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Résumé

L'homéostasie du fer doit étre controlée tant au niveau cellulaire que de 'organisme entier
pour fournir suffisamment de ce métal essentiel a la croissance et au développement des
plantes, tout en évitant un exces qui pourrait étre toxique. La carence en fer conduit a la
chlorose chez les plantes, caractérisée par un jaunissement internervaire. Ce phénotype
révele impact du manque de fer sur le contenu des feuilles en chlorophylle et en
caroténoides. La diminution de I'abondance en pigments photosynthétiques corréle avec
la perte des capacités photochimiques des chloroplastes. La carence en fer altere
¢galement la respiration mitochondriale et la fixation de I'azote atmosphérique dans les
nodules des légumineuses. Ces perturbations métaboliques sont étroitement liées au fait
que le fer est un métal de transition indispensable comme cofacteur de nombreuses
réactions redox cellulaires. Pour assurer 'acquisition du fer a partir du sol, sa distribution
aux différents organes et tissus d'une plante, et sa distribution intracellulaire entre les
différents organites, plusieurs membranes doivent étre traversées par ce métal. De
nombreux transporteurs impliqués dans ces fonctions ont été caractérisés au niveau
moléculaire ces dix dernieres années. La nécessité d’'une régulation intégrée de ces
différents systemes de transport requis pour la circulation du fer dans la plante entiére est
évidente, et plusieurs mutants altérés dans ces processus de signalisation ont été décrits. A
Iinverse, les plantes se trouvant confrontées a un exces de fer mettent en place des
possibilités de stockage de ce métal pour controler sa réactivité toxique avec l'oxygene. A
ce titre, 'apoplasme, les vacuoles et les ferritines des plastes jouent un role important.

Mols clés : Productions végétales ; métabolisme.

Summary
Iron homeostasis in plants

Iron homeostasis at cellular level and in the whole organism must be balanced in order to
supply enough iron for the plant growth and development, and to avoid excessive, toxic
levels. Tron deficiency in plants leads to the chlorosis syndrom, characterized by a leaf
interveinal yellowing. Such a phenotype reveals the impact of iron deficiency on
chlorophyll and carotenoid concentrations. This decrease in photosynthetic pigment
abundance correlates with a lowering of the chloroplast photochemical capacities. Iron
deficiency also alters mitochondrial respiration and nitrogen fixation in the nodule of
legumes. These defects are mainly due to the fact that iron is a major cofactor in many
cellular redox processes. In order to perform iron uptake from the environment, iron
distribution to various organs and tissues, and iron intracellular compartmentalization,
various membranes must be crossed by this metal. Many transporters involved in these
functions have been characterized at molecular level this last decade. An integrated
regulation of these transport systems required for iron trafficking in the whole organism is
therefore necessary, and various mutants affected in these signaling processes have
already been characterized. On the opposite, in case of iron excess iron must be buffered
because of its high reactivity with oxygen. This is achieved through its storage in the
apoplasm and vacuoles and by way of the iron storage protein ferritin found within the
plastids.

Key words: Vegetal productions; metabolism.




J un point de vue anthropo-
morphique, I'importance bio-
logique du fer est associée aux

pathologies diverses dont souffrent les
étres humains possédant un métabolisme
du fer anormal. Parmi ces pathologies,
I'anémie liée a la carence en fer constitue
le probleme nutritionnel le plus courant,
affectant quatre a cinq milliards d’étres
humains, dont une grande partie dans les
pays du Sud. La principale source de fer
dans les régimes alimentaires des pays en
développement provient des végétaux.
La compréhension des mécanismes assu-
rant la régulation de 'homéostasie du fer
chez les plantes apparait ainsi indispensa-
ble, non seulement a 'amélioration de la
productivité de celles-ci, mais aussi a la
santé des étres humains.

Roles métaboliques
du fer
chez les végeétaux

Le fer constitue le quatrieme élément le
plus abondant a la surface de notre pla-
nete. Malgré cette relative abondance au
niveau des roches constituant la crodte
terrestre, le fer n'est présent qu'en faible
quantité dans la matiere vivante (de 50 a
100 ug.g™' de matiere séche dans les
feuilles, par exemple [1]. Cependant, le
fer demeure un élément essentiel partici-
pant a de nombreux processus métaboli-
ques indispensables a la vie de la plante.
L'importance métabolique de I'élément
fer provient de ses propriétés chimiques.
Il peut former jusqua six liaisons de
coordination en acceptant une paire
d’électrons sur chacune de ses six
orbitales  atomiques. Des  ¢€léments
électronégatifs comme l'oxygene, l'azote
et le soufre auront la capacité de se lier
avec le fer. Cette propriété fondamentale
permet au fer de s'associer a des protéi-
nes. Sa nature de métal de transition lui
confere la capacité d'exister sous deux
formes, 'une réduite (Fe*", le fer ferreux),
I'autre oxydée (Fe®", le fer ferrique). Cette
capacité de pouvoir accepter ou donner
alternativement un électron, fait du fer le
cofacteur de choix de nombreuses réac-
tions enzymatiques d’'oxydoréduction. En
association avec des protéines, le fer est
ainsi impliqué dans de nombreuses réac-
tions de transfert d'électrons dans la
plante.

Les protéines a fer

Les protéines a fer peuvent étre regrou-
pées en trois classes, correspondant a la
facon dont le métal est coordonné aux
protéines : les protéines fer-soufre, les
protéines 4 heme et les protéines dans
lesquelles le fer est directement lié a la
chaine protéique.

Les protéines a centre fer-soufre

Ce type de protéines contient ce que I'on
appelle un centre (ou cluster) fer-soufre,

constitué d’'une association en stoechio-
métrie variable entre des atomes de fer et
de soufre [2]. Ces centres fer-soufre sont
associés a la protéine par l'intermédiaire
de groupements thiols de certains résidus
cystéine. Le nombre d’atomes de fer dans
les centres fer-soufre varie de un a quatre,
les centres [2Fe-2S] et [4Fe-4S] étant les
plus répandus (figure 1). Au sein de ces
structures, la valence du fer peut varier,
permettant aux centres fer-soufre et aux
protéines correspondantes de former un
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Figure 1. Représentation schématique des centres fer-soufre [2Fe-2S] et [4Fe-4S].

Les atomes de soufre de résidus cystéine sont représentés en vert clair et ceux impliqués dans la formation du centre
fer-soufre en vert foncé. Les deux types de centres fer-soufre sont unis a la protéine par liaison avec les groupements thiols

de certains résidus cystéine de la protéine (d'apres [3]).

Figure 1. Schematic representation of iron-sulfur clusters [2Fe-2S] and [4Fe-4S].
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Figure 2. Importance du fer pour la structure et la fonction respiratoire des mitochondries.

A) Organisation des éléments de la chaine de transport d'électrons dans la membrane mitochondriale interne. La chaine respiratoire est formée de quatre complexes de transporteurs
d’électrons et de deux transporteurs (I'ubiquinone et le cytochrome c) dont la localisation est indépendante.
Fe-S : protéine a centre fer-soufre ; cyt : cytochrome (d’apres [3]).

B) Images de microscopie électronique de mitochondries de feuilles de plantes de tabac cultivées en présence (+ Fe) ou en absence (- Fe) de fer. La fleche sur I'image - Fe indique des
inclusions denses aux électrons fréquemment observées dans les mitochondries de plantes carencées en fer.

Figure 2. Iron requirements for the structure and respiratory function of mitochondria.

couple d'oxydoréduction. L'environne-
ment des protéines a centre fer-soufre
leur confere une gamme de potentiels
redox tres étendue.

Du fait des proprictés citées précédem-
ment, les protéines a centre fer-soufre
sont un constituant majeur des chaines de
transport d’électrons, en particnlier au
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niveau de la mitochondrie. De nombreu-
ses protéines a centre fer-soufre ont été
identifiées au niveau de la membrane
interne de la mitochondrie (figure 2).
Ainsi, le complexe I chez les animaux
contient au moins quatre protéines a cen-
tre fer-soufre (N-1 a N-4), et le complexe
IT au moins trois (51 a S3). Le complexe IV

renferme une protéine a centre fer-
soufre : la protéine de Rieske. Les mémes
raisons expliquent la présence de protéi-
nes a centre fer-soufre au niveau de la
chaine de transport d’électrons photosyn-
thétiques des chloroplastes (figure 3). Ces
protéines a centre fer-soufre trouvées au
niveau de la membrane des thylakoides




Figure 3. Importance du fer pour la structure et la fonction photosynthétique des chloroplastes.

A) Organisation de la chaine photosynthétique de transport d’électrons.
Trois complexes membranaires sont représentés : le photosysteme |l, le complexe cytochrome bgf, et le photosysteme |. Le chemin suivi par les électrons est indiqué par la fleche verte.
bssg : cytochrome bssg ; PQ : plastoquinone ; PQH2 : plastoquinol ; RFe-S : protéine de Rieske ; bg . cytochrome bg ; f : cytochrome f ; PC : plastocyanine ; Fx : accepteur X ; F : accepteur A ;
Fg : accepteur B ; Fdx : ferredoxine ; FNR : ferredoxin-NAD" reductase. Les protéines de Rieske, Fy, Fa, Fg, et Fdx contiennent un centre Fe-S. (d’apres [149]).

B) Images de microscopie électronique de chloroplastes de feuilles de plantes de tabac cultivées en présence (+ Fe) ou en absence (- Fe) de fer.

Figure 3. Iron requirements for the structure and photosynthetic function of chloroplasts.

sont les accepteurs.d'électrons A, B et X
associés au photosysteme I et la protéine
de Rieske associée au complexe cyto-
chrome byf.

Les protéines a centre fer-soufre, prépon-
dérantes dans les processus de transfert
d’électrons associés aux membranes de la
mitochondrie ou du chloroplaste, posse-
dent également d'autres localisations in-
tracellulaires et d’autres roles tout aussi
fondamentaux pour la cellule et pour
l'organisme. La ferrédoxine est une petite
protéine a centre fer-soufre localisée dans
le stroma des plastes. C'est un réducteur
puissant permettant le transfert d’élec-

trons a différentes entités, chimiques ou
biologiques. Ainsi, lors de la photo-
synthese, la ferrédoxine permet le trans-
fert d’électrons vers le NADP, accepteur
final de la photophosphorylation acycli-
que (figure 3). Elle fournit également des
¢électrons a la nitrite réductase, la gluta-
mine synthase, ainsi qu'a la GOGAT (glu-
tamine o-cétoglutarate aminotransférase),
enzymes plastidiales impliquées dans la
voie d'assimilation du nitrate chez les
végétaux. Chez les bactéries symbioti-
ques de type Rhizobium, la ferrédoxine
cede des électrons a la nitrogénase, pro-
téine 4 centre fer-soufre possédant une

activité enzymatique, et permet ainsi la
fixation de I'azote atmosphérique lors des
symbioses Rhizobium-légumineuses [4].
L'assimilation de l'azote apparait donc
fortement dépendante des enzymes a
centre fer-soufre.

