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SUMMARY

In order to explain the high photosynthetic capacity exhibited by
sunflower plant, some properties of the enzyme responsible for the CO
and 0., fixation were investigated with special attention to substrate
specificity factor (SSF) and the activation state.Compared to that of
the Rubisco of different C, plants the substrate specificity factor.'was
higher for the sunflower erzyme ; this protein did not exhibit a high
affinity for CO,, but the ratio of the two activities (Ve/Vo) was about
two times as high as in barley or soybean. Measurements of total and
initial activities led to per cent activation values of about 100 7Z for
the sunflower Rubisco, and very much lower for the  enzyme of other
cultivated species (ranging from 35 to 75 % for Horse Bean, Pea, Wheat
and Soybean). Furthermore, the activation state of the sunflower Rubisco
remained high during all the diurnal period. So the carboxylase of this
plant is supposed to exhibit, in wvivo, the whole day long, the maximum
of its capacity. o ' ’ o o

INTRODUCTION

Il est maintenant bien connu que le Tournesol, végétal de type
photosynthétique C,, manifeste une -photosynthése nette élevée, de
l'ordre de 40 mg &e CO, par dm® de surface foliaire et par heure (Fock
et al., 1979). Comparativement & d'autres espéces de type C., ces
performances ont été attribuées & une faible résistance stdmatique
(Potter et Breem, 1980), & une moindre résistance du mésophylle & la
diffusion du CO, (Holmgreen et al., 1965) ou encore & une meilleure
énergisation de 2.l.'envelop}pe du chloroplaste (Poincelot et Day, 1976). De
.plus, Delaney et Walker (1978) ont montré une plus grande efficacité du
transport des électrons dans les thylacoides des.  chloroplastes de .
Tournesol ainsi qu'une vitesse plus élevée de carboxylation du ribulose
bisphosphate (RuBP). Il semble ainsi que 1l'enzyme assurant la fixation
photosynthétique du CO,, 1la Ribulose 1-5 bisphosphate carboxylase/
oxygénase (Rubisco) so:.zt directement impliquée dans 1l'expression des
performances photosynthétiques du Tournesol (Ranty et Cavalié, 1982).
Les résultats présentés dans  ce travail montrent que non seulement
certaines propriétés cinétiques de l'enzyme, dont le rapport de
_spécificité des substrats, mais aussi sa capacité d'expression in vivo,
mesurée par le degré d'activation, peuvent &tre invoquées pour expliquer
le taux d'assimilation particulidrement élevé de cette plante.

MATERIEL ET METHODES

Les différentes analyses on été effectuées & partir des feuilles -de
churm_asols cv  Mirasol o Topflor, cultivés en salle conditionnée
(gc%au?ment ¢ 300 upE.m “.s ; température jour-nuit : 26°C-20°C ;
hemerope'ariode + 14 h ; degré hygrométrique de l'air : 60 a 80 Z de 1la
saturation), sur sable - imbibé de la solution nutritive de Hoagland-Arnon
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. ou au champ (dispo(s'i‘t’if 'expérihléntél " de
V Tqulous'e-Auzeville)‘. : oo -

substrats. La mesure fﬂaﬂ

Détermination du facteur de spécificité des: ; .
oxygénase est réalisée 4£%Q

simultanée des activités RuBP carboxylase .et Er
selon une méthode radiochimiqué. décrite par Jordan. et Ogren (1981a). Le

rapport des activités s'exprime par la relation v /v SSF x [COZ]/ :
fo,1, oi v et v sont les vitesses de carboxylation e d'oxygénation du

H =

RuBP, [COZT et f0,1 1les ‘concentrations en substrats (Laing et al.,
1974). Le“ facteur “de -spécificité des substrats, obtenu selon cette
équation, est défini par l'expression : SSF = Vc.Ko/Vo.Kc oit” Vc. et Vo
sont les vitesses maximales des réactions, Ke et Ko les  constantes

d'affinité pour~1é‘002 et 1302;

