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RESUME
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L’étude des réactions de carboxylations photosynthétiques chez les mais « WH X WJ » et « INRA 508 »
montre qu'une baisse de l'activité photosynthétique chez le mais « WH x WJ », par rapport au mais
« INRA 508 », s’accompagne de déviations métaboliques au scin des premieres réactions qui assurent le
transfert du carbone du CO, atmosphérique vers les composés du cycle de CALVIN-BENSON, vig les acides
malique et aspartique. Le méme comportement métabolique en relation avec la photosynthése avait déja été
observé antéricurement chez le mais « W64A » mutant opaque-2 comparé au mais « W64A » normal, plus
productif.

SUMMARY

Maize,

Genotype,
Photosynthetic pathway,
Malic acid,

Aspartic acid,
3-phosphoglyceric acid.

Influence of genotype on the first steps of the C, photosynthetic pathways in maize

A compared study of the C, photosynthetic pathway carried out on different maize genotypes (« WH X WJ »
and « INRA 508 »), showed that in « WH X WJ » maize an important decrease of the photosynthetic rate was
associated with marked metabolic deviations. From short pulse and chase experiments with *CO, under
steady-state photosynthesis it was evidenced that the transfer of carbon from the dicarboxylic acids to CALVIN-
BENSON cycle components was decelerated in maize « WH X WJ » as compared with « INRA 508 ».
Aspartate was more heavily labeled in « WH X WJ » than in the « INRA 508 » leaves. Conversely the
incorporations of “C into malate and 3-phosphoglycerate were always higher in the « INRA 508 » than in the
« WH X WI » leaves. Previously the same pattern of the C distribution was observed in maize mutant
« W64A » opaque-2 known to differ from maize « W64A » normal in CO, uptake rate and dry matter
production.

I. INTRODUCTION

Nos études antérieures sur I'assimilation photosynthéti-

vers la synthese des glucides, se trouvait ralenti approxima-
tivement dans les mémes proportions que T'effet dépressif
exercé par le géne opaque-2 sur la photosynthese nette et la

que comparée du carbone chez de jeunes plants de mais
mutant opaque-2 « W64A02 » et de mais normal « W64A »
ont montré que, chez le mais mutant par rapport au mais
normal, espéce de type C,, a formation préférentielle de
malate, le carbone photosynthétique était distribué primai-
rement en proportion plus élevée dans aspartate (MOROT-
GAUDRY & FARINEAU, 1978 ; MOROT-GAUDRY et al.,
1979). 11 en résultait que secondairement le transfert de ce
carbone vers le cycle de CALVIN-BENSON, donc notamment

(*) Ce travail a été réalisé dans le cadre d’unc Action thématique
programmée (ATP) C.N.R.S.-I.LN.R.A. « Bascs physiologiques et
génétiques de la production végétale. »

production de mati¢re séche (MOROT-GAUDRY, 1979).

Suite a ces travaux, le probléme s’est posé de savoir si un
génotype de mais, connu pour avoir une activité de photo-
synthése et une productivité moindres, présentait le méme
type de métabolisme photosynthétique, caractérisé par une
répartition proportionnellement plus forte du carbone dans
I'aspartate que dans le malate.

Le présent travail rapporte les résultats que nous avons
obtenus, relatifs aux processus de distribution du carbone
photoassimilé dans le malate, 'aspartate, le glycérate 3-
phosphate, chez deux génotypes de mais, « WH X W] » et
« INRA 508 », connus pour avoir, dans certaines conditions
de culture, des activités de photosynthése et des productivi-
tés différentes.
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II. — MATERIEL ET METHODE

Deux génotypes de mais, 'un « WH X WJ », hybride
simple denté d’origine américaine, sensible au froid de
printemps, lautre « INRA 508 », hybride denté, tardif,
vigoureux, typique du Sud-Ouest de la France, sont cultivés
en juin 1980, sur vermiculite, dans les serres du laboratoire
« Structure et Métabolisme des Plantes » (Université Paris-
Sud, Centre d’Orsay) jusqu’au stade feuille n°4 adulte,
déterminé par 50 p. 100 des ligules apparues. Un éclaire-
ment d’appoint (280 wE m™2 s7!) est fourni pendant 16 h.
La température du jour est voisine de 23-24 °C et celle de
nuit de 15°C. Les pots sont arrosés régulicrement au
goutte-a-goutte par une solution nutritive dite BB, préconi-
sée par CoIC & LESAINT (1975) diluée 2 fois.