Chez les eucaryotes, les aconitases, enzy-
mes du cycle de Krebs catalysant la for-
mation d’isocitrate a partir de citrate, sont
des protéines a centre [4Fe-4S]. Par
ailleurs, et dans certaines conditions, I'iso-
forme cytosolique de I'aconitase possede
aussi un role régulateur de 'homéostasie
du fer chez les mammiféres. Ainsi, lors
d’'une carence en fer, 'aconitase cytosoli-
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que perd son centre fer-soufre, entrainant
la disparition de lactivité aconitase. Le
changement de conformation associé a
cette perte du centre fer-soufre permet la
fixation de l'aconitase au niveau de s¢-
quences spécifiques d’ARN, et modifie
ainsi I'expression de nombreux genes im-
pliqués dans I'homéostasie du fer chez les
mammiféres [5]. Une carence en fer en-
gendre une altération importante de la
structure des mitochondries (figure 2B) et
des chloroplastes (figure 3B).

Les hémoprotéines

Ces protéines possedent un noyau
tétrapyrrolique au centre duquel est en-
chassé un atome de fer. Lorsque I'atome
de fer est sous la forme réduite, le grou-
pement prosthétique est appelé heme,
alors qu'il est appelé hémine lorsque
I'atome de fer est sous la forme ferrique.
Le fer est associé par quatre liaisons de
coordination avec des atomes d’azote
présents dans le noyau tétrapyrrolique.,
Le groupement heme est généralement
lié de facon non covalente a la protéine.
Néanmoins, dans certains cas, c'est le fer
lui-méme qui assure la liaison avec des
acides aminés de la protéine comme ['his-
tidine ou la méthionine, grice aux deux
orbitales atomiques restant disponibles
(2]. Le fer, élément constitutif de I'heme,
est incorporé au sein du noyau porphyri-
que par une réaction catalysée par la
ferrochélatase. Le fer est aussi directe-
ment impliqué dans différentes étapes de
la voie de biosynthese des noyaux por-
phyriques, précurseurs des groupements
hemes et des chlorophylles.

Les cytochromes, principales hémo-
protéines rencontrées chez les végétaux,
sont des transporteurs d'électrons. Pour
les mémes raisons que les protéines a
centre fer-soufre, les cytochromes consti-
tuent un composant majeur des chaines
de transfert d’électrons de la mitochon-
drie (cytochromes a, b, ¢) et du chloro-
plaste (cytochromes b etf) (figures 2 et 3).
Drautres cytochromes sont indépendants
des chaines respiratoires et photosynthé-
tiques, comme les cytochromes b du réti-
culum endoplasmique. Ainsi, les cyto-
chromes b sont impliqués notamment
dans le métabolisme des acides gras.
Dans tous les cas, le fer passe successive-
ment de I'état réduit a I'état oxydé au
cours du transfert des électrons. Les cyto-
chromes P450 possedent, eux, une acti-
vité de type mono-oxygénase et sont im-
pliqués dans un grand nombre de
processus dans la plante : synthese de
composés tels que certains régulateurs de

Cahiers Agricultures 2004 ; 13 : 183-201 1 87

croissance, détoxication de divers xéno-
biotiques..

Dautres protéines a heéme importantes
sont impliquées dans l'assimilation de
l'azote. La nitrate réductase possede,
outre un groupement héme, un groupe-
ment FAD et un atome de molybdene. Les
¢lectrons nécessaires a la réduction du
nitrate proviennent du NAD(P)H et sont
transportés selon les potentiels redox
croissants par le FAD, le fer, puis le molyb-
dene. Le nitrite ainsi produit sert alors de
substrat a la nitrite réductase, enzyme a
cluster fer-soufre mais aussi a heme qui
réduit les nitrites en ions ammoniums.
Comme cité précédemment, les €lectrons
nécessaires a la réduction des ions nitrites
proviennent de la ferrédoxine, une pro-
téine fer-soufre.

Les péroxydases et catalases sont des
hémoprotéines jouant un role fondamen-
tal chez les végétaux. En effet, elles parti-
cipent a I'élimination d’entités chimiques
dangereuses pour I'intégrité de la cellule :
les especes réactives de 'oxygene.
Autres protéines a fer

Cette classe de protéines se caractérise
par la présence d’atome(s) de fer directe-
ment associé(s) a la protéine. La ribo-
nucléotide réductase catalyse la réduction
d'un ribonucléoside diphosphate en
désoxyribonucléoside phosphate néces-
saire lors de la phase S de la synthese de
'ADN [6]. Chez Escherichia coli, la levure,
et les mammiferes, la ribonucléotide ré-
ductase contient deux atomes de fer réa-
gissant avec une tyrosine impliquée dans
la formation du site actif pour donner un
radical tyrosyl nécessaire a la réaction
catalytique [2]. Les lipoxygénases contien-
nent un atome de fer dont l'oxydation
permet leur activation [7]. Elles catalysent
l'oxydation des acides gras et participent
a la synthese de l'acide jasmonique chez
les végétaux [8]. Parmi ces protéines a fer,
les ferritines jouent un role fondamental
dans le maintien de I'homéostasie du fer.
En effet, les ferritines sont capables de
stocker le fer sous une forme non toxique
et remobilisable selon les besoins de la
plante [9].

Conséquences
métaboliques
de la carence en fer

Les protéines a fer constituent la base de
processus métaboliques majeurs chez les
végétaux, notamment la photosynthese
(cytochromes et protéines fer-soufre de la
chaine de transport d’électrons du thy-

lakoide, ferrédoxine), la respiration (cyto-
chromes et protéines fer-soufre de la
chaine de transport de la membrane in-
terne mitochondriale, aconitase etsuccino-
déshydrogénase du cycle de Krebs), le
métabolisme azoté (nitrate et nitrite ré-
ductase, glutamine synthase, nitrogénase
bactérienne, ferrédoxine, ribonucléotide
réductase) et soufré (sulfite réductase).
La carence en fer est donc susceptible
d'affecter de tels processus physiologi-
ques ainsi que d'autres voies métaboli-
ques pour lesquelles cet élément est né-
cessaire, limitant de ce fait la croissance et
le développement de l'organisme dans
son ensemble. Les plantes possédant une
concentration de fer inférieure 4 50 pg.g™'
de matiere seche dans leurs tissus sont
considérées comme carencées [10]. 11 est
toutefois important de noter que la nutri-
tion optimale des plantes dépend plus
d’un rapport équilibré entre les différents
¢léments minéraux que de la concentra-
tion absolue de chacun de ces éléments
considéres séparément.

Impacts de la carence en fer

sur la photosynthese

Le chloroplaste est un lieu majeur d'utili-
sation du fer chez les végétaux chloro-
phylliens puisqu'il contient 80 % du fer
cellulaire [11]. Plus particulierement, 'ap-
pareil - photosynthétique  contient  21-
22 atomes de fer, ce qui représente 'un
des processus cellulaires exigeant le plus
de fer. De ce fait, le chloroplaste et I'acti-
vit¢  photosynthétique constituent les
principales cibles affectées lors d'une ca-
rence en fer. Le symptome caractéristique
d'une carence en fer chez les végétaux est
une chlorose du limbe, particuliérement
entre les nervures. On parle ainsi de
chlorose internervaire. Cette chlorose est
due a une diminution de la quantité de
chlorophylles dans les parties aériennes
des végétaux. Comme nous I'avons évo-
qué précédemment, malgré I'absence de
composés contenant directement du fer,
différentes étapes de la voie de biosyn-
these des chlorophylles nécessitent la
présence de ce métal (figure 4). Ainsi, deés
le début de la voie de biosynthése, la
formation d’acide d-aminolévulinique re-
quiert du fer, sans que son role soit claire-
ment identifié [12]. De méme, le fer est
nécessaire aux etapes d’oxydation du co-
proporphyrinogene III en protoporphyri-
nogene IX et de la conversion du Mg-
protoporphyrine monométhyl ester en
protochlorophyllide [13]. Enfin, la ca-
rence en fer provoque, chez le mais et le
citron, une augmentation de la dégrada-
tion des chlorophylles [14]. En parallele,
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Figure 4. Schéma simplifié de la voie de biosynthése des tétrapyrroles et étapes faisant intervenir le fer.

Figure 4. Simplified flowchart of the tetrapyrrole biosynthetic pathway and of the various stages invol-

ving iron.

la carence en fer engendre une diminu-
tion de la quantité de caroténoides [15],
expliquée par le fait que la phytoene
désaturase requiert la présence de fer
pour convertir le phytoene en p-caroténe
[16]. Les chloroplastes de cellules caren-
cées en fer montrent une diminution de la

densité de thylakoides, principalement
les grana, due a la réduction de la teneur
en galactolipides [17]. De plus, la carence
en fer provoque une baisse de la propor-
tion en acides gras insaturés du chloro-
plaste, et plus particuliecrement de la
membrane des thylakoides [18, 19]. Cette

derniere observation peut étre reliée au
besoin de fer dans la conversion de I'acide
linoléique en acide linolénique [20].
Outre la diminution des capacités d’ab-
sorption de la lumiere due a la baisse de
la teneur en pigments photosynthétiques
et a l'altération de la structure des chloro-
plastes (figure 3B), la carence en fer pro-
voque une diminution des capacités pho-
tochimiques. Ainsi, les capacités de
transport des €lectrons des photosyste-
mes II et I sont réduites, de méme que les
teneurs en cytochrome bss, (composant
du photosysteme II), en cytochrome f, en
P700 (centre réactionnel du photosys-
teme I) et en ferrédoxine [21-23].

Enfin, l'activité de certaines enzymes du
stroma impliquées dans la fixation du
CO, est elle aussi affectée par la carence
en fer. Principalement, l'activité et la te-
neur en RUBISCO [24, 25], ainsi que la
quantité d’ARNm rbcS et rbcL sont nette-
ment diminuées [26, 27]. De plus, la régé-
nération du ribulose 1,5-bisphosphate
dans le cycle de Calvin apparait perturbée
chez la betterave a sucre carencée en fer,
due a la diminution de l'activité ribulose-
5-phosphate kinase [25].

Impacts de la carence en fer
sur la respiration

L'impact de la carence en fer sur des
processus autres que la photosynthese a
été tres peu étudié. Dans la mitochondrie,
la carence en fer conduit a une réduction
du nombre de crétes et a un affaiblisse-
ment de la densité de la matrice (figure
2B), reflet d'une diminution de l'activité
métabolique. Ces données ont été obser-
vées chez des mitochondries de racines
de riz et de cellules d’érable en culture
carencées en fer [28, 29]. Ces altérations
de structure résultent d'une perte des
protéines a fer et d'une altération du
métabolisme lipidique de la mitochondrie
[20].

