvaient interagir avec une
ou plusieurs CIPKs et réciproquement, avec des inten-
sités variables (Batistic & Kudla, 2004 ; Gong et al.,
2004). Un tel réseau d’interactions entre les deux fa-
milles reflete probablement a la fois une spécificité
et une redondance fonctionnelle in wvivo. La liai-
son CBL-CIPK entraine l'activation de la kinase de
fagon calcium-dépendante (Gong et al., 2004; Quan
et al., 2007) et peut réguler sa localisation subcellu-
laire (Luan, 2009). En effet, certaines CBLs, comme
SOS3, CBL1 et CBLY, sont associées aux membranes
par myristoylation et induisent la relocalisation des
CIPKs vers la membrane plasmique ou se situent
leurs substrats (D’Angelo et al., 2006; Xu et al.,
2006; Cheong et al., 2007; Kim et al, 2007). De
plus, la fixation du calcium induit la dimérisation de
SOS3, ce qui pourrait renforcer ’association membra-
naire (Sanchez-Barrena et al., 2005). Les deux familles
sont également régulées au niveau transcriptionnel,
avec l'induction par divers stress abiotiques comme
le froid, la sécheresse, la salinité et 'ABA (Batistic &
Kudla, 2004).

1.3 Les protéines kinases dépendantes du calcium
Les CDPKs constituent une famille de protéines

kinases spécifiques des plantes, qui sont liées aux
CaMKII (calmodulin kinase II) animales sur le plan

phylogénétique (figure 1) (Cheng et al., 2002). Ce-
pendant, alors que les CaMKII sont des protéines
multimériques activées par le complexe Ca?*/CaM,
les CDPKs sont des monomeres capables de fixer di-
rectement le calcium (Cheng et al, 2002; Franklin
et al., 2006). Cette particularité structurale des
CDPKs leur confere une fonctionnalité indépendante
de tout senseur exogene, a I'inverse d’autres protéines
kinases végétales comme les CIPKs. Les CDPKs
sont composées d’'un domaine variable N-terminal et
d’un domaine kinase relié a une région régulatrice
CaM-like (CaM-LD) par un domaine de jonction auto-
inhibiteur. Le modele d’activation propose une levée
de l'auto-inhibition par le changement conformation-
nel induit lors de la fixation du calcium sur le do-
maine CaM-LD (Harper et al., 2004). Cohérent avec
un réle de senseur de calcium, le K; des CDPKs
pour le calcium est de l'ordre de 107 M. De plus,
la sensibilité au calcium varie en fonction des CDPKs
et de leurs substrats, suggérant une capacité a re-
connaitre des signatures calciques différentes (Harper
et al., 2004). Parallelement au calcium, d’autres pro-
cessus sont capables de moduler I'activité des CDPKs.
Un effet positif ou négatif de 'autophosphorylation a
été observé in vitro sur lactivité des CDPKs (Cheng
et al., 2002 ; Klimecka & Muszynska, 2007), ce qui peut
s’expliquer par la présence de sites d’autophosphory-
lation dans différents domaines de la kinase (région
N-terminale, domaine kinase et partie régulatrice
CaM-LD) (Hegeman et al., 2006). Ces autophospho-
rylations pourraient donc affecter la localisation, ’ac-
tivité kinase, la liaison au calcium et 'interaction avec
d’autres protéines, comme les protéines 14-3-3 qui
stimulent Pactivité d’AtCPK1 (Harper et al., 2004;
Klimecka & Muszynska, 2007). A Iinverse, les
CaMKII animales s’autophosphorylent sur le domaine
de jonction, rendant leur activité indépendante du
calcium (Franklin et al., 2006). Une telle différence
suggere que la présence du calcium est nécessaire
tout au long de I'activité CDPK. Les phospholipides
peuvent aussi moduler l'activité CDPK (Klimecka
& Muszynska, 2007). Certains d’entre eux, comme
I’acide phosphatidique, ont un réle de messager
secondaire qui pourrait s’exercer notamment par
la régulation des CDPKs. Les phospholipides sont
également des éléments structuraux des membranes
qui pourraient stimuler I'activité de certaines CDPKs
qui sont plus actives lorsqu’elles sont liées aux mem-
branes (Li et al., 1998). Les CDPKs ont été localisées
dans différents compartiments cellulaires, comme le
cytosol, le noyau, le chloroplaste, le peroxisome, le
réticulum endoplasmique et la membrane plasmique
(Harper et al., 2004). La myristoylation de certaines
CDPKs est responsable de leur association membra-
naire, qui peut étre maintenue par palmitoylation
(Martin & Busconi, 2000) ou par la présence d’un
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Fig. 2. Role des senseurs de calcium végétaux dans la régulation transcriptionnelle en réponse aux contraintes osmotiques.
Les senseurs de calcium végétaux régulent I'expression de genes de réponse aux stress, en conduisant a une induction
ou une répression. Dans certains cas, des facteurs de transcription ont été identifiés comme substrats des senseurs de

