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RESUME GENERAL

L’acclimatation au froid est le processus par lequel certaines plantes, suite a une
exposition a des températures légérement au-dessus de 0°C, acquiérent une tolérance
au gel qui leur permet de survivre aux conditions rigoureuses de 1’hiver. Ce processus
est associé a 1’induction de plusieurs genes et a I’accumulation de plusieurs protéines.
Chez le blé, cette accumulation est plus importante chez les variétés d’hiver, plus
tolérantes au gel, que chez les variétés de printemps. La comparaison des blés d’hiver
et de printemps a, jusqu’a maintenant, permis I’identification de plusieurs génes
potentiellement importants lors de I’acquisition de la tolérance au gel. Mes travaux de
doctorat portent précisément sur un groupe de geénes régulés par les basses
températures et qui codent pour des protéines de la famille des lipocalines. Ces
protéines se retrouvent chez les animaux vertébrés et invertébrés, plantes et bactéries.
Elles sont principalement connues comme des protéines de transport et sont
impliquées dans plusieurs fonctions cellulaires telles que modulation de la croissance
cellulaire et du développement, liaison a des récepteurs et signalisation, et réponse
aux stress environnementaux. Dans un premier temps, mon travail a permis de
découvrir et caractériser les premieres lipocalines de plantes, identifiées chez le blé et
Arabidopsis et désignées TIL pour « Temperature-Induced Lipocalins ». L’analyse
des séquences protéiques a démontré la présence de trois régions conservées qui
caractérisent les lipocalines. De plus, cette analyse a permis de montrer une similitude
entre ces protéines végétales et 1’ Apolipoprotéine D humaine (ApoD), la lipocaline
bactérienne Blc et la lipocaline d’insecte Lazarillo. Une comparaison de la structure
tertiaire des lipocalines TIL avec celle de I’ ApoD suggére que ces protéines different
au niveau de leur site d’attachement a la membrane et de leur site de liaison au ligand.
De plus, des analyses ont démontré que les ARN messagers TaTIL et AtTIL
s’accumulent au cours de I’acclimatation au froid et suite a un choc thermique. Par la
suite, mes études ont permis de classifier les lipocalines de plantes et de suggérer des
fonctions possibles. Pour ce faire, une approche intégrée de compilation de données
de séquence, profil d’expression, analyses phylogénétiques, et prédictions
bioinformatiques a été utilisée. Ceci a permis l’identification de deux nouveaux
groupes de lipocalines de plantes, désignés TIL-2 et CHL (Chloroplastic Lipocalins).
Deux autres groupes de protéines, soit les violaxanthine dé-époxidases (VDE) et les
zéaxanthine époxidases (ZEP), possédent une légére similarité avec les lipocalines
TILs et ont été classifiées sous le nom de protéines « lipocalin-like ». L’expression
des lipocalines et des protéines « lipocalin-like » de blé est régulée par différents
stress abiotiques. De plus, chez le blé, cette expression est corrélée avec la capacité de
la plante a développer une tolérance au gel, ce qui suggére une fonction possible au
niveau de la protection contre les dommages provoqués par le gel. Ces résultats,
combinés a I’analyse phylogénétique, supportent I’hypothése que 1’évolution des
lipocalines est reliée a une fonction de protection cellulaire. Ceci est supporté par
I’expression de lipocalines dans des organismes tolérants comme Debaryomyce