Importance du fer
pour la fixation symbiotique de I'azote

Les légumineuses forment des associa-
tions symbiotiques avec des bactéries du
sol fixatrices d’azote de la famille des
Rhizobium. Ces bactéries évolueront en
bactéroides capables de réduire I'azote
atmosphérique en ammonium, au sein du
cytoplasme des cellules corticales du no-
dule, organe se développant au niveau de
la racine en réponse a cette symbiose. Les
micronutriments comme le fer sont essen-
tiels pour l'activité des bactéroides et le
développement du nodule. La demande
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en fer augmente au cours de la symbiose
[30] et une carence en fer limitera l'initia-
tion et le développement nodulaire [31].
Le fer est utilisé pour la synthese de
protéines a fer tant au niveau des cellules
vegeétales du nodule qu'au niveau des
bactéroides. Coté plante, le fer constitue
une part importante de 'heme de la le-
ghémoglobine qui facilite la diffusion de
l'oxygene au symbiosome. Les ferritines,
protéine de stockage du fer, voient leur
concentration augmenter dans les étapes
précoces de la nodulation et décroitre
dans les nodules actifs fixateurs d'azote
[32]. Coté bactéroides, de nombreuses
protéines a fer sont impliquées dans la
fixation de I'azote, incluant la nitrogénase
et des cytochromes. Les mécanismes
impliqués dans l'acquisition du fer par les
bactéroides au sein du nodule impliquent
trois activités : (i) Fe(IIl) est transporté a
travers la membrane péribactéroidienne
complexé a des acides organiques
comme le citrate, pour s'accumuler dans
I'espace péri-bactéroidien (33, 34] ou il se
liera 2 des composés de type sidéropho-
res bactériens [35] ; (ii) des Fe(III)-chélate
réductases sont présentes sur la mem-
brane péribactéroidienne et I'import de
Fe(Ill) dans des symbiosomes isolés est
stimulé par le NADH (32] ; et (iii) le Fe(ID)
est également transporté a travers la mem-
brane péribactéroidienne [36], vraisem-
blablement par l'intermédiaire du trans-
porteur GmDMT1 [37] appartenant a la
famille des protéines NRAMP.

Autres conséquences
associées a la carence en fer

Dans les feuilles de mais et de radis, les
activités phosphatase acide, ribonucléase
et transaminase augmentent suite a une
carence en fer, alors que les activités
catalase, peroxydase, aldolase et amidon
phosphorylase décroissent [38]. Des étu-
des menées avec des feuilles de canne a
sucre montrent une réduction des activi-
tés catalase, peroxydase, succinate deés-
hydrogénase, cytochrome oxydase, gly-
colate oxydase et 0-amylase en réponse a
la carence en fer [39]. Outre les activités
catalase et peroxydase, d'autres activités
enzymatiques impliquées dans la détoxi-
cation des especes réactives de 'oxygene
sont affectées. Ainsi, une diminution de
lactivité d'une superoxyde dismutase a
fer, expliquée par une baisse du taux de
l'apoprotéine et un défaut d’accumula-
tion du transcrit correspondant, a été ob-
servée chez le tabac suite a une carence
en fer [40]. Enfin, une forte accumulation
de ’ARNm lysyl-ARNt synthétase dans les
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racines de tomate a également été obser-
vée en réponse 4 une carence en fer [41],
suggérant une adaptation de la synthese
protéique en réponse a cette carence.
Enfin, lorsque la quantité de fer disponi-
ble n'est pas suffisante, une accumulation
de métaux lourds tels que le zinc, le
manganese, le cuivre, le cobalt ou encore
le cadmium et le plomb a été mesurée au
niveau des racines et des parties aérien-
nes de pois [42, 43]. Cette accumulation
de métaux lourds nocifs pose un certain
nombre de problemes de santé publique
car les végétaux constituent le principal
point d’entrée de ces polluants dans la
chaine alimentaire.

Les perturbations métaboliques provo-
quées par la carence en fer sont donc
importantes, et non encore toutes €luci-
dées. Elles se traduisent dans les cas les
plus séveres par une inhibition de la
croissance [38, 44]. Le fer, élément consti-
tutif de toutes cellules vivantes, apparait
ainsi essentiel. Toutefois sa présence dans
la cellule peut poser un certain nombre
de problemes dus a ses propriétés
physico-chimiques.

L'exces de fer libre :
un danger pour la cellule

L'oxygene, tout comme le fer, est indis-
pensable a la vie de tous les organismes
aérobies. Cependant, il peut étre a l'ori-
gine de radicaux libres extrémement dan-
gereux pour la cellule s'il ne subit qu'une
réduction partielle. Cette réduction peut
étre le fait d'une chaine de transport
d’électrons respiratoire ou photosynthéti-
que, d’'une enzyme telle qu'une oxydase,
ou enfin d’'un ion métallique tel que le fer,
le cuivre, le nickel, le molybdene ou le
manganese [45]. Le peroxyde d’hydro-
gene et les ions superoxyde ne représen-
tent qu'un danger limité pour la cellule.
En revanche, en présence de fer libre, ces
intermédiaires oxygénés donnent nais-
sance aux radicaux hydroxyles par le
cycle de Fenton.

Ceux-ci sont a l'origine de la majorité des
dommages cellulaires causés par les espe-
ces réactives de l'oxygeéne [40]. Les radi-
caux hydroxyles sont des molécules tres
instables possédant un électron céliba-
taire non apparié. Ce dernier, en s'appa-
riant avec un électron d'une molécule
avoisinante revient a I'état fondamental.
Les molécules lipidiques, par exemple,
réagissant avec ces radicaux sont donc
endommagées car oxydées, et forment
des radicaux alkyles (R") qui propagent a

leur tour la réaction radicalaire et causent
des dommages a des lipides ou d'autres
molécules. Parmi ces autres molécules,
on compte notamment les protéines et les
acides nucléiques [47, 48]. Ainsi, lorsque
le fer libre est présent en trop grande
quantité dans la cellule, il est toxique et
menace l'intégrité cellulaire.

La protection des cellules face aux radi-
caux libres a lieu soit en favorisant leur
¢limination soit en limitant leur forma-
tion. Cette derniere éventualité concerne
plus spécifiquement la chélation et le
stockage du fer dans la plante et sera
traitée plus loin. L'élimination des espe-
ces réactives de I'oxygene met en jeu de
nombreux procédés, enzymatiques ou
non. Les superoxyde dismutases (SOD)
constituent une protection majeure contre
les radicaux libres et catalysent la dismu-
tation des ions superoxyde en peroxyde
d’hydrogene. Différents types de SOD
existent, selon la nature du métal au coeur
du site actif et leur localisation intracellu-
laire [49, 50]. Les SOD a fer se retrouvent
au niveau des chloroplastes et des pe-
roxysomes chez les végétaux. Les SOD a
manganese sont localisées dans la ma-
trice mitochondriale et dans les peroxyso-
mes. Les SOD a cuivre ou a zinc se
retrouvent dans le cytoplasme, le stroma
des chloroplastes et dans les peroxyso-
mes.

Les peroxydases agissent en catalysant
I'oxydation de nombreux substrats (phé-
nols, ascorbate, glutathion) par le pe-
roxyde d’hydrogene. Les catalases sont
des peroxydases particulieres catalysant
la dismutation du peroxyde d’hydrogene
en eau et en oxygene. Elles sont locali-
sées dans les peroxysomes, lieu intense
de production de peroxyde d’hydrogene
lors de la photorespiration.

Le systeme thiorédoxine est également
impliqué dans la protection de la cellule
face aux peroxydes. Ce systeme, bien
caractérisé chez la levure, est composé de
trois protéines : une peroxydase thioré-
doxine dépendante, une thiorédoxine, et
une thiorédoxine réductase [51].

Des mécanismes non enzymatiques per-
mettant de piéger les radicaux libres exis-
tent également, empéchant la propaga-
tion rapide des réactions radicalaires. La
vitamine E (a-tocophérol), le glutathion
et les flavonoides piegent de facon stoe-
chiométrique les radicaux hydroxyles. La
vitamine A (rétinol) et les molécules telles
que les B-caroténes vont piéger les radi-
caux hydroxyles de facon non stoechio-
meétrique.




La nutrition en fer
chez les végeétaux
supeérieurs

Problématique
de la nutrition en fer

Bien que relativement abondant dans les
sols, le fer, avec l'azote et le phosphore,
est 'un des trois ¢léments limitant le plus
la croissance des végétaux. En milieu
acrobie, le fer existe principalement sous
sa forme oxydée, Fe’*. Les ions Fe®*
possedent une tres faible solubilité lors-
que leur concentration dépasse 1078 M,
et ils réagissent avec les ions HO™ pour
former des précipités d’hydroxydes ferri-
ques Fe(OH); tres peu solubles. La
concentration optimale en fer requise
pour une croissance optimale des plantes
est de 1077 M [1]. Les végétaux évoluent
donc dans un environnement ou la quan-
tité réellement disponible en fer est tres
faible. L'évolution a, de ce fait, sélec-
tionné chez les étres vivants, et en parti-
culier chez les plantes, des mécanismes
spécifiques permettant d’acquérir le fer
par solubilisation et transport successif.
La faible solubilité du fer dans I'environ-
nement explique aussi la difficulté de
recourir a une fertilisation en cet élément.
En effet, une telle fertilisation nécessite
I'emploi de fer chélaté a des molécules
organiques afin de le maintenir soluble.
Le colt d'un tel traitement le restreint aux
cultures a forte valeur ajoutée (vigne ;
cultures maraicheres et ornementales).

Physiologie de I'absorption
du fer du milieu extérieur
par les racines

L'absorption du fer chez les végétaux se
déroule au niveau de I'épiderme et du
cortex racinaire, surface d'échange entre
le milieu extérieur, source de fer, et la
plante. Ce milieu extérieur peut étre la
solution du sol, une solution nutritive, ou
bien, a une échelle plus réduite, I'apo-
plasme, compartiment extracellulaire
compris entre la membrane plasmique et
la paroi pecto-cellulosique qui, comme
nous le verrons plus tard, constitue un
important moyen de stockage du fer. Le
mouvement radial des ions et de l'eau
depuis I'épiderme et le cortex racinaire
vers la stele peut emprunter trois trajets
[52] : la voie apoplasmique, la voie sym-
plasmique, ou bien un trajet mixte entre

'EDTA:

les deux voies précédentes. Au-dessus de
la zone de différenciation de la racine, le
trajet apoplasmique est interrompu par
une assise cellulaire, I'endoderme, dont
les parois cellulaires sont imprégnées de
lignine et de subérine. Ces composés
hydrophobes constituent une barriere au
passage des ions et des solutés appelée
cadre de Caspari. De ce fait, dans les
zones ou un cadre de Caspari fonctionnel
est présent, les ions et I'eau sont obligés
de franchir cette barriere par une étape
symplasmique, en amont de I'endo-
derme, avant d'étre sécrétés dans la seve
brute, en aval de I'endoderme [52]. Dans
un premier temps, il convient donc de
s'intéresser aux meécanismes d’absorption
depuis le milieu extérieur.