Détermination de 1'état d'activation. L'activité RuBP -carboxylase est

mesurée par méthode radiochimique (Lorimer et al., 1977), aprés
activation de 1la protéine ou  immédiatement aprés extraction
(Perchorowicz et ~al., 1982).. La premidre -détermination conduit &

itactivité totale, la
d'activation est donné
1'activité totale x 100.

seconde’ & l'activité initiale. Le' degré
par le rapport de 1l'activité initiale sur

RESULTATS
1 - Caractéristiaues cinétidues et raoport de snééificité‘desfsubstrats

La mesure simultanée des activités carboxylase et oxygénase a été
effectuée pour différentes concentrations en oxygéne et en anhydride

carbonique. L'évolution du ' rapport des ' activités (v /v ) obtenu pour la
prisc0‘~purifiée & partir  des feuilles de Tournesol, ' eést représentée par
la figure 1. la valeur. du facteur de spécificité -des ~ substrats

correspond, par définition, & la pente de la dr

‘ » oite de 'régression ainsi
obtenue (coefficient de corrélation, r = 0,97). ) . o
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‘Figure 1 : Evolution du rapport des activités RuBP carboxylase et
oxygénase (v /v ). de . 1l'enzyme a différentes

de Togrnésol}"déterminé.
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Le facteur de spécificité des substrats et les caractéristiques de
1l'enzyme de diverses espéces C, sont regroupées dans le tableau 1. La
Rubisco du Tournesol se distihgue nettement de celles des 3 autres
végétaux, par la valeur du facteur de spécificité des substrats (+ 25 %)
et celle du rapport des activités maximales (2 fois plus élevée).

Tableau 1 - Valeurs des facteurs de spécificité des substrats et des
constantes cinétiques de la Rubisco purifiée & partir de quelques
plantes C,. Ke et Ko sont déduits des mesures de 1l'activité carboxyla-
se : Ke ost déterminé par la représentation de Lineweaver-Burk, Ko est
assimilé & 1la constante d'inhibition de 1'activité carboxylase par
1'oxygéne. Ve/Vo est calculé d'aprés la relation : Ve/Vo = SSF x Kc/Ko.

Espéce Ve.Xo ke . Ko [ Ve )
végétale Vo.Xc (uM) (uM) k\Vo )g
Tournesol 233 % 14 9,7 437 15,2
Soja 188 * 10 5,1 409 jz,a\
Orge 186 £ 10 4,8 475 /1,9
Melon 185 * 14 8,5 53 | 2,9

2 - Degré d'activation de la Rubisco du Tournesol

Les activités carboxylase, totale et initiale, ont été mesurées dans les
feuilles du haut du couvert de différentes plantes cultivées. Ces
déterminations ont été effectudes & plusieurs stades de développement

‘et, pour chaque espéce, dans des échantillons récoltés dans trois

parcelles représentant un niveau d'intensification culturale différent.
Le tableau 2 regroupe les valeurs moyennes du degré d'activation calculé
a4 l'issue des dosages. .

Tableau 2 - Valeurs du degré d‘activation de la Rubisco extraite des
feuilles d'espices cultivées, récoltées aprés 3 & 4 h d'éclairement.

Espéce Degré d'activation
végétale %)

Blé (cv Talent) : 50,7 ¥ 16,2
Pois (cv Frisson) 59,6 * 12,4
Féverole (cv Talo) 32,4 ¢ 6,4
Soja (ev Kingsoy) 68,2 * 12,5
Tournesol (cv Topflor) 100,0 * 12,3

Alors que la Rubisco des feuilles de Tournesol semble apte & manifester
in yvivo la totalité de ses capacités, celle des autres végétaux ne se
trouve, au moment de l'expérimentation, que partiellement activée.
L'exameq, chez le Tournesol, de 1'évolution du degré d'activation au
cours de la journée (figure 2) confirme le résultat précédent et révéle
des valeurs sensiblement constantes et voisines de 100 %, des premiéres
heures a4 la fin de 1la journde. La Rubisco du Tournesol est donc

susceptible d'exprimer, tout au long de la journée, la totalité de ses
capacités.
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Figure 2 .- Variations des activités Rubisco au cours .de la- journée et