Les incorporations de “CO, (400 wBq) sont réalisées
selon la méthode décrite par GALMICHE (1973) puis par
MOROT-GAUDRY & FARINEAU (1978), sur des fragments de
feuilles n° 4, soumises a des photosynthéses stationnaires, a
25°C, dans l'air normal, sous éclairement saturant
(1300 pE m™2 s7!). Les temps de charge en “CO, sont de
3s, les temps de chasse par de I'air normal de 3, 7 et 11 s.

Apres les incorporations, les échantillons de feuilles sont
fixés par l'azote liquide puis broyés dans I'isopentane en
fusion (— 160 °C), lyophilisés et remis en suspension dans
1 ml de formamide (GALMICHE, 1973).

Le malate, l'aspartate, le glycérate 3-phosphate et les
autres composés phosphorylés sont séparés sur papier,
d’abord par électrophorése sous haute tension dans une
premicre dimension, ensuite par chromatographie de par-
tage dans une seconde dimension (MOROT-GAUDRY &
FARINEAU, 1978). Le repérage des composés radioactifs est
réalisé par autoradiographie. La mesure de leur radioacti-
vité est cffectuée par scintillation liquide aprés découpage
des taches radioactives (MOROT-GAUDRY & FARINEAU,
1978).

Dans cette étude, scul le glycérate 3-phosphate est dosé.
Le dosage est effectué en suivant & 340 nm loxydation
du NADH en présence d’ATP, de glycéraldéhydephos-
phate déshydrogénase ¢t de phosphoglycérate kinase
(BERGMEYER, 1962).

L’interprétation des données expérimentales d’ordre
cinétique concernant le marquage par le “C des premiers
composés de la photosynthése C, a été faite en utilisant le
modéle bicompartimental proposé par GALMICHE (1973),
décrivant les relations « précurseur-produit » entre les aci-
des C, et le glycérate 3-phosphate. Dans ce modéle les
atomes de carbone n° 4 du malate “C et de l'aspartate “C
sont considérés comme formant un premier comparti-
ment A, précurscur, alimentant en carbone un second
compartiment B, produit, constitué par les atomes de
carbone n° 1 du glycérate 3-phosphate.

Compartiment A k
CO,— | atomes de carbonen°4 | —
des acides C,

Compartiment B
atomes de carbone n° 1 -
du glycérate 3-phosphate

1l est a noter cependant que les atomes de carbone n° 1 du
glycérate 3-phosphate, impliqués dans le compartiment B,
ne représentent en fait que 50 p. 100 des atomes de carbo-
nen®1 du glycérate 3-phosphate formé par fixation du
YCO, provenant du compartiment A. En effet 2 molécules
de glycérate 3-phosphate (PGA) sont formées par carboxy-
lation d’une molécule de ribulose bisphosphate (RuBP),
mais une seule de ces molécules est marquée par le “C
provenant du *CO,.

* CO, + RuBP — * PGA + PGA..

En photosynthese stationnaire, le flux de carbone entrant
et sortant de chaque compartiment est égal a la vitesse de
consommation de carbone sous forme de CO, par les
feailles (V¢o,). De ce fait, il peut étre écrit que :

VCOz =kA

A étant la taille ou le volume du compartiment A

k la constante de transfert de A vers B.

La constante de transfert k des acides C, vers le glycérate
3-phosphate est assimilée aux constantes de renouvellement
k malate et k aspartate, déterminées graphiquement en
mesurant les pentes des droites qui traduisent, en coordon-
nées semi-logarithmiques, I'évolution de la radioactivité des
atomes de carbone n° 4 du malate “C et de I'aspartate “C
durant la chasse. Au cours de ces expériences de charge et
de chasse de tres courte durée, nous pouvons considérer, en
premiére approximation, que 80 4 90 p. 100 de la radioacti-
vité totale fixée dans les acides C, sont localisés essentielle-
ment dans les atomes de carbone n° 4 de ces molécules. En
ce qui concerne le marquage du glycérate 3-phosphate, il
peut étre admis également que 80 p. 100 de la radioactivité
incorporée dans la molécule se retrouvent essentiellement
dans Fatome de carbone n° 1 aprés 11 s de chasse (HATCH,
1971 ; GALMICHE, 1973 ; MOROT-GAUDRY & FARINEAU,
1978). Par suite dans le présent travail, par simplification,
nous ne tiendrons compte que de la radioactivité totale des
premiéres molécules marquées et non de la radioactivité de
chaque atome de carbone de ces molécules.