De facon générale, les propriétés du fer
font que sa solubilité, et donc sa disponi-
bilité, est plus grande lorsque le milieu
extérieur est pauvre en oxygene et son
pH est acide. Ce sont donc les caractéris-
tiques physico-chimiques du milieu exté-
rieur qui vont déterminer, outre la quan-
tité intrinseque de fer, sa biodisponibilité.

Absorption
en conditions non limitantes en fer

Pour les raisons évoquées précédem-
ment, le fer est majoritairement dans le
milieu extérieur sous sa forme oxydée,
Fe®". Outre la précipitation d’hydroxydes
ferriques, une partie du fer peut étre
maintenue en solution en présence de
chélateurs naturels (silice, acides organi-
ques, acides fulviques, sidérophores bac-
tériens) ou artificiels (EDTA, EDDHA..}).
Dans des conditions non limitantes en fer,
toutes les plantes acquierent le fer sous sa
forme Fe*" aprés réduction des ions Fe™
du milieu extérieur par une réductase
«standard » présente sur la membrane
plasmique de toutes les cellules végéta-
les. Cette réduction intervient par trans-
fert d’électrons a travers la membrane
plasmique depuis le NAD(P)H cellulaire,
et s'accompagne d'une excrétion de pro-
tons (1H+/1e") [53]. Puis, les ions Fe**
sont importés a l'intérieur des cellules de
la racine, suite a l'intervention de trans-
porteurs situés sur la membrane plasmi-
que des cellules périphériques, principa-
lement I'épiderme [54].

Certaines conditions pédologiques favo-
risent la formation des ions Fe**. Ainsi,
dans les sols réducteurs, c'est-a-dire les
sols acides et/ou inondés, le fer est princi-

acide éthylene diamine tétra-
acétiqgue ; EDDHA : acide éthyléne diamine
dilo-hydroxyphenyl acétique.

palement présent sous sa forme réduite. 11
est ainsi directement importé par l'inter-
meédiaire de transporteurs a I'intérieur des
cellules de la racine. Ces conditions peu-
vent engendrer des risques de toxicité
ferreuse par stress oxydatif. Cest ce qui
est rencontré notamment chez le riz, ou
I'on observe un phénomene de bronzing
55.

Absorption en conditions limitantes
en fer

De telles conditions de déficience en fer
sont fréquentes dans les sols de pH neu-
tre ou basique, et particulicrement dans
le cas des sols calcaires. Ces derniers
représentent plus du tiers des surfaces
cultivables de notre planete. Dans ce cas,
les plantes utilisent des systemes d'acqui-
sition du fer plus performants et inducti-
bles par la carence en fer, associés a des
modifications morphologiques, pour sa-
tisfaire leurs besoins en fer. L'efficacité de
ces systemes d’'acquisition varie selon les
génotypes considérés. Les plantes supé-
rieures peuvent étre séparées en deux
groupes, selon la stratégie qu'elles utili-
sent pour acquérir le fer dans un milieu
extérieur limitant en fer [9].

Les plantes développant une réponse
nommeée stratégie 1 sont les dicotylédo-
nes et les monocotylédones non grami-
nées. Ces plantes, lorsque les conditions
de nutrition en fer sont limitantes, mon-
trent une acidification de la rhizosphere.
L'activité H™-ATPase, responsable en par-
tie de cette diminution du pH extracellu-
laire, assure I'énergisation du transport a
travers la membrane plasmique et la solu-
bilisation des chélats ferriques du sol
(figure 5). Une diminution de 3 unités pH
peut étre observée en quelques heures
[56]. L'acidification est la résultante d'une
excrétion accrue de protons provenant de
l'activité H'-ATPase au niveau de la ra-
cine et de la sécrétion d'acides organi-
ques, ces derniers favorisant également la
chélation, et donc la solubilisation, du fer.
L'acidification observée dans de telles
conditions est un processus localisé a la
partie apicale de la racine [10, 57]. Une
fois les chélats ferriques solubilisés, la
seconde étape propre a cette stratégie
d'acquisition du fer est la réduction des
ions Fe* en Fe**, assurée par une activité
réductase membranaire inductible par la
carence en fer. Cette réduction permet
d'abaisser la constante de dissociation
des complexes avec les ions Fe*", ce qui
permet de dissocier ceux-ci et de les
libérer pour leur prise en charge par des
transporteurs spécifiques. Dans la plupart
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Figure 5. Stratégie d'acquisition du fer chez les dicotylédones et les monocotylédones non graminées

(stratégie 1).

Les plantes développant des réponses a la carence en fer de type stratégie | acidifient le sol par excrétion de protons et

absorbent les ions Fe“* aprés une étape de réduction.
R :réductase ; T : transporteur.

Figure 5. Iron uptake strategy in dicotyledonous and non-grasses monocotyledonous plants (strategy 1).

des sols aérés, I'étape de réduction est le
facteur limitant du processus d’acquisi-
tion du fer [58]. La réduction se produit au
niveau des cellules épidermiques [59] de
la zone subapicale [10, 42]. Parallelement
a ces phénomenes majeurs de réduction,
la racine sécrete divers composés phéno-
liques (flavine, acide caféique) dans des
conditions d’'insuffisance en fer qui parti-
ciperaient a la réduction, mais aussi a la
chélation des ions Fe*, et donc a leur
meilleure solubilisation [56, 60, 61]. Tou-
tefois, la sécrétion de substances réductri-
ces ne semble représenter qu'une part
tres limitée du pouvoir réducteur total de
la racine [59]. Le fer est transporté sous sa
forme Fe*" a travers la membrane plasmi-
que des cellules de la racine, par des
transporteurs de fer inductibles par la
déficience en fer.

Des travaux de mutagenese fondés sur
lutilisation  de  P'ethylméthylsulfonate
(EMS) chez Arabidopsis thaliana ont per-
mis l'identification des mutants, appelés
frd1 (pour ferric reductase defective) ne
montrant pas d'induction de l'activité de
réduction des ions Fe®* lors d'une ca-
rence en fer [62]. En revanche, les mutants
Jrd1 sont capables d'acidifier la rhizos-
phere, ce qui indique que les activités
d'acidification et de réduction sont indé-
pendantes. La mutation frd1 est mono-
génique, récessive et se trouve localisée
sur le chromosome 1.

Il existe par ailleurs un certain nombre de
modifications morphologiques associées
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a la croissance en milieu pauvre en fer
chez les plantes non graminées, toutes
ayant pour but d'augmenter les surfaces
d’échange avec l'extérieur. Ainsi, en cas
de carence en fer, on note une augmenta-
tion du nombre de racines latérales, une
réduction de la distance entre elles, une
diminution de leur longueur, et une aug-
mentation du diametre de la racine due a
I'épaississement des cellules corticales
[63]. Une augmentation de la quantité de
poils absorbants et un épaississement du
cortex racinaire sont aussi observés suite
a une limitation en divers €éléments miné-
raux, dont le fer. Deux types cellulaires
alternent au niveau de [I'épiderme
racinaire : la lignée atrichoblastique et la
lignée trichroblastique. Les poils absor-
bants apparaissent, selon un détermi-
nisme génétique en voie d'¢lucidation, a
la base de cellules de la lignée trichro-
blastique [64]. Des études pharmacologi-
ques et génétiques ont mis en évidence la
connexion entre le développement des
poils absorbants et les hormones [65]. Des
poils absorbants surnuméraires peuvent
apparaitre en position atrichoblastique
lors d'une carence en fer [66, 67]. Le role
des poils absorbants vis-a-vis de I'ho-
méostasie du fer a toutefois été ques-
tionné a plusieurs reprises. Le mutant
RM57 d’A. thaliana, dépourvu de poils
absorbants, ne montre pas d’altération de
l'activité réductase ferrique racinaire com-
paré a son sauvage [68]. De plus, l'utilisa-
tion de chélateurs a permis d'établir que

les poils absorbants apparaissent lors
d’'une carence sévere alors que l'induc-
tion de l'activité de réduction du fer inter-
vient lors d’une carence modérée [69].
Ces observations ont amené certains
auteurs a suggérer que les poils absor-
bants sont une simple conséquence de la
chlorose induite par la carence en fer et
qu’ils ne constitueraient pas la réponse
primaire a la carence en fer.

Chez certaines especes comme la tomate,
le pois, le concombre, apparaissent suite
a une carence en fer des structures origi-
nales, appelées cellules de transfert [70].
Ce type de modification morphologique
s'observe au niveau des cellules associées
aux vaisseaux, des cellules compagnes
des tubes criblés, des synergides... Dans
le cas d’'une limitation de la nutrition en
fer, les cellules de transfert apparaissent
au niveau de I'épiderme racinaire. Ces
cellules se caractérisent par une invagina-
tion de la paroi cellulaire formée de pro-
tubérances de type labyrinthique chez la
tomate, et de type papillaire chez le pois
[71]. Ces dépdts de parois sont constitués
dans un premier temps de callose, puis
sont remplacés par des pectines estéri-
fies et des xyloglucanes [72]. La forte
augmentation de surface de la membrane
plasmique, jusqua 250 fois, favorise les
échanges pour assurer la nutrition en fer
[73]. Les cellules de transfert possedent
une forte capacité d'efflux de protons [57],
ainsi qu'une synthese accrue d’acides or-
ganiques et une activation de la PEP
carboxylase [73, 74]. La carboxylation du
PEP permet, par la synthese d’acides orga-
niques, de rétablir le pH cytoplasmique
alcalinisé par l'efflux massif de protons
vers la rhizosphere. L'importante accu-
mulation d’acide citrique pourrait aug-
menter 'activité isocitrate déshydroge-
nase du cycle de Krebs et ainsi fournir le
pouvoir réducteur nécessaire a la réduc-
tion du fer. Ces acides organiques, impli-
qués aussi dans le transport du fer in
planta, pourraient chélater les ions Fe**
transportés dans le cytoplasme depuis la
solution du sol, et ainsi prévenir tout
risque de toxicité ferreuse.

Certaines plantes, comme le lupin par
exemple, posseédent une autre particula-
rité morphologique associée a la carence
en phosphore et en fer: les racines en
cluster[75). Ce type de racine permet une
augmentation de la surface d'échange
avec le milieu extérieur et possede quel-
ques particularités métaboliques permet-
tant la solubilisation du fer.
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Figure 6. Stratégies d'acquisition du fer chez les monocotylédones graminées (stratégie 2).

Les plantes développant des réponses a la carence en fer de type stratégie 2 transportent les ions Fe®* du sol sous formes

de chélats avec les phytosidérophores.
PS : phytosidérophores ; T : transporteur.

Figure 6. Iron uptake strategy in grasses monocotyledonous plants (strategy 2).