XV

hansenii, Porphyra yezoensis et les céréales d’hiver. Finalement, mes travaux ont
contribué a élucider la fonction cellulaire de la lipocaline TIL chez Arabidopsis.
Différentes approches de type gain ou perte de fonction ainsi que des analyses de
biopuces d’ADN et des mesures de capacité photosynthétique ont été réalisées. Les
résultats ont démontré que des plantes n’accumulant pas A¢fTIL sont trés sensibles aux
baisses soudaines de température et au stress oxydatif, et que ce phénotype peut étre
renversé lorsque I|’accumulation de cette protéine est rétablie. De plus, la
surexpression de AfTIL augmente la tolérance des plantes a ces deux stress en plus de
retarder la floraison et la sénescence de la plante. L’analyse de biopuces d’ADN a
indiqué que I’absence de AfTIL affecte I’expression de 66 génes. Parmi ceux-ci, de
nombreux génes impliqués dans le contréle de I’horloge circadienne et de la balance
énergétique de la plante. Ces données suggérent que A(TIL affecte une voie
métabolique alternative qui module le niveau d’énergie cellulaire dans le but
d’accroitre la tolérance au stress oxydatif. Les travaux présentés dans cette thése nous
aident donc a mieux comprendre le rdle des lipocalines chez les plantes et & orienter
la recherche sur les mécanismes moléculaires, physiologiques et biochimiques
associés a l’acclimatation au froid. L’ensemble des informations recueillies nous
ameénent a croire que les lipocalines végétales possédent un potentiel important dans
notre stratégie globale d’amélioration des céréales dans le but de leur conférer une
plus grande tolérance au gel et autres stress abiotiques.

Mots clés : acclimatation au froid; Arabidopsis thaliana; lipocaline; stress
oxydatif; Triticum aestivum L.



CHAPITRE 1

REVUE DE LITTERATURE

1.0 Introduction

Les plantes contribuent énormément a la vie sur terre. Elles affectent
I’environnement global en prévenant I’érosion des sols, en étant la principale source
de carbone, en conservant I’humidité et en produisant I’oxygéne que 1’on respire. Les
plantes sont source de fibres, carburants, médicaments et aliments. L'explosion
démographique que nous connaissons actuellement engendre des besoins toujours
croissants envers cette ressource. Dans le dernier siécle, la modernisation des
méthodes agricoles et de croisements a permis d'augmenter considérablement le
niveau de production des cultures. Cependant, ces méthodes coliteuses requiérent
beaucoup de ressources, de temps et d'espéces ayant des bagages génétiques tres
variés. La transformation génétique est depuis peu utilisée dans le but de contourner
ces barriéres. Cette approche est notamment utilisée dans le but de diminuer les
dommages causés par le gel chez les espéces économiquement importantes.

Afin d'utiliser cette approche, il est important de comprendre les mécanismes
physiologiques, biochimiques et moléculaires impliqués dans la résistance au froid et
au gel. Les prochaines sections témoignent des progrés accomplis dans le but

d'augmenter nos connaissances sur ces mécanismes.
1.1 Les plantes et les basses températures
Le stress au froid survient lorsque les températures se situent entre 0 et 10°C,

tandis que le gel survient lorsque les températures descendent au-dessous de zéro. Le

degré de tolérance au froid et au gel est trés variable chez les végétaux. On retrouve
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donc des plantes tolérantes au froid et au gel, sensibles au froid et au gel, et tolérantes
au froid, mais sensibles au gel. Certaines plantes peuvent acquérir un degré de
tolérance supérieur au froid ou au gel aprés une période d'exposition a des
températures légérement supérieures au point critique de sensibilité. Par exemple, le
blé d'hiver tolére normalement des températures de -5°C mais peut survivre a -18°C
apres une période d'exposition au froid (Limin et al., 1997). Certaines espéces comme
le mais sont sensibles au froid. Malgré le fait que celui-ci peut acquérir une certaine
tolérance au froid aprés un passage a 14°C, il lui sera impossible de devenir tolérant

au gel (Prasad et al., 1994).

1.2 Effets du gel

La formation de cristaux de glace dans le milieu extracellulaire suite au gel est
tres dommageable pour les cellules des plantes. Ces dommages s'expliquent de la
fagon suivante. Le point de congélation de I'eau apoplastique (dans l'espace entre la
membrane plasmique et la paroi cellulaire) est plus élevé que celui de l'eau
intracellulaire. Par conséquent, I'abaissement de la température cause I'apparition de
cristaux de glace d'abord a l'extérieur de la cellule. La pression de vapeur de la glace
étant plus faible que celle de I'eau liquide, il en résulte un gradient de potentiel qui
déplace l'eau liquide intracellulaire vers les cristaux de glace. On observe alors une
déshydratation du protoplasme et I'augmentation de la concentration en solutés ainsi
qu’un affaissement de la membrane plasmique (Guy, 1990). Comme la congélation
meéne a une diminution du volume du cytoplasme, il s'ensuit un réajustement de la
dimension de la membrane plasmique par endocytose. C'est lors du dégel que
surviennent la majorité des dommages a la membrane. A ce moment, I'augmentation
de la surface de la membrane plasmique n'est pas aussi rapide que l'augmentation du
volume cytoplasmique, I'expansion subite du cytoplasme provoque une lyse cellulaire