I1l. RESULTATS

A. Etude comparée des incorporations de “C, a la
lumiére, chez les mais « WH X W] » et « INRA 508 »
au cours de la charge en *CO, (3 5)

En photosynthése stationnaire, les vitesses Vo, de
consommation de CQO,, & la lumiére, mesurées au moyen
d’un analyseur infrarouge, ainsi que les quantités totales de
14CO, incorporées dans les produits stables de la photo-
synthése, chez les feuilles n° 4 de mais « WH X WI », aprés
3 s de charge en “CO, sont inférieures de 20 a 25 p. 100 aux
valeurs homologues observées chez les feuilles de mais
« INRA 508 » (tabl. 1).

Chez les deux génotypes de mais, aprés 3 s de charge en
“CO,, plus de 70 p. 100 de la radioactivité totale récupérée
sont retrouvés incorporés dans les acides tétracarbonés,
aspartique et malique (tabl. 1). Toutefois la quantité de
radioactivité incorporée dans l'aspartate apparait plus éle-
vée chez le mais « WH X WI» alors qu'a linverse, la
radioactivité retrouvée dans le malate est plus importante
chez le mais « INRA 508 » (tabl. 1). D’autre part, les
radioactivités incorporées dans le glycérate 3-phosphate et
les autres composés phosphorylés (pentoses, hexoses mono-
phosphate et diphosphate) sont plus faibles chez le mais
« WH X W] » que chez le mais « INRA 508 » (tabl. 1).

B. Etude du renouvellement des premiers intermédiaires
de la photosyntheése, au moyen d’expériences de
charge et de chasse, dans les feuilles n°4 de mais
« WH X W] » et « INRA 508 »

Au cours des premiéres secondes de chasse du C,
succédant a une charge en “CO, de 3 s, chez les mais des
2 génotypes, nous observons une décroissance tres rapide
de la radioactivité dans les molécules de malate et d’aspar-
tate, concomitante d’une augmentation de la radioactivité



GENOTYPE ET PHOTOSYNTHESE CHEZ LE MAIS 741

TABLEAU 1

Quelgues caractéristiques de la photosynthése, sous éclairement et CO, saturants, chez la feuille n° 4 des mais « WH X WJ » et « INRA 508 ».
Comparaison avec les résultats publiés antérieurement (MOROT-GAUDRY & FARINEAU, 1978) sur mais « W64A02 » et « W64 A ».
« W64 A » mutant opaque-2 and normal (MOROT-GAUDRY and FARINEAu, 1978).

Some characteristics of photosynthesis in maize « WH X WJ] » and « INRA 508 ». Comparison is done with results obtained previously for maize
« W64 A » mutant opaque-2 and normal (MOROT-GAUDRY and FARINEAU, 1978)

Feuille n° 4 Feuille n° 3
« WH X W] » «INRA 508 » « W64A02 » « W64 A »
Vitesse de consommation de CO, (Vo,) (pmoles de CO, s! g7}
matiére fraiche) 0,106 = 0,014 (*)  0,142+0,018 0,099 £0,013 0,133 = 0,008
Quantité totale de radioactivité incorporée dans les feuilles de mais,
apres 3 s de charge en “CO, (10°dpm g~! matiére fraiche) 52+9 64 =12 50+ 8 60 +7
Pourcentage de radioactivité totale incorporée aprés 3s de charge
dans :
le malate 53 60 51 58
'aspartatc 21 13 22 14
le glycérate 3-phosphate 12 17 16 20
les autres composés phosphorylés 1 3 2 4
Constantes de transfert k de A vers B
k malate (s71) 0,121 0,135 0,123 0,152
k aspartate (s7') 0,077 0,131 0,079 0,144
Teneur en glycérate 3-phosphate (pmoles g™' matiére fraiche) 0,520 = 0,060 0,900 = 0,150 0,690 = 0,090 0,960 = 0,100

(*) Déviation standard.
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dans la molécule de glycérate 3-phosphate (fig. 1A). Les
acides C, apparaissent comme les précurseurs de tous les
autrcs composés de la photosynthése et le glycérate 3-
phosphate peut étre considéré alors comme le premier
produit issu des acides tétracarbonés. Chez les mais des
2 génotypes, le mode d’assimilation du carbone photo-
synthétique apparait du type C,.