Les graminées utilisent une stratégie tota-
lement différente de ce qui est décrit
ci-dessus, nommée stratégie 2, pour ac-
quérir le fer du sol. Dans ce cas, la
syntheése et I'excrétion de composés ap-
pelés phytosidérophores en conditions
de limitation en fer remplace les phéno-
menes d’acidification et de réduction a
Pceuvre dans le cas de la stratégie 1 [76]
(figure 6). Les phytosidérophores identi-
fies a ce jour appartiennent tous a la
famille des acides muginéiques, et sont
dérivés d'un acide aminé particulier, la
nicotianamine (NA). Les phytosidéropho-
res possedent une tres forte affinité pour
les ions Fe®* qu'ils chélatent par l'inter-
médiaire de leurs groupements amine,
carboxyle et hydroxyle. Des expériences
de double marquage a l'aide de Fe et de
"C-phytosiderophore ont permis de
montrer que le complexe phytosidéro-
phore-métal était transporté dans la cel-
lule [77]. La stratégie 2 assure aux plantes
une meilleure résistance a la chlorose
poussant sur des sols calcaires. En effet,
les étapes biochimiques sensibles au pH
et a la concentration en ions HCO;™ (ré-
duction) ne sont pas nécessaires a I'acqui-
sition du fer par les racines.

La biosynthése des acides muginéiques
est intéressante car elle met en ceuvre a la
fois des processus communs aux dicoty-
lédones et aux monocotylédones, et des
processus propres aux plantes dévelop-
pant une réponse a la carence en fer de
type stratégie 2. La premiere €tape, cata-
lysée par la nicotianamine synthase
(NAS), permet la synthése de NA par
condensation de trois molécules de

S-adénosylméthionine (figure 7). La NA
est donc un dérivé d'acide aminé non
protéogene que I'on retrouve chez toutes
les plantes et qui joue un role important
dans I'homéostasie du fer chez les végé-
taux, comme nous le verrons plus tard.
Les étapes suivantes de la biosynthese
des acides muginéiques sont propres aux
graminées. La NA est déaminée sous l'ac-
tion d'une nicotianamine aminotransfé-
rase, puis réduite en acide déoxymuginéi-
que (DMA), phytosidérophore principal
chez le mas [78]. Les autres phytosidéro-
phores identifiés chez les graminées sont
produits par hydroxylations successives
du DMA.

Deux mutants de mais présentant des
phénotypes de chlorose internervaire, ap-
pelés psi et ys3 (pour yellow stripe) ont
été décrits. La mutation ys3 est mono-
génique récessive et localisée sur le chro-
mosome 3 [79]. Le mutant ys3 possede un
défaut d’excrétion des phytosidérophores
dans la rhizosphere. Le mutant ps7 a été
plus largement étudié. La mutation ys7
est, tout comme Ys3, monogenique réces-
sive et localisée sur le chromosome 5 du
mais. Cette mutation n’affecte pas la syn-
theése ni la sécrétion de phytosidéropho-
res, mais le transport des complexes
DMA-Fe a travers la membrane plasmi-
que [80]. La protéine YS1 semble donc
étre le transporteur ou une de ses sous-
unités, des complexes phytosidérophore-
Fe. Le gene YS7 a été récemment cloné
[81] (voir paragraphe «Identité molécu-
laire des transporteurs de fer chez les
plantes »).

Transport

a longue distance
et répartition du fer
dans la plante

Une fois le fer transporté a l'intérieur de la
racine, il doit étre acheminé aux sites
d'utilisation. Cela nécessite sa chélation
quasi permanente pour éviter la précipi-
tation et la dégradation des structures
cellulaires, ainsi que des mécanismes de
stockage et de régulation.

Les chélateurs de fer
dans la cellule végétale

Une fois absorbé par la plante, le fer est
complexé dans les cellules, en partie par
des acides organiques pour limiter tout
risque de toxicité ferreuse. Parmi ces aci-
des organiques, les acides citrique et ma-
lique représentent les principaux vec-
teurs de fer.

La NA, précurseur direct de la synthese
des acides muginéiques, présent chez
tous les végétaux supérieurs, est biochi-
miquement proche des phytosidéropho-
res. Ainsi, la NA a la capacité de chélater
les ions comme Fe?" et Fe?" [82, 83], ainsi
que Cu®*, Ni**, Co**, Mn**, et Zn** [82].
Considérant la stabilité du complexe asso-
ciant la NA aux ions Fe** dans les condi-
tions physiologiques, et la faible auto-
oxydation du fer au sein de ce complexe,
il semble que le complexe NA-Fe”" soit
prépondérant in vivo [83]. Les complexes
associant la NA au fer sont des agents non
Fentoniens, dans le sens ou le fer ainsi
complexé ne provoque pas de domma-
ges oxydatifs dans la cellule.

Nos connaissances sur le role physio-
logique de la NA proviennent de I'étude
d’un mutant de tomate auxotrophe pour
la NA: le mutant chloronerva (chl). La
mutation c¢hl se traduit par I'absence de
NA due a une mutation ponctuelle dans
le seul gene de tomate codant la NAS [89].
Le phénotype de telles plantes est relati-
vement complexe et montre les multiples
roles attribués a la NA. Le mutant chl
montre une chlorose internervaire des
jeunes feuilles malgré une forte accumu-
lation de métaux dont le fer, le manga-
nese, le zinc dans les feuilles matures et
les racines, et une accumulation de cuivre
dans les racines uniquement. Les grandes
quantités de fer présentes au niveau des
parties aériennes matures des plantes chl
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Figure 7. Voie de biosynthése supposée des phytosidérophores membres de la famille des acides muginéiques.
NAS : nicotianamine synthase ; NAAT : nicotianamine aminotransférase.
Figure 7. Biosynthetic pathway of phytosiderophores of the mugineic acid family.
sont symplasmiques, sous forme de pré-  d'eau, conséquence de la transpiration. nis [90], confortant 'hypothése d'un

cipités dans le cytoplasme [85, 86]. Ainsi,
en l'absence de NA, l'exces de fer préci-
pite avec les ions phosphate pour former
ces inclusions denses, empéchant tout
risque de toxicité ferreuse. Cette observa-
tion a été imputée a la capacité de la NA a
chélater et a maintenir le fer cellulaire
sous une forme soluble.

Transport du fer
dans les séves

Une fois complexé a son entrée dans les
cellule de I'épiderme et du cortex raci-
naire, le fer est conduit jusqu’a la stele. Ce
transport fait intervenir obligatoirement
une ¢étape symplasmique pour le fran-
chissement de I'endoderme, du fait des
dépots de lignine et de subérine au ni-
veau du cadre de Caspari. Cet achemine-
ment du fer jusquaux éléments conduc-
teurs s'effectue sous forme chélatée aux
acides organiques ou bien a la NA. Le fer
pénetre ensuite dans les cellules du pa-
renchyme xylémien par diffusion simple
et/ou drainage par le flux centripete
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Apres sécrétion dans I'apoplasme stélaire,
le fer est transporté aux parties aériennes
par le flux de seve brute. Une fois sécrété
dans le xyleme, le fer est transporté sous
sa forme chélatée au citrate [87].

La croissance des végétaux repose sur la
translocation des assimilats depuis les si-
tes de production (organes sources :
feuilles matures) jusqu’aux sites d'utilisa-
tion (organes puits : racines, feuilles non
matures, organes de stockage) [88]. Ce
transport a longue distance est assuré par
le phloeme, ensemble de cellules spécia-
lisées dans la conduction de la seve éla-
borée. Des données biochimiques et phy-
siologiques indiquent que la NA est un
chélateur important des métaux dans la
seve élaborée [89-91]. La constante d’affi-
nité de la NA pour Fe, Zn, Mn, et Cu dans
les conditions de concentrations et de pH
de la seve élaborée suggerent que ces
métaux y circulent complexés a la NA et
non au citrate [83]. De plus, il a été montré
que la NA et ces métaux sont présents en
quantité steechiométrique proche de 1 :1
dans la seve élaborée de Ricinus commut-
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transport de ces métaux par la NA dans le
phloeme.

Toutefois, des expériences de dialyse de
seve €laborée indiquent que les métaux
sont complexés a des entités dont le
poids moléculaire est plus €levé que celui
produit avec la NA, suggérant que ces
mémes métaux seraient transportés par
des polypeptides [92]. Tres récemment,
une protéine appelée ITP a été purifiée a
partir d’exsudats de seve élaborée chez
Ricinus communis, grice a sa capacité a
fixer des métaux [93]. Des études condui-
tes in vivo et in vitro indiquent que ce
sont prefercnueﬂemem les ions Fe’*, et
trés peu les ions Fe** qui sont fixés par la
protéine ITP. L’ADNc I7P a été cloné a
partir de micro-séquences de la protéine
ITP, et son produit appartient a la famille
des protéines LEA (Late Embryogenesis
Abundant). L'ensemble de ces résultats
est difficilement interprétable et pourrait
laisser supposer un chargement du fer
dans le phloeme via la NA, suivi d'un
échange du fer dans les tubes criblés vers
un autre ligand, I'TTP.




Par ailleurs, une protéine de 31 kDa a été
identifiée dans la seve élaborée de Cucur-
bita maxima par sa proximité immuno-
logique avec des protéines de mouve-
ments du virus de la mosaique nécrotique
du trefle rouge telles RCNMV et
CmPP16 [94]. Cette protéine phloé-
mienne est la forme tronquée de la pro-
téine CmPP36 de 36 kDa apparentée aux
cytochromes bs réductase, et est localisée
dans les cellules compagnes des tubes
criblés. L'expression du gene CmPP36 est
activée lors d'une carence en fer. Les
deux isoformes de cette protéine posse-
dent une activité de réduction des ions
Fe®" en présence de NADH. Le role d'une
telle protéine dans I'homéostasie du fer
reste a démontrer, mais sa découverte est
particulierement intéressante dans le ca-
dre du transport du fer dans le phloeme.
En effet, un chargement de complexes
NA-Fe, et un transport de complexes
ITP-Fe nécessiterait une réduction des
ions Fe>* en Fe** pour libérer le fer de la
protéine ITP, et donc une distribution du
fer aux organes cibles par le phloeéme. La
protéine  CmPP36 phloémienne est un
bon candidat pour jouer ce role.

Distribution du fer
aux parties aériennes
et utilisation

Lintervention d'une étape de réduction a
été suggérée pour le déchargement du
xyleme, et donc la distribution du fer aux
cellules du mésophylle [95]. Cependant, a
la différence des racines, 'activité de ré-
duction des ions ferriques dans les feuilles
ne serait pas associée a l'excrétion de
protons.