(Steponkus, 1984).
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Autre conséquence du gel, la diminution du volume cytoplasmique et la
déshydratation a la surface des membranes survenant de -4°C a -10°C provoquent un
rapprochement des membranes plasmiques et chloroplastiques. Etant donné les
compositions lipidiques différentes de ces membranes, un mélange se produit et on
assiste a la formation de vésicules lipidiques mixtes de type phase hexagonale II. Au
retour des températures clémentes, ces vésicules mixtes fusionnent & nouveau avec
les différentes membranes plasmiques changeant ainsi la composition et la fluidité de
ces derniéres. Les membranes ainsi modifiées deviennent alors trés fragiles et
dysfonctionnelles (Steponkus, 1984).

Lorsque les températures descendent en dessous de -10°C, des fractures de la
surface cellulaire (fracture jump lesion) surviennent chez les plantes sensibles. L'effet
de ces fractures n'est pas connu, mais comme pour les deux phénoménes précédents,
ces lésions ne sont pas observables chez les plantes capables de tolérer le gel. La
tolérance au gel acquise par certaines plantes permet a celles-ci de survivre a ces
stress hydriques, thermiques et mécaniques tandis que les plantes sensibles meurent
(Burke et al., 1976).

Pour tolérer le gel, la plante fait appel a des mécanismes inductibles qui
peuvent apparaitre ou disparaitre au besoin. Dans la nature, c'est au cours de
l'automne, alors que la plante est exposée au froid, que débute I'ensemble des

changements conduisant a I’acquisition de ces mécanismes de résistance.

1.3 Effets du froid

Dans un cycle annuel, la prolongation des périodes froides et la diminution de
la photopériode sont pergues comme |’avénement de I’hiver. La combinaison de ces
deux phénomeénes produit de multiples effets observables dans nos régions tempérées
tels que la coloration et la chute des feuilles et I’accumulation de réserves sous forme
de sucres. La capacité a fleurir de certaines plantes est aussi affectée par le froid. Par

exemple, pour le blé d’hiver, une longue exposition a de basses températures accélére
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le processus d’induction de la floraison (Simpson et al., 1999). Ce phénoméne est
nommé vernalisation et intégre le froid comme signal important lors de la transition
de la phase végétative a la phase reproductive (Kane et al., 2006). Ces changements
perceptibles témoignent de certains ajustements moléculaires et métaboliques chez la

plante suite a son exposition au froid. Voici quelques-un de ces ajustements.

1.3.1 Effet du froid sur I’horloge circadienne

A Pintérieur d’un cycle de 24 heures, des baisses de température et de
luminosité sont percues comme la venue de la nuit. Certaines études ont démontré
que les plantes sont capables d’intégrer le signal des basses températures comme
agent synchronisateur de leur horloge circadienne (McClung, 2001). Par conséquent,
les plantes ajustent le fonctionnement de leur horloge afin d’adapter de fagon précise
leur métabolisme aux différentes conditions conférées par leur environnement
(Millar, 2004; Salomé et McClung, 2005). Il a d’ailleurs été démontré que la capacité
d’ajuster le fonctionnement de I’horloge circadienne est un caractére qui confére un
avantage important lors de I’évolution des espéces végétales (Dodd et al., 2005).
Contrairement a la photopériode, la fagon dont le froid et les différents stress sont
percus et intégrés dans le fonctionnement de I’horloge circadienne est encore
méconnue. Avant d’aborder le phénoméne de compensation pour la température et
autres stress environnementaux de 1’horloge circadienne, il est important de bien

comprendre le fonctionnement de cette dernicre.