évolution de son degré d'activation chez le Tournesol. -

DISCUSSION

Les valeurs des constantes d'affinité pour le CO, et 1'0, s'accordent
avec celles données, par exemple, par Makino —ef al. (I985), qui -
signalent pour le Tournesol un Xm (CO,) de 9,4 pM, ou par Bird et al..
(1982), pour lesquels le Km (0,) de 13 Rubisco de cette méme plante est
de 429 uM. Par ailleurs, .les “travaux: de Jordan et Ogren (1981b) ont
conduit & des rapports Ve/Vo - de 1l'ordre de 1,5 & 2,5 pour les diverses
plantes de type C, analysées ; mais le Tournesol ne semble pas avoir
fait 1'objet de telles déterminations. D'aprés ces mémes auteurs, le
rapport ‘de spécificité des substrats est pour 1'ensemble des végétaux de .
type -photosynthétique C. de l'ordre de 80 ;. les valeurs supérieures )
rapportées ‘dans .ce travail sont dues i des modifications des conditions
expérimentales (pH, température et " force ionique du milieu réactionnel)
entrainant en particulier la nécessité d'adopter, pour le calcul, une
nouvelle valeur de la constante de dissociation du bicarbonate. Les.
mesures ayant été effectudes strictement dans’ les mémes conditions, il
apparait  une autre . supériorité du rapport de’ spécificité des - substrats
dans le cas du Tournesol. D'ailleurs, Parry et al. (1987) ont récemment
indiqué une variabilité spécifique de ce méme rapport, 1l'enzyme du Blé
se montrant plus performante que celles du Mais, du Pois ou de
1'Epinard.  Ainsi, le Tournesol semble-t-il" figurer parmi les espéces C
les plus efficaces dans leur capacité ‘& fixer du C02 sur le Ribulose
bisphosphate. ) R o - : : : )

L'activité initiale de la " Rubigsco- (mesurde . in vitro, sans- activation
préalable par le CO, et le Mg ) semble mieux refléter 1l'activité in
vivo ; aussi le degré d'activation ou état d'activation apparait-il
comme une .nouvelle - caractéristique, plus physiclogique,  de 1l'enzyme. "Les
données bibliographiques ne mentionnent pas le cas du Tournesol mais des .
valeurs de 70 % pour la Soja (Mc Dermitt et al., 1983), 60 Z pour
1'Epinard et 30 & 60 7% pour le Blé (Perchorowicz et al., 1982), 60 a
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80 7% pour le Haricot (Seeman et Sharkey, 1986) ont été rapportées,
démontrant. ainsi une variabilité spécifique certaine de ce paramétre.

Lors de 1'étude des fluctuations journalidres des activités de 1la
Rubisco des feuilles de Soja, récoltées & divers stades de
développement, Servaites et al. (1984) ont observé une augmentation
progressive du degré d'activation de 6 a 10 h du matin, puis une
diminution, & partir de 16 h. Une évolution de 1'état d'activaticn en
fonction de 1'éclairement a été également remarquée par Perchorowicz et
Jensen (1983). Chez le Tournesol, les résultats illustrés par la figure
2, et confirmés par plusieurs séries d'analyses en 1986 et 1987, )
montrent que le niveau des activités est indépendant de 1'éclairement et
que l'activité initiale est pratiquement aussi élevée que 1l'activité
totale pendant toute 1la journée. Ces caractéristiques nécessitent de
plus amples investigations intégrant les connaissances récemment
acquises et concernant 1'inhibiteur nocturne de la Rubisco, le
carboxy-arabinitol-l-phosphate (Seeman et al., 1985) et 1la Rubisco
activase (Salvucci et al., 1987).

CONCLUSION

Il semble que les capacités photosynthétiques élevées du Tournesol
puissent &tre attribuées, au moins en partie, i des particularités de 1la
Rubisco ; chez cette plante en effet 1l'enzyme se distingue par son
aptitude & fixer le CO, au détriment de 1'oxygéne, et par un état
d'activation, proche de” 1l'optimum, pendant toute 1'héméropériode. Le
Tournesol constitue ainsi un matériel de choix pour 1'étude des
modalités de l'expression de l'activité de la Rubisco.
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