Les mécanismes de compartimentation
du fer dans les organites sont trés peu
connus. Seule la caractérisation biochimi-
que d'un transport d'ions Fe** dans le
chloroplaste a été décrite [96]. Ce trans-
port est inhibé par la présence d'ions
Zn**, Mn**, et Cu*". Par ailleurs, la mito-
chondrie représente a I'heure actuelle le
lieu majeur de synthése des centres fer-
soufre dans la cellule eukaryote [97]. Tou-
tefois, chez les plantes, les chloroplastes
contiennent des protéines connues pour
leur role dans la biogenese de clusters
fer-soufre, indiquant que ces organites
pourraient présenter une autonomie de
synthese de ces groupements prosthéti-
ques [98, 99]. Des protéines apparentées
au transporteur ABC ATM1p [100], néces-
saire au transport de clusters fer-soufre
des mitochondries vers le cytoplasme
chez Saccharomyces cerevisiae, ont €té

identifices chez A. thaliana. L'une d'elles,
STA1, pourrait étre impliquée dans la
distribution de clusters fer-soufre depuis
la mitochondrie vers le cytoplasme [101],

Stockage du fer

Certaines conditions environnementales
peuvent conduire a une absorption trop
importante de fer depuis le sol. Cette
sur-accumulation de fer dans les tissus
nécessite des systemes de stockage effica-
ces de cet élément sous une forme stable,
afin d’éviter tout risque de toxicité liée a
sa réactivite.

Stockage dans |'apoplasme
L'apoplasme est un lieu privilégié¢ de stoc-
kage du fer, principalement au niveau du
cortex racinaire, Le fer y est présent sous
différentes formes. La nutrition nitrique
entraine une excrétion d'ions HO™, abou-
tissant a la formation d’hydroxydes de fer.
D'autre part, les ions phosphate ont la
capacité de former des précipités de
phosphate de fer dans 'apoplasme. En-
fin, le fer se retrouve lié ioniquement aux
groupements carbonate et hydroxyle pré-
sents au niveau des constituants de la
paroi cellulaire comme les acides pecti-
ques. Le fer ainsi stocké dans les racines
ou les parties aériennes peut étre ulté-
rieurement utilisé par la plante lors de la
mise en place des réponses physiologi-
ques 2 la carence en fer. Ce phénomene
provoque l'apparition de fer disponible
pour la plante [102]. Ainsi, le stockage
dans ce compartiment est associé a l'effi-
cience des plantes vis-a-vis de conditions
limitantes en fer [103].

Outre le stockage proprement dit, I'apo-
plasme constitue un véritable tampon en-
tre le sol et la cellule. Cela est particuliére-
ment vrai dans des sols inondés ou les
ions Fe*" prédominent. Ainsi, la précipi-
tation de ces ions permet a la cellule de se
protéger contre les effets déléteres d'une
toxicité ferreuse [104, 105].

Stockage intraplastidial : les ferritines

Les ferritines sont capables de stocker le
fer ferrique sous une forme soluble, non
toxique, et remobilisable selon les be-
soins de la cellule. Les ferritines se retrou-
vent de facon ubiquitaire chez les étres
vivants, excepté chez la levure [9], leur
quantité étant accrue lors d'une surcharge
en fer. Les ferritines animales sont locali-
sées dans le cytoplasme et dans les plas-
tes chez les végétaux [100]. Les ferritines
sont toutes constituées de 24 sous-unités
protéiques formant une sphére creuse au
sein de laquelle s'élabore un coeur miné-

ral d’oxyhydrophosphate ferrique. Cha-
que protéine de ferritine peut stocker
jusqu'a 4 500 atomes de fer. Des ¢tudes in
vitro ont montré que l'incorporation du
fer dans la ferritine se fait apres réduction
du fer ferrique complexé par des chélats
comme le citrate. Deux genes, ZmFerl et
ZmFer2, ont été clonés chez le mais, et
quatre genes, AtFer1-4, chez A. thaliana.
L'expression des ferritines a constitué un
modele d’étude, animal et végétal, de la
régulation des genes par le fer. Chez les
animaux, la régulation de l'expression
des geénes de ferritines est traduction-
nelle, et fait intervenir les régulateurs
IRP1 et IRP2 [5]. Chez les végétaux, la
quantité de ferritines varie au cours du
développement [107]. Depuis, I'analyse
de I'expression des genes codant les dif-
férentes isoformes de ferritines a mis en
¢vidence des régulations par différents
facteurs développementaux et environ-
nementaux, dont la surcharge en fer, le
stress  oxydatif et lacide abscissique
(ABA) [9].

Des études récentes ont permis d'identi-
fier des séquences promotrices, appelées
FRE (Fe Response Element) chez le soja
[108] et IDRS (Iron-Dependent Reguilatory
Sequence) chez le mais et A. thaliana
[109]. Ces séquences sont impliquées
dans la répression de l'expression des
genes ZmkFerl et AtFerl, ainsi que du
gene orthologue de soja, lors de condi-
tions de carence en fer.

La vacuole :

compartiment de stockage du fer ?
Pendant de nombreuses années, nos
connaissances des modes de stockage du
fer chez les végétaux se limitaient a la
synthese de ferritines dans les plastes
d’'une part, et a la présence de précipités
du fer dans l'apoplasme, d’autre part. Les
levures sont capables de se diviser pen-
dant plusieurs générations dans un milieu
totalement dépourvu de fer car elles ont
la possibilité de stocker cet élément dans
la vacuole sous une forme remobilisable
pour la cellule [110]. Des genes codant
des transporteurs de fer ont été clonés
chez S. cerevisiae, et leurs produits carac-
térisés comme étant impliqués dans l'in-
flux [111] et l'efflux (112, 113] d'ions Fe**
vacuolaire. Les premiers ¢léments en fa-
veur d'un stockage du fer vacuolaire chez
les végétaux proviennent de I'étude de la
localisation sub-cellulaire de la NA. Cette
molécule, nécessaire a la chélation et au
maintien du fer sous une forme soluble
dans la cellule, pourrait également jouer
un role dans sa compartimentation dans
la vacuole, ou elle se trouve localisée
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lorsque des plantes sont traitées par un
exces de fer [114]. Une cytochrome b5
réductase de mais localisée sur le tono-
plaste et impliquée dans la réduction du
fer a été recemment identifiée [115]. Son
role physiologique est inconnu, mais
ouvre de nouvelles perspectives concer-
nant les mécanismes assurant le maintien
de 'homéostasie du fer chez les vége-
taux. Ainsi, il est concevable qu'un sys-
teme de transport d’ions Fe** (d'influx
et/ou d'efflux) existe aussi sur le tono-
plaste. Une telle hypothese est renforcée
par la récente démonstration de la locali-
sation du transporteur Nramp3 sur le
tonoplaste des cellule végétales, et de
I'induction de sa synthese en réponse a la
carence en fer [116).

Identité moléculaire
des transporteurs
de fer chez les plantes

Comme mentionné ci-dessus, I'étude de
la physiologie du transport du fer chez les
plantes a permis la mise en évidence de
deux stratégies, selon les végétaux consi-
dérés. Pour les dicotylédones et les mono-
cotylédones non graminées, le transport
d'ions Fe** requiert une activité d’acidifi-
cation et de réduction avant le transport
proprement dit. Les données moléculai-
res actuelles indiquent que l'acidification
du sol en condition de carence en fer
résulterait probablement de l'activité d’'un
des douze membres de la famille AHA
(Arabidopsis H™-ATPase) [117]. Des tra-
vaux récents ont permis d'identifier le
gene codant la réductase ferrique impli-
quée dans la réduction du fer du sol. Le
gene FRO2 d’A. thaliana a été cloné par
réaction de polymérisation en chaine
(PCR) par homologie avec les geénes co-
dant les réductases ferriques FREI et
FRE2 de la levure [118]. L'expression du
gene FROZ est induite en réponse a la
carence en fer dans les racines et sa
fonction a été démontrée par complé-
mentation du mutant frd1 d'A. thaliana
déficient pour lactivité de réduction du
fer. Le gene PsFROI codant une réductase
ferrique de pois a été trés récemment
cloné [119]. 1l est exprimé dans les racines
et dans les parties aériennes de plantes
carencées en fer, indiquant un role global
de cette réductase dans I'homéostasie du
fer.
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Transporteurs
de la famille NRAMP

Des genes codant les transporteurs de
métaux NRAMP ont été identifiés depuis
les bactéries jusquaux étres humains.
L'origine de la famille NRAMP remonte a
I'identification du gene NRAMPI, dont la
mutation confére a la souris une sensibi-
lité accrue aux bactéries et a donné le
nom a cette famille [120]. La fonction de
membre de cette famille a été démontrée
plus tard, par des études électrophysiolo-
giques et génétiques. Ainsi, les membres
DCT1/NRAMP2 et leurs homologues de
levure, les protéines SMF, transportent un
large spectre de cations divalents métalli-
ques [121-124].

Chez les plantes, trois ADNc apparentés a
la famille NRAMP ont été clonés chez
Oryza sativa, mais aucune caractérisation
fonctionnelle n'a été réalisée [125]. Le
séquencage du génome d'A. thaliana a
permis 'identification de six génes mem-
bres de la famille NRAMP, appelés
AINRAMPI-6, et regroupés en deux sous-
familles, I'une comprenant AtNRAMPI et
AINRAMPO, l'autre AINRAMP2-5. L'impli-
cation de certains membres NRAMP d'A.
thaliana dans le transport des métaux a
été élucidée en systeme hétérologue
et/ou in planta. L'expression des ADNc
AINRAMPI, 3, et 4 restaure la capacité de
croissance de mutants de levure affectés
dans le transport du fer et du manganése
[126, 127] et augmente la sensibilité d'une
souche sauvage au cadmium [127]. Les
transcrits AINRAMP1-3 d’une part, et AtN-
RAMP4 d’autre part, sont détectés majori-
tairement dans les racines ou dans les
parties aériennes respectivement [120,
127]. L'expression des génes AINRAMPI,
3 et 4 est induite par la carence en fer,
alors que l'expression d’AINRAMP2 ne
lest pas [126, 127]. Le fait que la surex-
pression d’AINRAMP3 provoque une sur-
accumulation de fer lors d’un traitement
par le cadmium, et que la surexpression
d’AINRAMP1 confére une résistance ac-
crue aux doses toxiques de fer confirme
que ces membres sont impliqués dans
'homéostasie du fer in planta. Enfin, la
surexpression d’AINRAMP3 augmente la
sensibilité au cadmium présent dans le
milieu, et une mutation affectant ce méme
gene améliore la résistance au cadmium,
indiquant qu’AtNRAMP3 pourrait trans-
porter le cadmium chez A. thaliana. Les
résultats les plus récents indiquent que la
protéine AtNRAMP3 est localisée sur le
tonoplaste et serait impliquée dans la
remobilisation du fer stocké dans la va-

cuole vers le cytoplasme lors d'une ca-
rence en fer [116]. De méme, les protéines
AINRAMP1 et AtNRAMPGO possedent un
signal d’adressage dans les plastes. Nous
avons vu précédemment qu’un transport
d’ions Fe**, et probablement Zn**, Mn**,
et Cu** existait au niveau de 'enveloppe
interne des chloroplastes. Les transpor-
teurs AINRAMP1 et AINRAMPO représen-
tent donc des candidats sérieux pour cette
fonction.