1.3.1.1 Fonctionnement de I’horloge circadienne

Chez les plantes, I’horloge circadienne régule I’expression de plusieurs genes.
Ceci a pour effet d’influencer de nombreux processus biologiques notamment
’élongation de I’hypocotyle, la position des feuilles, le temps de floraison,

I’expression des génes de la machinerie photosynthétique et le rythme de fixation du
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CO, (McClung, 2006). Les premiéres expériences utilisant la technologie des puces a
ADN montrent qu’environ 10% de tous les ARN d’Arabidopsis présentent une
expression qui varie significativement au cours d’une période de 24 heures (Harmer.,
2000; Schaffer et al., 2001). Le gétne CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN
(CAB), dont I’expression est maximale au milieu de la matinée, est 1’'un des
principaux marqueurs du cycle circadien et est largement utilisé pour caractériser les
différents mutants arythmiques. L’utilisation de ce marqueur a permis I’identification
de plusieurs génes composant |’horloge circadienne chez Arabidopsis.

Le modéle actuel de I’horloge circadienne est majoritairement basé sur
plusieurs boucles de rétrocontrole au centre desquelles se retrouvent invariablement
trois protéines : deux facteurs de transcription de type MYB, C/IRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1 (CCAl) et LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), et la protéine
TIMING OF CAB1 EXPRESSION (TOCI, ou PSEUDO RESPONSE REGULATORI,
PRRI) (Alabadi et al., 2001; Alabadi et al., 2002). La boucle de rétrocontréle
principale implique les génes LHY et CCAI qui sont exprimés de facon rythmique au
lever du jour. Les deux protéines correspondantes s’accumulent fortement durant
deux a trois heures, et répriment 1’expression de TOC/! en se fixant a son promoteur.
Pendant la journée, I’accumulation des protéines CCA1/LHY diminue peu a peu,
favorisant graduellement la transcription de TOCI. L’accumulation de la protéine
TOCI! durant la nuit active, le matin suivant, la transcription des génes CCAI/LHY.
Cette dernicre activation nécessite |’expression d’autres génes majoritairement
exprimés en fin de journée: EARLY FLOWERING 3 (ELF3), EARLY FLOWERING 4
(ELF4), LUX ARRHYTHMO (LUX) et GIGANTEA (GI) (Schaffer et al., 1998; Fowler
et al., 1999; Doyle et al., 2002; Hazen et al., 2005).

Une seconde boucle de rétrocontrdle est proposée pour expliquer le
fonctionnement de 1’horloge circadienne chez Arabidopsis. Au cceur de cette boucle
se retrouve une protéine hypothétique s’accumulant en soirée qui viendrait activer

I’expression de TOC!. L expression du géne codant pour cette protéine hypothétique
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serait elle-méme réprimée par la protéine TOCI. Cette protéine demeure inconnue,
mais il s’agirait peut-étre de GIGANTEA (Locke et al., 2005).

Une troisieme boucle implique des geénes apparentés a TOCI. Ce dernier,
partage de 1’homologie avec 4 autres genes, soit APRR (ARABIDOPSIS PSEUDO-
RESPONSE REGULATORS) 3, 5, 7 et 9 (Matsushika et al., 2000). Le regroupement
de ces génes est connu sous le nom de quintette APRR. A I’aube, APRRY est le
premier gene du quintet'te APRR a étre activé, suivi successivement de APRR?7,
APRRS5, APRR3 et de TOC|. La durée de I’expression de chacun de ces génes est de 2
a 3 heures (Makino et al., 2001). Cette cascade d’activation donne justement lieu a
cette troisieme boucle de rétrocontréle. CCAl et LHY régulent positivement
’expression de APRRS5, APRR7 et APRRY alors qu’a ’inverse les protéines APRRS,
APRR7 et APRRY répriment ’expression de CCAI et LHY (Farré et al.,, 2005;
Harmer et Kay, 2005; Mizuno et Nakamichi, 2005; Nakamichi et al., 2005). Etant
donné la redondance des génes APRR, la perte de la fonction de I’un de ceux-ci n’a
que trés peu d’effet sur I’horloge. Cependant, lorsque les génes APRRS5, APRR7 et
APRRSY sont tous défectueux, il s’ensuit une arythmie sévére chez la plante conférant
un role central au quintette APRR dans le fonctionnement de I’horloge (Kaczorowski
et Quail, 2003; Michael et al., 2003). Cependant, la surexpression des génes APRR
n’a que trés peu d’effet suggérant ainsi que des facteurs additionnels encore inconnus
sont requis (Matsushika et al., 2002; Sato et al., 2002; Murakami et al.,2004).