Les différences essentielles, observées entre les mais
« WH X W] » et « INRA 508 », portent sur la vitesse avec
laquelle se renouvellent I'aspartate et le malate “C. En
effet, d’apres les résultats de ces expériences de charge et de
chassc de trés courte durée, ou la plus grande partie de la
radioactivité des acides tétracarbonés est localisée dans les
atomes de carbone n°4 (HATCH, 1971 ; GALMICHE, 1973 ;
MOROT-GAUDRY, 1979) il apparait que aspartate “C se
renouvelle plus lentement que le malate “C chez le mais
« WH X WI », alors que le renouvellement de ces 2 acides
se fait avec la méme vitesse chez le mais « INRA 508 »
(tabl. 1; fig. 1B). De ce fait chez le mais « INRA 508 », les
acides C, peuvent étre considérés comme jouant le¢ méme
role en tant que donneurs de CO, pour la RuBPcarboxy-

Figurc 1A

Expériences de charge (3 s) et de chasse (3, 7, 11 s). Evolution au
cours du temps de la radioactivité (10° dpmlg matiere fraiche)
incorporée dans le malate (MAL), l'aspartate (ASP) et le glycérate 3-
phosphate (PGA), chez un mais « WH x W] » (en traits pointillés)
et chez un mais « INRA 508 » (en traits pleins). Durant toute
lexpérimentation I'éclairement éuait de 1 500 wE/m?/s, la température
voisine de 25°C et la concentration en CO, maintenue constante
(350 pill CO,).

Changes in radioactivity (10° dpmlg fresh weight) in malate (M AL),
aspartate (ASP), 3-phosphoglycerate (PGA) of 4th leaf of maizes
« WH X WJ » (broken lines) and « INRA 508 » (solid lines) during
a chase in-?CO, after a period of 3 seconds in *CQ,. During steady-
state photosynthesis the irradiance was 1 500 wE/m?ls, the tempera-
ture was 25°C and the CO, concentration was kept constant at
350 pill CO,.
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Figurc 1B

Expériences de charge (3 s) et de chasse (3, 7, 11's). Evolution au
cours du temps (en coordonnées semi-logarithmiques) de la radioac-
tivité (10° dpmlg matiére fraiche) incorporée dans le malate, I'aspar-
tate chez un mais « WH X WJ » (en traits pointillés) et chez un mais
« INRA 508 » (en traits pleins).

Radioactivity (10° dpmlg fresh weight) in molecules of malate and
aspartate in maizes « WH X WJ » (broken lines) and « INRA 508 »
(solid lines) as a function of the time in 2CO, after a period of
3 seconds in “CO, (log scale for the radioactivity). Experimental
conditions as for figure I1A.

lase-oxygénase. Par contre, chez le mais « WH X Wl » le
phénoméne est plus complexe et il faut admettre unc
hétérogénéité fonctionnelle de l'ensemble des molécules
d’acides C, marqués par le C au cours de la chasse.
Quant & la radioactivité incorporée dans le glycérate 3-
phosphate, elle demeure toujours plus faible au cours de la.
chasse chez le mais « WH X WI» que chez le mais
«INRA 508 » (tabl. 1). Cette différence est d'ailleurs le
reflet d’'un meilleur transfert du carbone photoassimilé, des
acides C, vers les composés du cycle de CALVIN-BENSON,
qui se traduit finalement par une plus forte incorporation de
¥CO, chez le mais « INRA 508 » que chez le mais
« WH x W] » (tabl. 1). Il faut aussi noter que la quantité
totale de glycérate 3-phosphate dosée dans la feuille n° 4 de
mais « INRA 508 » est également supérieure a celle mesu-
rée dans la feuille homologue de mais « WH X W] »
(tabl. 1). Ces dernicrs résultats sont en accord avec
I'hypothése proposée par FARINEAU (1969), supposant qu’il

y a unc relation entre la taille du « pool » de glycérate 3-
phosphate ¢t Iactivité photosynthétique. En outre, GALMI-
CHE (1973) a estimé que le « pool » cellulaire de glycérate 3-.
phosphate est fonctionnellement homogéne et est, de ce
fait, enticrement impliqué dans les réactions de photo-
synthése. Dans ce cas, la taille du « pool » de glycérate 3-
phosphate peut étre alors considérée comme un excellent
indicateur de Iactivité photosynthétique.