calcium (fleches pleines) ;

dans d’autres cas, le role de l'interaction avec le senseur de calcium reste & définir (fleches

en pointillés). Bien que certains complexes CBLs-CIPKs aient été caractérisés dans la régulation transcriptionnelle, la
fonction d’un seul partenaire du complexe a été déterminée dans la majorité des cas.

domaine polybasique (Chehab et al., 2004). De plus,
des modifications de la localisation des CDPKs ont
été observées en réponse aux contraintes osmotiques
(Patharkar & Cushman, 2000; Chehab et al., 2004;
Raichaudhuri et al., 2006). Enfin, 'expression des
CDPKs est également régulée en réponse a de nom-
breux stimuli, notamment des contraintes osmotiques
comme le froid, la salinité, la sécheresse et PABA
(Cheng et al., 2002 ; Klimecka & Muszynska, 2007).

2 Roles des senseurs de calcium
dans les réponses osmotiques

Les senseurs de calcium ont pour cibles deux types de
protéines : des protéines de transduction impliquées
dans la régulation des voies de signalisation comme
des protéines kinases, phosphatases ou des facteurs de
transcription, et des protéines effectrices des réponses
cellulaires comme des transporteurs ou des enzymes
métaboliques.

2.1 Régulation de la transcription et signalisation

2.1.1 Les facteurs de transcription comme cibles
des senseurs de calcium

Les trois familles de senseurs de calcium sont im-
pliquées dans la régulation transcriptionnelle en
réponse aux contraintes osmotiques et certains fac-
teurs de transcription ont été identifiés parmi leurs

cibles (figure 2). PKS3/CIPK15, dont lactivité est
bloquée par 'ABA, inhibe I'expression de genes de
réponses a ’ABA en activant le répresseur transcrip-
tionnel AtERF7 (Arabidopsis thaliana Ethylene Res-
ponse Factor 7) (Guo et al., 2002; Song et al., 2005).
A I'inverse, plusieurs CDPKs d’Arabidopsis (CPK4,
11 et 32), dont lactivité est stimulée par 'ABA,
sont capables d’activer par phosphorylation les fac-
teurs ABF1 et ABF4 (ABA-responsive element Bin-
ding Factor), conduisant a l'induction de leurs genes
cibles (Choi et al., 2005a; Zhu et al., 2007). Chez
le soja, GmCaM4 augmente la capacité de liaison a
I’ADN du facteur de transcription MYB2, et la sur-
expression de GmCaM4 chez Arabidopsis confere une
tolérance au stress salin, parallelement & une induction
des genes cibles de MYB2 (Yoo et al., 2005). En parti-
culier, I'induction du géne de biosynthese de la proline
P5CS est corrélée a 'accumulation de proline. Ainsi,
GmCaM4 jouerait un role positif dans la tolérance a la
salinité en régulant ’expression de genes et en contri-
buant a I’ajustement osmotique (Yoo et al., 2005).
La salinité et la sécheresse entrainent une relocalisa-
tion de McCDPK1 de la membrane plasmique vers
le noyau, ou se situe son substrat putatif, le facteur
de transcription CSP1 (CDPK Substrate Protein 1)
(Patharkar & Cushman, 2000; Chehab et al., 2004).
McCDPKI1 pourrait donc réguler 'expression de genes
via CSP1 qui lie les promoteurs de genes de réponse
aux stress (Patharkar & Cushman, 2000). Les facteurs
de transcription CAMTA /AtSR (CAlModulin binding
Transcription Activator/Arabidopsis thaliana Stress-
Responsive) sont des protéines nucléaires capables de
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lier la CaM (Yang & Poovaiah, 2003 ; Bouché et al.,
2005). Chez Arabidopsis, CAMTA3 est un régulateur
positif de I'expression de CBF1, CBF2 et ZAT12, et
contribue a l'acclimatation au froid et a la tolérance
au gel (Doherty et al., 2009).