Plusieurs chercheurs se trouvent déroutés par le paradoxe de I’horloge
circadienne. Bien que tous les eucaryotes possédent des mécanismes moléculaires
régulant les rythmes circadiens, la composition de ces mécanismes varie d’un
organisme a 1’autre. Cependant, plusieurs d’entre eux sont convaincus que certains
des génes associés a I’horloge circadienne sont conservés dans I’évolution (Dunlap et

al., 2004) et qu'il ne reste qu’a les trouver.



1.3.1.2 Compensation de I’horloge circadienne pour la température

Une des caractéristiques qui définit I’horloge circadienne chez tous les étres
vivants est la capacité de maintenir un rythme robuste avec une période avoisinant les
24 h sous différents régimes de température. Ce phénomene important, appelé
compensation pour la température, est peu connu chez les plantes. Cependant, ce
dernier est largement étudié chez la drosophile et chez Neurospora, ou les génes
PERIOD (PER), TIMELESS (TIM) et FREQUENCY (FRQ) sont des joueurs de
premier plan (Bargiello et Young, 1984; Zehring et al., 1984; McClung et al., 1989;
Sehgal et al., 1994). Deux hypothéses majeures découlent de 1’étude du phénoméne
de compensation pour la température chez ces deux organismes. La premiere stipule
que la compensation est un caractére intrinséque aux genes de I’horloge circadienne.
Ceux-ci, sans ’aide de facteurs externes, pourraient s’autoréguler afin de compenser
pour I’écart de température (Price, 1997; Hamblen et al., 1998; Rothenfluh et al.,
2000). L’autre hypothése est que la compensation pour la température de I’horloge
serait |’affaire de facteurs autres que les génes de I’horloge (Liu et al. 1997; Majercak
et al., 1999). Cette hypothése est d’ailleurs soutenue chez les plantes par I’analyse de
différents QTLs chez 27 écotypes d’Arabidopsis recueillis a différentes longitudes,
latitudes et altitudes. Quatorze loci contribuant au phénoméne de compensation pour
la température ont été identifiés en comparant la capacité de ces plantes a adapter leur
rythme circadien a différents régimes de température. Bien que certains QTLs aient
été associés a des génes de I’horloge (GI, APRR3 et possiblement TOCI), la grande
majorité correspondent a des génes qui ne sont pas actuellement associés a I’horloge
(Edwards et al., 2005). Chez Arabidopsis, le r6le de G/ dans le phénomene de
compensation pour la température a récemment été étudié (Gould et al., 2006). Il
ressort de cette étude que lors de changements de température, la période durant
laquelle sont exprimés les différents genes de I’horloge (notamment CCA/, LHY et
TOCI) demeure inchangée ou presque. Cependant, I'amplitude de la réponse (niveau

d’expression) est grandement perturbée, ce qui suggére que I’amplitude serait un
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caractére important de I’expression des constituants de ’horloge. De plus, il a été
démontré que l’oscillateur central de plantes n’exprimant pas G/ est grandement
affecté a basse et a haute température, démontrant que GI est un géne clé dans le

phénoméne de compensation pour la température.