IV. DISCUSSION ET CONCLUSION

Si I'on rapproche ccs résultats, obtenus sur les feuil-
les n° 4 des mais « WH X W] » et « INRA 508 », de ceux
obtenus antéricurement sur les feuillesn®3 des mais
« W64A » opaque-2 et normal (tabl. 1), on constate que,
chez les mais & photosynthése moindre (« WH X W] » et
« W64A02 »), la radioactivité s’accumule dans 'aspartate et
diminue simultanément dans le malate et les composés
phosphorylés ; ce qui se traduit par un ralentissement du
transfert du carbone des acides tétracarbonés vers les

CO;
@/ ASP
P_P PEP @ OAA/
AMP NADPH
ATP ® CycleCal (3 NADP
Pi PYR
MAL
NADPH«— @
NADP -
COZ
RuBP PGA—— acides aminés
NADPH
Cycle C3 ATP
CALVIN
BENSON ATP
RuMP Trioses P NADP
saccharose
amidon
Figure 2

Cycles de réduction photosynthétique du CO, chez le mais (cycle
C, + cycle C,).

@ Phosphoenolpyruvate (PEP) carboxylase.

@ Asparwate (ASP) aminotransférase.

® Malate (MAL) déshydrogénase NADP dépendante.

@ Malate (MAL) enzyme NADP dépendante.

® Pyruvate (PYR) Pi dikinase.

® Ribulose bisphosphate (RuBP) carboxylase-oxygénase.

@ 3-phosphoglycérate-kinase et 3- -phosphoglycéraldéhyde-déshydro-
génase.

® Enzymes du cycle de CALVIN-BENSON.

® Phosphoribulokinase.

NADP, NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide oxydé et
réduit.

ATP, ADP : adénosine triphosphate, diphosphase.

RUMP : ribulose monophosphate.

Photosynthetic  carbon reduction cycles in maize leaves (C,
cycle + Cy cycle).
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composés du cycle de CALVIN-BENSON. En revanche, chez
les mais a photosynthése plus élevée (« INRA 508 » et
« W64A » normal), nous rencontrons le phénoméne
inverse.

Chez les mais « WH X WJ » et « W64A » opaque-2, la
synthése préférentielle d’aspartate aux dépens de la
synthése de malate et son incidence sur la formation de
glycérate 3-phosphate s’expliquent par une diminution de la
réduction de l'oxaloacétate en malate qui peut étre due,
soit & une plus faible capacité réductrice des plastes du
mésophylle, soit a une baisse de Pactivité de la malate
déshydrogénase. Il n’est pas exclu, en outre, qu’une diminu-
tion de la synthése de malate puisse s’accompagner d’un
retard dans la régénération de Paccepteur primaire de CQO,,
le phosphoénolpyruvate, avec pour conséquence directe
une baisse de l'activité photosynthétique (fig. 2). Des étu-
des dans ces directions de recherche sont actuellement en
cours.

La présente étude et les résultats de travaux antérieurs
(MOROT-GAUDRY, 1979) mettent I'accent sur le fait que
chez 2 génotypes de mais, « WH X W] » et « W64A02 »,
dont la photosynthése est plus faible, I'incorporation du
carbone atmosphérique dans les composés polymérisés,
glucides notamment, est ralentie. Ce fait est dii a ce que ce
carbone est distribué primairement de maniére plus impor-
tante dans I'aspartate que dans le malate, ce qui entraine

une formation moindre de glycérate 3-phosphate, point de
départ de la synthése des principales molécules organiques .
de la plante (fig. 2). Deux questions se posent alors : ce type
de modifications observé au cours des premicres réactions
du métabolisme photosynthétique chez ces 2 génotypes a-t-
il une portée générale, c’est-a-dire peut-il étre observé chez
d’autres génotypes dont la photosynthése est moindre ?
Dans Paffirmative, est-il possible de baser sur ces modifica-
tions du métabolisme un test simple de sélection de variétés
a photosynthése plus élevée, par exemple en comparant les
activités des 2 enzymes aspartatc aminotransférase et
malate déshydrogénase ou en déterminant Pactivité de la
malate enzyme ou en dosant le glycérate 3-phosphate dans
le végétal ?
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