2.1.2 Régulation transcriptionnelle via des mécanismes
inconnus

Des approches génétiques ont révélé des profils d’ex-
pression de genes altérés dans des mutants ou sur-
expresseurs de senseurs de calcium sans que les
mécanismes moléculaires aient été identifiés (figure 2).
C’est le cas de CBL1 dont I’étude indique un role
positif en réponse a la sécheresse et a la salinité,
mais négatif en réponse au froid (Albrecht et al.,
2003; Cheong et al., 2003). Alors que CBLI inter-
agit avec CIPK1 in wivo, le mutant cipk! n’est af-
fecté que dans ses réponses a I’hyperosmolarité, in-
diquant que le complexe CBL1-CIPK1 ne fonctionne
que dans la signalisation osmotique (D’Angelo et al.,
2006). Les partenaires de CBL1 en réponse au froid et
a la salinité restent a identifier. Tandis que CBL1 est
impliqué dans une voie ABA-indépendante, son plus
proche homologue CBL9 est un régulateur négatif de
la signalisation ABA et de la synthese de 'hormone
(Pandey et al., 2004). De plus, les mutants cbl9 et
cipkl présentent une méme hypersensibilité & 'ABA,
notamment pour l'induction de genes (Pandey et al.,
2004 ; D’Angelo et al., 2006). Puisque CBL1 et CBL9
interagissent in wvivo avec CIPKI, la formation de
complexes alternatifs a été proposée pour expliquer
I'implication de CIPK1 dans des voies de signalisa-
tion ABA-dépendantes et -indépendantes (D’Angelo
et al., 2006). Cependant, l'effet de ces deux complexes
sur l'expression des genes est probablement indirect
puisque linteraction des CBLs avec CIPK1 entraine
son adressage a la membrane plasmique (D’Angelo
et al., 2006). L’analyse de mutants perte-de-fonction
indique que CIPK3 est nécessaire durant la phase
précoce d’induction de genes en réponse au froid et
a la salinité tandis que la kinase joue un role positif
pour le maintien de I'induction en réponse & '’ABA
(Kim et al., 2003). Une étude récente a montré que
CBL9 est le régulateur de CIPK3 dans la signalisa-
tion ABA (Pandey et al., 2008).

La surexpression de CaM3 inhibe 'induction par
le froid des génes RD29A et KIN1/2, suggérant un
role négatif de CaM3 dans la signalisation « froid »
(Townley & Knight, 2002). Parmi plusieurs protéines
kinases d’Arabidopsis exprimées transitoirement en
protoplastes de mais, seules CPK10 et CPK30 sont
capables d’activer le promoteur du gene d’orge HVA 1
inductible par 'ABA, le froid et la salinité (Sheen,
1996), suggérant une conservation des voies de si-
gnalisation de stress impliquant les CDPKs chez les

mono- et dicotylédones. De fagon cohérente, la surex-
pression de OsCDPKT7 confere une tolérance accrue a
la sécheresse et a la salinité, corrélée a une augmen-
tation de I'expression de genes de stress tandis que la
diminution d’expression par co-suppression induit le
phénotype opposé (Saijo et al., 2000).

Les senseurs de calcium peuvent également mo-
duler 'expression de genes indirectement, en régulant
les voies de transduction. La CaM recrute la diacyl-
glycérol kinase (DGK) de tomate & la membrane ot se
situe son substrat pour produire de I’acide phospha-
tidique (Snedden & Blumwald, 2000). La CaM peut
aussi induire indirectement la production d’HoO5 en
activant la NAD kinase (Harding et al., 1997). Comme
I’acide phosphatidique et I’'HoO2 sont des messagers
secondaires essentiels de la signalisation osmotique
(Boudsocq & Lauriere, 2005), la CaM pourrait jouer
un roéle positif dans les réponses au stress en induisant
la synthese de ces deux régulateurs.