1.3.2 Le froid perturbe I’activité photosynthétique.

On reconnait au froid la propriété de pouvoir ralentir les réactions
enzymatiques. Il n’est donc pas étonnant qu’une période d’exposition au froid induise
des perturbations de ’activité photosynthétique chez la plante. Les auteurs Mark Stitt
et Vaughan Hurry (2002) utilisent I’exemple suivant pour illustrer ces perturbations.
Durant la photosynthése, le CO; est combiné avec le ribulose-1,5-biphosphate pour
former le glycérate-3-phosphate, qui est par la suite réduit en triose-phosphate en
utilisant du NADPH et I’ATP générés par le transport d’électrons de la
photosynthése. Le triose-phosphate est alors exporté dans le cytoplasme et converti
notamment en saccharose. Pour que le taux optimal de photosynthése soit maintenu,
il est nécessaire de maintenir un équilibre parfait entre le taux de fixation du carbone
et la synthése de saccharose. Cependant, des études menées a la fin des années 80 ont
démontré que suite a une exposition au froid, I’orge et I’épinard montrent rapidement
des déficiences au niveau de la synthése du saccharose (Leegood et Furbank, 1986;
Stitt et al., 1988; Sharkey et al., 1986). Par conséquent, la capacité photosynthétique
de ces plantes se trouve perturbée.

I est maintenant connu que le froid entraine des changements a I’intérieur
des chloroplastes (Huner et al., 1998). Ces changements sont notamment provoqués
par un débalancement entre la quantit¢ d’énergie lumineuse absorbée par la
photochimie et la quantité d’énergie utilisée par le métabolisme de la plante. Ce
débalancement provoque une modulation de la pression d’excitation du photosystéme
II (Huner et al., 1998). La pression d’excitation est le reflet de 1’état de réduction de

ce photosystéme. La modulation de ce parameétre par une exposition a un excés de
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lumiére ou aux basses températures initie une cascade de signalisation. Cette cascade
de signalisation entraine alors la modulation de I’expression de plusieurs génes
notamment ceuxassociés a la photosynthése et a la protection contre les stress. Chez
les plantes de régions tempérées comme le blé, I’exposition au froid cause une série
d’ajustements au niveau de la taille des antennes, de la photochimie et de la
dissipation non photochimique de I’énergie (émission de chaleur). Cette série
d’ajustements protége la plante contre la photoinhibition et méne souvent a
I’acquisition d’une plus grande capacité photosynthétique (Huner et al., 1998).
Cependant, lorsque la situation ne peut étre rétablie par ces ajustements, on assiste a
une photoinhibition sévére causée par une explosion de stress oxydatif affectant les
lipides membranaires, les deux photosystémes et les enzymes du cycle de Calvin.
Cette inhibition causée par le stress oxydatif peut alors devenir irréversible, se
propager a I’ensemble de la cellule et entrainer la mort de la plante (Huner et al.,

1998).

1.3.3 Le froid provoque le stress oxydatif

Le stress oxydatif est fortement induit par le froid ainsi que par une variété de
facteurs environnementaux tels que les hautes températures, les UV, la lumiére forte,
les pathogenes, les herbicides et le manque d’oxygéne. Le stress oxydatif, tout
comme le gel, est considéré comme |’une des principales causes de pertes en
agriculture (Allen et al., 1997, Mittler, 2002; Apel et Hirt, 2004; Bartels and Sunkar,
2005; Foyer et Noctor, 2005).

1.3.3.1 Production des espéces d’oxygene réactives
Par elle-méme, une molécule d’oxygene est relativement peu réactive

notamment grace a sa configuration électronique (Elstner, 1987). Cependant, lorsque

cette molécule d’oxygéne est activée, il s’ensuit la formation de différentes espéces
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d’oxygene réactives (ROS). L’excitation de (O,) entraine la formation de ROS
comme 1’oxygéne singulet ('O,). Les radicaux libres superoxyde (O,) et hydroxyle
(OH) et les molécules comme le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et I’ozone (O3) sont
quant-a eux le résultat du transfert de un, deux ou trois électrons a |’oxygene
atmosphérique (Mittler 2002).