Transporteurs
de la famille ZIP

La caractérisation des transporteurs de fer
de la famille ZIP chez les végétaux a
débuté avec le clonage et la caractérisa-
tion de 'ADNc IRT1 d'Arabidopsis en
systeme hétérologue dans la souche mu-
tante fet3fet4 de S. cerevisiae, déficiente
dans le transport haute et basse affinité du
fer [128]. IRT1 code une protéine de
339 acides aminés posseédant huit seg-
ments transmembranaires putatifs.
L'expression de 'ADNc [RT1 d’A. tha-
liana dans le mutant fet3fet4 de S. cerevi-
siae provoque l'apparition d'une nou-
velle activité de transport a haute affinité
des ions >Fe*". Ce transport d'ions Fe?*
est inhibé lorsque des ions Cd**, Mn*",
Zn**, et Co**, sont présents en exces dans
le milieu réactionnel, évoquant la possibi-
lit¢ que la protéine IRT1 soit également
capable de transporter ces métaux. L'utili-
sation des mutants zrt1zrt2et Asmf1 de S.
cereviside, respectivement déficients pour
le transport du zinc et du manganése, a
permis de confirmer cette derniére obser-
vation. En effet, I'expression de 'ADNc
IRT1 dans ces souches provoque l'appari-
tion d'influx a haute affinité d'ions Zn*",
ou Mn**, toujours inhibés par la présence
d'ions Co** et Cd**, mais non Cu** [129].
Enfin, l'expression de 'ADN¢ IRT7 dans
une souche sauvage de levure entraine
une sensibilité accrue au cadmium pré-
sent dans le milieu, indiquant que la
protéine IRT1 est également capable de
transporter les ions Cd** [130].

Des études d’expression, réalisées par
northern blot a partir ’ARN totaux ex-
traits de plantes d’A. thaliana cultivées en
conditions de carence métallique, mon-
trent que la seule carence en fer provo-
que une forte induction de I'expression
du gene [RT1 dans les racines. IRT1 appa-
rait donc comme un transporteur de fer
racinaire induit par la carence en fer, et
capable par ailleurs de transporter divers
métaux dans ces mémes conditions. Il est
connu depuis longtemps que les plantes




carencées en fer accumulent dans leurs
tissus des métaux lourds [42]. La caractéri-
sation récente d'un mutant d'insertion
ADN-T dans le troisieme exon du gene
IRTI a permis de démontrer que cete
protéine était effectivement responsable
du transport du fer, du zinc, du manga-
nese et du cadmium in planta, dans des
conditions de déficience en fer. D'autre
part, la localisation d'IRT1 dans les cou-
ches cellulaires épidermique et du cortex
de la racine, ainsi que sa localisation sur
la membrane plasmique, démontrent qu'il
s'agit du transporteur majeur responsable
de l'acquisition du fer par les racines des
dicotylédones [131, 132].

Des séquences similaires a IRT1 ont été
identifiées chez A. thaliana (IRT2 et
IRT3), chez la plante de la stratégie II
Oryza sativa, et chez S. cerevisiae. Ces
mémes protéines de levure similaires a
IRT1 s'avereront par la suite correspondre
a ZRT1p et ZRT2p, respectivement les
transporteurs a haute et a basse affinité de
zinc chez S. cerevisiae. Ces protéines ap-
partiennent a la famille des transporteurs
de métaux ZIP (ZRT-IRT1 related Pro-
tein) [133]. Le transporteur IRT2 est pré-
sent dans les mémes territoires cellulaires
quIRT1 mais ne compense pas la muta-
tion #rt1. 11 est capable de complémenter
la mutation fet3fet4 de levure, est inducti-
ble par la carence en fer, mais son niveau
d'expression est 100 fois inférieur a celui
d'IRT1 [134].

Les données actuelles de séquencage des
génomes ont permis de montrer que la
famille ZIP était formée d'au moins
85 membres, chez des organismes aussi
variés que Caenorbabditis elegans, le
trypanosome ou encore 'homme [135].
Les analyses de séquences des membres
de la famille ZIP de divers organismes
indiquent qu'ils possedent tous huit seg-
ments transmembranaires putatifs, et une
topologie identique avec les extrémités
N- et C-terminales extracellulaires. Les
protéines appartenant a cette famille pos-
sedent de 326 a 425 acides aminés, diffé-
rence due a un domaine variable entre les
domaines transmembranaires III et IV.
Cette portion contient un motif cytoplas-
mique, similaire au domaine putatif de
fixation des métaux décrit chez les trans-
porteurs appartenant a la famille CDF
(Cation Diffusion Facilitator), riche en
résidus histidine [136]. Les résidus histi-
dine présents au sein des segments trans-
membranaires IV et V sont conservés
chez les membres de la famille ZIP, et
pourraient faire partie d'un site de fixa-
tion intramembranaire des métaux [133],

Une étude de mutagenése dirigée d'TRT1
a dailleurs permis d'identifier un certain
nombre de résidus déterminants pour
lactivité de transport et la spécificité de
substrat dans la levure [130].

Transporteurs
de la famille IREG

Divers travaux ont conduit au clonage de
genes impliqués dans lefflux de fer chez
les mammiferes [137, 138] et chez le pois-
son zebre [139]. Ces protéines sont locali-
sées au niveau de la membrane basale
des entérocytes, ainsi que dans d'autres
tissus. L'expression des geénes correspon-
dants est induite lors d'une privation de
fer. Les produits de ces génes seraient
ainsi responsables de l'efflux dans la cir-
culation générale du fer absorbé dans les
entérocytes par DCT1/NRAMP2. Le sé-
quencage du génome d'A. thaliana a
permis d'identifier deux séquences ho-
mologues [137], nommées AUREG1 et Atl-
REG2. De facon tres spéculative, ces deux
protéines d'A. thaliana pourraient étre
impliquées dans l'efflux de fer depuis la
cellule vers le milieu extérieur, ou vers un
compartiment intracellulaire. Une pers-
pective attrayante serait que de tels trans-
porteurs d'efflux soient responsables de
la sécrétion de fer dans le xyleme.

Transporteurs
de la famille YS-YSL

La mutagenese du mais par I'élément
transposable Ac/Ds a permis d’isoler un
mutant présentant le méme phénotype de
chlorose internervaire que le mutant
spontané ps7 de mais. 'ADNc YS7 a été
cloné par criblage d'une banque d’ADNc
de mais provenant de racines carencées
en fer, en utilisant une sonde génomique
provenant de la région encadrant l'inser-
tion du transposon dans le gene YS7 [81].
Le produit du gene YS7 possede dix a
douze domaines hydrophobes, potentiel-
lement transmembranaires. La protéine
YS1 est apparentée a la superfamille des
OPT (Oligopeptide Transporters), décrite
chez les bactéries et les champignons.
Cela est cohérent avec le fait que la
protéine YS1, comme nous le verrons
ci-apres, transporte des phytosidéro-
phores. L'expression de I'ADNc Y57 chez
le mutant fel3fet4 de levure restaure la
croissance de celui-ci sur un milieu
n'ayant pour source de fer que le com-
plexe Fe-DMA. En accord avec les don-
nées physiologiques obtenues lors de la
caractérisation du mutant ysZ de mais

[801, YST est un transporteur de fer ferri-
que complexé a la molécule de phytosi-
dérophore. L'expression du gene YS7 est
induite lors de la carence en fer, dans les
racines et les parties aériennes, indiquant
que la protéine correspondante jouerait
un role, non seulement dans I'absorption,
mais aussi dans la distribution des com-
plexes fer-phytosidérophore dans la
plante.

Linterrogation des bases de données
montre I'existence d'une EST correspon-
dant 2 un second géne YS7 chez le mais,
ainsi que des séquences similaires chez
d'autres especes dont A. thaliana, plante
développant des réponses de type straté-
gie I lors d’'une carence en fer. A. thaliana
possede huit genes, nommés ysL (ysi-
Like), dont les produits sont trés similaires
entre eux et a YS1. Ces protéines appar-
tiennent a4 deux sous-familles distinctes
phylogénétiquement, dont la premiére
comprend YSL1-3 et la seconde YSL4-8.
Le fait que seules les graminées synthéti-
sent et utilisent les phytosidérophores
pour leur nutrition en fer pose la question
du role de ces protéines YSL chez une
plante dépendante de la stratégie 1 pour
acqueérir le fer par ses racines.

La NA, précurseur de la biosynthese des
acides muginéiques comme nous l'avons
vu précédemment, est trés semblable a
ces derniers sur le plan de sa structure
chimique (figure 8§ A et B), et est présent
chez tous les végétaux. Un certain nom-
bre d'indications déja évoquées sugge-
rent que cette molécule est impliquée
dans I'homéostasie des métaux, dont le
fer. Ainsi, les protéines YSL pourraient
participer a la mobilisation des comple-
xes NA-Fe entre les différents tissus, ou

compartiments  sub-cellulaires de la
plante.
Régulation

de I'absorption du fer
chez les végétaux

La toxicité potentielle du fer ainsi que son
importance pour le métabolisme impli-
quent l'existence d'une régulation trés
fine de 'homéostasie de ce métal. Toute-
fois, les mécanismes assurant la percep-
tion du statut en fer chez les végétaux, et
permettant la régulation des genes impli-
qués dans la réponse a la carence ou a
I'exces de fer sont peu connus.
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Figure 8. Structure chimique compareée de la nicotianamine et de |'acide déoxymuginéique.

A) Structure chimique de la NA et du DMA. B) Modélisation de la structure tri-dimensionnelle de la NA et du DMA. Les
atomes de fer sont indiqués par la fleche en pointillés. Les groupements chimiques différents sont représentées par un

cercle vert.

NA : nicotianamine ; DMA : acide déoxymuginéique (d’apres [83]).

Figure 8. Comparative chemical structure of nicotianamine and deoxymugineic acid.

Mutants affectés
dans la régulation
de I'absorption du fer

Le mutant de tomate chin

Le phénotype des plantes chl comprend
une dérégulation des activités de trans-
port du fer. Outre une chlorose interner-
vaire, les plantes mutantes montrent une
activation des réponses physiologiques et
morphologiques a la carence en fer,
méme lorsqu’elles sont cultivées en sa
présence. Parmi les dérégulations obser-
vées, on note une augmentation de I'ex-
crétion de protons, une augmentation de
l'activité réductase ferrique, une activité
de transport de métaux accrue au niveau
racinaire (Fe, Zn, Mn, Cu..), et une aug-
mentation de I'apparition de poils absor-
bants [140]. Ainsi, les plantes chl présen-
tent toutes les caractéristiques de plantes
déficientes en fer, en méme temps que
des quantités de métaux, dont le fer, dans
les parties aériennes deux a trois fois
supérieures au cultivar de référence [140].
L'ensemble de ces observations est réver-
sible par un apport exogene, dans le
milieu, ou en pulvérisation foliaire, de
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NA, mais non par l'apport de métaux,
dont le fer. Ainsi, il apparait que toutes les
réponses a la carence en fer sont dérégu-
lées chez les plantes chl. Cette incapacité
a réguler ces mécanismes a conduit cer-
tains auteurs a suggérer que la NA était
nécessaire a la signalisation du statut en
fer [141, 142].