2.2 Régulation du transport d’eau et d’ions
2.2.1 Role dans la tolérance au stress salin

La voie SOS (Salt Overly Sensitive) est 'une des voies
de signalisation les plus étudiées en réponse a la sali-
nité. Elle comprend la protéine kinase SOS2/CIPK24,
son régulateur SOS3 et leur protéine cible SOSI,
un antiport Nat/HT (figure 3) (Batistic & Kudla,
2004; Gong et al., 2004). L’étude moléculaire et
phénotypique de ces trois genes a démontré leur
participation dans une méme voie de signalisation
spécifiquement impliquée dans ’homéostasie ionique
en réponse a un stress salin (Gong et al., 2004). Le
modele propose que la protéine SOS2, maintenue in-
active par une interaction intramoléculaire, est activée
par SOS3, qui entraine alors la kinase a la membrane
plasmique ou se situe SOS1 (Gong et al., 2004). Le
complexe SOS2-SOS3 active SOS1 par phosphoryla-
tion, qui induit alors I'extrusion des ions Na™ (Gong
et al., 2004). La protéine CBL10, qui est partiellement
localisée a la membrane plasmique, est également ca-
pable d’activer SOS2 et sa cible SOS1 pour induire la
tolérance au stress salin chez la levure (Quan et al.,
2007). Cette redondance fonctionnelle est confirmée
in planta par la capacité de CBL10 a complémenter
en partie le phénotype d’hypersensibilité racinaire de
s0s8 sur milieu salin (Quan et al., 2007). Les profils
d’expression et I’analyse phénotypique des mutants a
révélé que CBL10 fonctionne principalement dans les
parties aériennes tandis que SOS3 agit surtout dans
la racine (Quan et al., 2007). Par ailleurs, CBL10
est majoritairement localisé au tonoplaste ou il inter-
agit également avec SOS2, et le mutant cbl10 sous-
accumule les ions sodium en réponse au stress salin
(Kim et al., 2007). Ces résultats suggerent qu’en plus
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Fig. 3. Représentation schématique de la voie SOS. Le senseur SOS3/CBL4, ayant percu 'influx de calcium induit par
la salinité, active SOS2/CIPK24 et adresse a la membrane plasmique. Le complexe SOS2-SOS3, qui fonctionne surtout
dans la racine, active alors 'antiport Na®™ /H* SOS1 pour promouvoir I’extrusion des ions Na™. Le complexe SOS2-SOS3
induit également ’expression de SOS1. Par ailleurs, CBL10 est capable de jouer le méme réle que SOS3, majoritairement
dans les parties aériennes, ou il permet aussi ’adressage de SOS2 au tonoplaste pour permettre la séquestration des ions

Na™ dans la vacuole.

de réguler SOS1, le complexe SOS2-CBL10 pourrait
réguler un transporteur de sodium vacuolaire impliqué
dans la séquestration des ions Na™, comme AtNHX1
dont l'activation par SOS2 est indépendante de SOS3
(figure 3) (Qiu et al., 2004). De fagon cohérente, SOS3
n’est pas exprimé dans les parties aériennes et il
est incapable de complémenter le mutant ¢bl10 pour
son hypersensibilité au stress salin dans les parties
aériennes (Quan et al., 2007). Ainsi, en plus de la
redondance partielle entre CBL10 et SOS3, ces deux
CBLs présentent aussi des spécificités fonctionnelles
(figure 3).

Le maintien de ’absorption du potassium en condi-
tion saline est également essentiel pour la tolérance au
stress salin. Le mutant cpk28 possede une résistance
accrue a la salinité corrélée a un contenu plus élevé
en potassium, suggérant que CPK23 pourrait étre un
régulateur négatif de canaux potassiques (Ma & Wu,
2007).