Le peroxyde d’hydrogéne et 1’anion superoxyde sont tous deux normalement
produits par de nombreuses réactions enzymatiques catalysées par des
lipooxygénases, des peroxydases, des NADPH oxydases et des xanthines oxydases.
Ces ROS sont aussi formés par les chaines de transport d’électrons du chloroplaste
(Asada, 1999) de la mitochondrie et de la membrane plasmique (transport d’électrons
médié par le cytochrome-b) (Elstner, 1987). Cependant, la chaine de transport
d’électrons des mitochondries demeure le site de production des ROS intracellulaires
le plus caractérisé chez les eucaryotes. Cette chaine produit principalement I’anion
superoxyde (O,") et le peroxyde d’hydrogéne (H,O;) en laissant fuir des électrons
lors du transport de ces derniers (Gille et Nohl, 2001; Chakraborti et al., 1999;
Mboller, 2001). Bien que la respiration mitochondriale ait un réle a jouer lors de la
surproduction de ROS chez les plantes stressées, la photorespiration et le
fonctionnement de I’appareil photosynthétique en demeurent les principales sources
(Mittler, 2002). La production accrue de ROS en conditions de stress résulte en de

nombreux dommages cellulaires chez la plante.

1.3.3.2 Dommages causés par le stress oxydatif

Les composants cellulaires les plus susceptibles d’étre endommagés par les
radicaux libres sont les lipides (peroxydation des acides gras insaturés au niveau des
membranes), les protéines (par dénaturation), les carbohydrates et les acides
nucléiques. L’étendue des dommages liés au stress oxydatif dépend de 1’état préalable

des tissus, des propriétés de la membrane plasmique, de la présence d’antioxydants
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endogénes et de la capacité de la plante & induire des mécanismes de protection

appropriés (Mittler, 2002).

1.3.3.3 Phénoméne de tolérance croisée : implication des ROS

La tolérance des plantes a différents stress peut étre améliorée en augmentant
les niveaux des différents antioxydants et des enzymes de détoxification (Mittler,
2002). Par exemple, des plantes surexprimant la MnSOD ont démontré une tolérance
supérieure au gel, a la déshydratation, a I’application de paraquat (méthyle viologéne)
ainsi qu’un meilleur taux de survie suite a la période hivernale (McKersie et al., 1993,
1996, 1999; Bowler et al., 1991; Slooten et al., 1995). La surexpression de la FeSOD
procure aussi une tolérance accrue au paraquat (Van Camp et al., 1996; Van
Breusegem et al., 1999) et un meilleur taux de survie suite a la période hivernale
(McKersie et al., 2000). La surexpression de la forme chloroplastique de la SOD, la
Cu/Zn-SOD du pois chez Arabidopsis résulte aussi en une tolérance accrue aux stress
liés a I’exposition a la lumiére forte et aux basses températures (Sen Gupta et al.,
1993a, 1993b).

Ces études sont un exemple du phénomeéne de tolérance-croisée aux différents
stress environnementaux. De plus, bien que les ROS soient pergus comme des sous-
produits toxiques issus du métabolisme, de plus en plus d’indices démontrent que ces
molécules, lors de conditions de stress, peuvent aussi agir en tant que signaux
cellulaires visant a provoquer une réponse spécifique nécessaire a 1’acquisition d’une

tolérance chez la plante (Mittler et al., 2004).
2.0 Acclimatation au froid et tolérance au gel
L'acclimatation au froid est le processus par lequel les plantes tolérantes

acquiérent une tolérance au gel, ce qui leur permet de survivre aux conditions

rigoureuses de I'hiver. Deux phases sont étudiées lors de l'acclimatation (Guy, 1990).
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Premiérement, la phase d'ajustement métabolique des fonctions cellulaires de base.
Celle-ci permet l'ajustement rapide de la plante aux contraintes biophysiques des
basses températures. Deuxiémement, l'induction des mécanismes menant a la
tolérance au gel compleéte l'acclimatation.