Les mutants de pois brz et dg/

Les mutants brz (bronze) et dgl (degene-
rative leaflets) se comportent comme des
plantes cultivées en conditions de ca-
rence, méme lorsquelles sont cultivées
en présence de fer [143, 144]. De ce fait,
ces plantes accumulent de grandes quan-
titets de fer dans les parties aériennes,
conduisant a un retard de croissance et a
I'apparition de points nécrotiques. La mu-
tation brzest localisée sur le chromosome
4 et n'est pas allélique a la mutation dgl.
Ces mutants ont des capacités d’acidifica-
tion, de réduction et de transport de fer
accrues qui expliquent leur phénotype,
mais ne présentent pas de mise en place
des réponses morphologiques a la ca-
rence en fer.

Le mutant d’A. thaliana frd3

Le mutant d'A. thaliana, nommé frd3
(ferric reductase defective), montre une
activité réductase ferrique constitutive et
une accumulation de métaux dans ses
tissus. Ce mutant est allélique au mutant
man 1 (manganese accumulator) [145], et
montre par ailleurs une expression cons-
titutive d'IRT1 [128]. Cette derniere obser-
vation explique la sur-accumulation de
manganese observée chez manl. De
plus, frd3 présente une activation consti-
tutive des activités d'acidification et de
réduction caractéristiques des plantes de
la stratégie 1, quel que soit le statut en fer
de la plante [146]. Le geéne frd3 code un
transporteur de la famille MATE (Multi-
drug and Toxin Efflux) exprimé dans la
racine d'A. thaliana.

Les protéines MATE transportent de nom-
breux solutés depuis les bactéries jusqu’a
A. thaliana. FRD3 pourrait étre impliquée
dans le transport d’'une molécule jouant
un role dans la signalisation du statut en
fer aux racines. Toutefois, aucune donnée
concernant la nature du substrat de FRD3
et sa localisation tissulaire dans la racine
n'est disponible.

Le mutant de tomate fer

Le mutant de tomate T3238fer (fer) est
chlorotique et totalement incapable de
mettre en place les réponses a la carence
en fer caractéristiques de la stratégie
1 [147]. Ainsi, en cas de carence en fer, les
plantes fer ne développent pas de cellu-
les de transfert, et ne stimulent pas l'ex-
crétion de protons ni l'activité de réduc-
tion des ions Fe’*. Les plantes fer se
développent normalement, uniquement
lorsque les plantes sont cultivées en pré-
sence d'une grande quantité de fer, ou
greffées sur des racines de type sauvage.
Le clonage récent du gene fer indique
qu’il code un facteur de transcription a
domaine bHLH, exprimé dans le cylindre
central de I'apex racinaire et dans l'épi-
derme des zones plus agées de la racine
[148].

Signalisation du statut
en fer chez les végétaux

Les premiers éléments concernant la ré-
gulation des réponses a la carence indi-
quent que les racines controlent les activi-
tés d'acidification, de réduction, ainsi que
'apparition des poils absorbants. En effet,
les plantes de pomme de terre dévelop-
pées a partir des yeux présents sur un
tubercule, et dont les parties aériennes
ont ét¢ €liminées montrent toujours les




réponses tant physiologiques que mor-
phologiques a la carence [149]. Toutefois,
des expériences de greffes réciproques
utilisant le mutant sur-accumulateur de
fer dgl avec son cultivar sauvage ont été
réalisées afin d’appréhender l'origine des
signaux régulant l'activité réductase ferri-
que des racines chez le pois [150]. Les
greffes de parties aériennes dgl/ sur le
systéme racinaire sauvage entrainent I'ap-
parition d'une activité réductase ferrique
racinaire constitutive.

Les auteurs ont émis I'hypothese que la
mutation dg/ autoriserait la transmission
d'un signal, depuis les parties aériennes
jusqu’aux racines, provoquant I'induction
de l'activité de réduction du fer lors d’une
carence. Des résultats similaires reposant
sur des expériences de split-root, dans
lesquelles une partie seulement du sys-
teme racinaire est soumise a une carence
en fer, montrent que l'activité réductase
ferrique est induite dans le compartiment
ou le fer est toujours présent [70, 151].

En revanche, l'apparition de cellules de
transfert et/ou des poils absorbants se
produit dans le compartiment ot le fer est
absent. Ainsi, il semble que les réponses
physiologiques soient sous le controle de
signaux provenant des parties aériennes,
alors que les réponses morphologiques
répondent a des signaux locaux. Des
données moléculaires récentes confor-
tent cette intégration de signalisations lo-
cale et longue distance pour réguler le
systeme d'acquisition du fer chez Arabi-
dopsis thaliana [152].

En analysant la cinétique d’expression
des genes IRT1 et FRO2 pendant la récu-
pération d'une carence en fer de plantes
d’Arabidopsis dans des conditions ot I'on
fait varier les concentrations de fer apo-
plastique des racines, il a été montré que
le fer lui-méme constituait un signal local
pour l'expression d’IRT7 et de FROZ2.
Cette activation de l'expression se produit
dans les douze heures qui suivent l'ajout
de fer aprés une carence, et est suivie par
une répression rapide. La présence locale
de fer au niveau des racines aprés une
période de carence n'est cependant pas
suffisante pour induire I'expression des
genes FROZ2 et IRT1.

En effet, des expériences de split-root ont
permis de montrer I'existence d’un signal
provenant des parties aériennes, domi-
nant sur le signal fer local. Cette signalisa-
tion longue distance informe le systeme
racinaire du statut en fer des plantes et
potentialise les effets du fer en tant qu’in-
ducteur local.

Intervention des hormones
dans la réponse
ala carence ?

Une stimulation de la synthese d’éthylene
et d’auxine a été observée lors d'un épi-
sode de carence en fer chez les plantes de
la stratégie I et II [63, 153, 154]. La sur-
charge en fer, en revanche, provoque une
accumulation d’ABA chez le mais [155].
Des études biochimiques indiquent que
les enzymes ACC oxydases ACO1-3 de
tomate, et 9-cis-¢poxycaroténoide dioxy-
génase clonée a partir du mutant ¢p74 de
mais, respectivement impliquées dans les
voies de biosynthése de I'éthylene et de
I'’ABA, requierent du fer pour leur activité
[156, 157]. Le fait que l'activité ACC oxy-
dase nécessite du fer est en accord avec la
diminution d’activité ACC oxydase lors
d'une carence en fer [158].

Diverses études physiologiques plaident
pour une implication des hormones dans
la mise en place des réponses physiologi-
ques a la carence en fer. Ainsi, I'utilisation
d’inhibiteurs de synthése ou d’action de
I'éthyléne provoque une diminution de
l'activité réductase ferrique lors d'une ca-
rence en fer, alors qu'un traitement par
l'acide 1-aminocyclopropane carboxyli-
que (ACC) entraine une augmentation de
ce type de réponse physiologique lors
d'une suffisance en fer [154, 159]. De
méme, un traitement par l'acide 2,3,5-
triiodobenzoique, inhibiteur du transport
polaire de l'auxine depuis les parties aé-
riennes jusqu’aux racines, provoque l'ab-
sence d'acidification de la rhizosphere.
Une étude chez l'orge souligne I'implica-
tion de I'éthyleéne dans l'absorption des
phytosidérophores [42]. Toutefois, I'appli-
cation d'acide 2 4-dichlorophénoxy-
acétique (2,4-D), analogue de l'auxine,
ne provoque qu'une augmentation tres
modérée de lactivité de réduction des
ions ferriques lors d'une suffisance en fer
chez Plantago lanceolata [70).

Les outils de génétique n'ont pas permis
de confirmer ou d’infirmer ces résultats
contradictoires. En effet, les réponses
physiologiques a la carence en fer s'éta-
blissent normalement dans des mutants
d’A. thaliana affectés dans la synthese, la
perception, ou les signalisations hormo-
nales [67].

Le méme type d’approche a, en revanche,
permis d'impliquer les hormones dans les
modifications morphologiques consécuti-
ves 4 une carence en fer. Ainsi, I'applica-
tion d’auxine, d’éthylene et ’ABA mime
l'action d'une carence en provoquant
l'apparition de poils absorbants et, ex-

cepté pour 'ABA, de cellules de transfert
[66, 70, 158, 160]. De plus, les plantes
sauvages traitées par 'ACC, et les mutants
eto (surproducteur d'éthylene) et ctrl
d'Arabidopsis (montrant constitutivement
les réponses a l'éthylene) développent
des poils absorbants ectopiques, comme
lors d’'une carence en fer, ce qui suggere
encore une fois que I'éthylene est impli-
qué dans la transduction de I'information
conduisant a I'apparition des poils absor-
bants en carence en fer [66]. Une étude
fine concernant 'apparition des poils ab-
sorbants chez différents mutants de voies
hormonales, lors de carence en fer ou en
phosphore, a permis d’établir une voie de
signalisation dépendante principalement
de l'éthylene et aboutissant au dévelop-
pement des poils absorbants lors de la
limitation en fer [71].

Le dernier élément montrant une relation
entre les hormones et 'homéostasie du
fer provient de I'étude des ferritines. En
effet, une voie d'activation de l'expres-
sion de ferritine par le fer est dépendante
de 'ABA. Des analyses génétiques fon-
dées sur l'utilisation du mutant gp2, af-
fecté dans la biosyntheése de 'ABA, mon-
trent que l'induction de l'expression de
gene de ferritines lors d'un exces de fer
est perturbée dans ce mutant [155).

Conclusion

Une quantité importante d'information a
¢été obtenue ces cing dernicres années
concernant la caractérisation moléculaire
des transporteurs impliqués dans le trans-
port du fer chez les plantes. En particulier
I'analyse des genes FROZ2, IRT1 et YS1, a
permis de comprendre les voies d'entrée
de ce métal dans les racines. Plusieurs
candidats appartenant a diverses familles
de genes constituent des éléments poten-
tiels importants pour le transport longue
distance du fer et pour sa compartimenta-
tion sub-cellulaire dans divers organites.
Les futurs enjeux concernent la caractéri-
sation de 'ensemble de ces transporteurs
et la compréhension des mécanismes de
leur régulation en réponse au statut nutri-
tionnel en fer des plantes. De telles régu-
lations operent en intégrant des voies de
signalisation locales et des transport de
signaux sur de longues distances, en par-
ticulier entre les parties aériennes et les
racines. Enfin, déterminer comment ces
activités de transport et ces événements
de signalisation sont liés au stockage du
fer et a son utilisation pour les besoins du
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métabolisme sera tres important pour
comprendre les bases moléculaires de
'homéostase du fer chez les plantes B
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