2.2.2 ROoles des senseurs de calcium
dans les mouvements stomatiques et la sécheresse

Le transport d’ions joue un role clé dans la régulation
des mouvements stomatiques, qui est notamment
controlée par ’ABA. Les protéines CBL1 et CBL9
agissent de facon synergique pour activer CIPK23 et
inhiber la fermeture des stomates induite par TABA,
car seul le double mutant cbl1cbl9 présente le méme
phénotype stomatique que cipk23 (Cheong et al.,
2007). Par ailleurs, il a été montré que les com-
plexes CBL1/9-CIPK23 phosphorylent et activent le

canal potassique AKT1 de facon Ca?t-dépendante
(Xu et al, 2006), suggérant que CBL1/9-CIPK23
pourrait empécher la fermeture des stomates en stimu-
lant I'accumulation de potassium dans les cellules de
garde (figure 4). La régulation d’AKT1 est probable-
ment plus complexe puisque les différentes isoformes
CIPKS6, 16, 23 et CBLI1, 2, 3, 9 sont capables de for-
mer des complexes fonctionnels pour activer AKT1
(Lee et al., 2007). Chez la feve, une CDPK phospho-
ryle le canal potassique KAT1 in vitro (Li et al., 1998),
ce qui entraine I'inhibition du canal et contribue ainsi
a la fermeture des stomates (Berkowitz et al., 2000).
En réponse a PABA, le double mutant d’Arabidopsis
cpk3cpk6 présente une réduction de la fermeture des
stomates, parallelement a une diminution de 'activa-
tion de canaux anioniques de type lent et de canaux
calciques (Mori et al., 2006). Ces résultats suggerent
un roéle positif de ces deux CDPKs dans la ferme-
ture des stomates en régulant non seulement la tur-
gescence des cellules de garde mais aussi les signaux
calciques (figure 4). A Dinverse, CPK1 active un ca-
nal chlore du tonoplaste, conduisant a I’accumulation
d’ions Cl~ dans la vacuole et a 'ouverture des sto-
mates (Pei et al., 1996).

Parallelement a la fermeture des stomates, la perte
en eau peut également étre limitée en régulant 'acti-
vité des aquaporines, les canaux a eau. L’aquaporine
d’épinard PM28A /SoPIP2;1 est phosphorylée par une
CDPK, ce qui stimule son activité de transport d’eau
(Cheng et al., 2002). PM28A étant localisée a la mem-
brane plasmique, la diminution de phosphorylation en
réponse a une déshydratation permet de réduire les
pertes en eau (Johansson et al., 1996).
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Fig. 4. Role des senseurs de calcium végétaux dans la régulation des mouvements du stomate. Les CDPKs favorisent
a la fois 'ouverture et la fermeture des stomates, en activant un canal chlore vacuolaire d’une part, ou en modulant
lactivité de canaux calciques, anioniques et potassiques (KAT1), d’autre part. Les complexes CBL-CIPK présentent une
redondance fonctionnelle dans ’activation du canal potassique AKT1 qui pourrait étre impliqué dans l’ouverture des

stomates.

2.2.3 Rétrocontrdle des signaux calciques
par les senseurs de calcium

Les senseurs de calcium peuvent aussi stimuler ou
inhiber l'activité de canaux calciques, réalisant ainsi
une amplification du signal ou un rétrocontrole négatif
pour induire le retour au niveau basal une fois la cas-
cade de signalisation activée. Une modulation fine des
canaux calciques peut également contribuer a la for-
mation du signal calcique pour assurer la spécificité
de réponse. Ainsi, ’ATPase a calcium d’Arabidopsis
ACA2 est régulée de fagon antagoniste par la calmo-
duline et les CDPKs, la phosphorylation par CPK1 in-
hibant la stimulation induite par CaM (Hwang et al.,
2000). Le mutant de levure K616 déficient en pompe
4 Ca?* produit un signal calcique altéré en milieu sa-
lin, qui est lié a une hypersensibilité. Il a été montré
que la surexpression d’ACA2, qui est localisée dans
le réticulum endoplasmique, conférait a K616 une
tolérance a la salinité, corrélée a une augmentation de
[Ca®*].,: similaire & la souche sauvage, démontrant
ainsi le role ’ACA2 dans la formation du signal cal-
cique en réponse a un stress salin (Anil et al., 2008).
De méme, la pompe vacuolaire ACA4, dont I'auto-
inhibition est levée par la liaison a la CaM, confere
une osmo-protection et une tolérance a la salinité chez
le mutant de levure K616 (Geisler et al., 2000).

2.3 Régulation d’enzymes métaboliques

Les contraintes osmotiques induisent un stress oxy-
datif avec l'accumulation de dérivés toxiques de

loxygene (ROS) dont la détoxification fait interve-
nir la signalisation calcique. Chez le tabac, 'acti-
vité de la catalase qui détoxifie 'HoOo est stimulée
par la liaison a la CaM, une régulation qui ap-
parait spécifique des plantes (Yang & Poovaiah, 2003).
Le glutathion joue aussi un role essentiel dans la
détoxification des ROS. La phosphorylation par une
CDPK de GmSERAT (sérine acétyltransférase 2;1 de
soja) leve le rétrocontrole inhibiteur de cette enzyme
impliquée dans la biosynthese de la cystéine (Liu et al.,
2006). Comme cette phosphorylation est induite par
un stress oxydatif in vivo, la CDPK pourrait jouer
un roéle positif dans la détoxification en fournissant de
la cystéine pour la production de glutathion. La voie
glyoxalase détoxifie le méthylglyoxal, sous-produit du
métabolisme carboné et lipidique, en libérant du glu-
tathion réduit. L’activation de la glyoxalase I par
un stress salin pourrait donc permettre de recycler
le glutathion, parallelement & la détoxification du
méthylglyoxal. L’activité de la glyoxalase I est sti-
mulée par la calmoduline (Deswal & Sopory, 1999)
et sa surexpression confere une résistance a la sali-
nité chez le tabac (Reddy & Reddy, 2004). Ainsi, le
niveau de glutathion, qui joue un role clé dans la
détoxification des ROS, est soumis a une régulation
fine a la fois par la calmoduline et les CDPKs. Le
GABA (acide vy-aminobutyrique) est un métabolite
dont I'accumulation en réponse aux contraintes envi-
ronnementales pourrait participer a la détoxification
des ROS. L’enzyme de biosynthese du GABA, la glu-
tamate décarboxylase GAD, est activée par les CaM
de soja SCaM1 et SCaM4 in vitro (Lee et al., 2000) et
la surexpression d’'une CaM bovine confere au tabac
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une résistance au stress salin, liée a un taux plus élevé
de GABA (Olsson et al., 2004). Ces résultats suggerent
que la CaM active la GAD in vivo pour induire la
tolérance aux contraintes osmotiques.

Conclusion

Le calcium est reconnu comme un second messager
essentiel chez les plantes, qui integre les réponses
a divers stimuli développementaux et environnemen-
taux. La spécificité de la signalisation calcique réside
dans la combinaison de différentes signatures cal-
ciques avec la diversité des senseurs de calcium qui
différent par leur expression, leur localisation sub-
cellulaire, leur sensibilité au calcium et leurs mul-
tiples protéines cibles. La complexité de la signalisa-
tion calcique s’illustre également par les interactions
entre les différentes voies Ca?t-dépendantes, mais
aussi avec des voies Ca’t-indépendantes. En effet,
certaines CDPKs et CIPKs pourraient étre régulées
par la calmoduline (Popescu et al., 2007), tandis
que des CDPKs et CaMs partagent des cibles com-
munes, comme les facteurs ABF ou la pompe ACA2,
conduisant a des régulations tres fines (Hwang et al.,
2000; Choi et al., 2005a; Popescu et al., 2007; Zhu
et al., 2007). Deux familles de protéines kinases
indépendantes du calcium, les MAPKs (Mitogen-
Activated Protein Kinases) et SnRK2s, représentent
des éléments majeurs de la signalisation osmotique
(Boudsocq & Lauriere, 2005) qui interagissent aussi
avec les voies Ca?t-dépendantes. Les facteurs ABF,
cibles des CDPKs et CaMs, sont également régulés par
les SnRK2s (Furihata et al., 2006), et la MAPK phos-
phatase NtMKP1 pourrait étre régulée par la CaM
(Yamakawa et al., 2004). Bien que de nombreuses
questions restent a explorer sur les protéines cibles
et les mécanismes moléculaires régissant la signalisa-
tion calcique, il est clair que le calcium et ses senseurs
constituent des éléments clés de la signalisation osmo-
tique pour permettre la survie des plantes en condi-
tions défavorables.
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