On associe également des changements physiologiques, biochimiques et
moléculaires a l'acclimatation au froid et au développement de la tolérance au gel
chez les espéces tolérantes. Parmi ces changements, on note l'accumulation
d’osmoprotectants, 1'augmentation du transport vésiculaire et la modification de la
composition de la membrane plasmique, l'induction de nouveaux geénes (parfois
spécifiques aux basses températures) et la production de nouvelles protéines. Toutes
ces modifications sont considérées comme faisant partie du processus d'acclimatation
au froid qui meéne a la tolérance au gel (Guy, 1990). L’essor de la génomique au cours
des derniéres années a permis d’étudier et de quantifier I’importance de I’induction de
nouveaux genes lors de ’acclimatation au froid chez plusieurs espéces. Ces travaux
ont permis de constater que les modifications de I’expression génétique sont sous-
jacentes a ’ensemble des changements observés lors de I’acquisition de la tolérance

au gel.

2.1 Accumulation d’osmoprotectants

Plusieurs études ont montré qu’ a basse température, I’expression de certains
geénes et I’activité de certaines enzymes augmentent dans le but de synthétiser des
métabolites nécessaires a la tolérance des plantes au gel (Breton et al., 2000). Les
osmoprotectants se retrouvent dans tous les organismes, des archéobactéries aux
plantes supérieures et animaux (Yancey et al. 1982; McNeil et al. 1999). Dans des
conditions physiologiques, ce sont des composés hautement solubles qui ne
comportent aucune charge nette. Les osmoprotectants sont aussi non toxiques et ce, a
haute concentration. On attribue plusieurs réles a ce type de composés. Lorsque

certaines conditions (salinité, température, humidité) ne sont pas favorables, ils
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abaissent le potentiel osmotique dans le cytoplasme, empéchent la précipitation de
protéines et stabilisent la membrane plasmique en produisant des interactions avec les
groupements polaires des phospholipides (Bohnert et Shen 1999; McNeil et al. 1999).
En remplagant les molécules d’eau, ils permettent une diminution des interactions
protéines-solvant de fagon a ce que |’association des sous unités et la conformation
native des protéines soient maintenues dans un milieu a faible potentiel hydrique. Les
osmoprotectants sont donc des acteurs importants dans l'adaptation cellulaire aux
diverses conditions environnementales hostiles a la plante (Yancey, 1994). On
retrouve principalement deux types d'osmoprotectants: ceux dérivés des acides

aminés et ceux dérivés des sucres.

2.1.1 Les sucres comme osmoprotectants

Durant I'acclimatation au froid, 'accumulation de composés reliés aux sucres
(saccharose, sorbitol et fructans) a souvent été observée (Olien et Clark 1993;
Vagujfalvi et al. 1999). Il n'est donc pas étonnant que chez la luzerne et Arabidopsis,
I’augmentation de l'activité de certaines enzymes responsables de la formation de ces
composés est corrélée avec le degré de tolérance au gel de certains cultivars ou
écotypes (Castonguay et Guckert 1996, Taji et al., 2002). Les sucres préviennent la
déshydratation des protéines et des membranes en les maintenant dans des conditions
analogues a celles observées physiologiquement (Crowe et al. 1992).

Selon Cadieux et al. (1988), |’augmentation des sucres participe a
I’augmentation de 1I’osmolarité intracellulaire abaissant le point de congélation et
protégeant ainsi la cellule contre le gel intracellulaire. Il a aussi été proposé que les
sucres exercent un effet direct sur la protection de la membrane. Les sucres
réducteurs, de méme que le tréhalose et les fructans préviendraient la fusion des
membranes induites par la déshydratation en agissant comme un tampon entre elles

(Demel et al., 1998; Vereyken et al., 2001).
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[1 a été démontré par notre laboratoire que chez le blé, durant I’acclimatation
au froid, le contenu en sucres solubles et réducteurs est plus élevé chez les cultivars
de blé tolérants au gel que chez les cultivars de blé sensibles. L’accumulation de
sucres, qui sont des composés €nergétiques, implique que le blé tolérant posséde une

balance énergétique plus élevée que son homologue sensible (Perras et Sarhan, 1984).

2.1.2 Osmoprotectants dérivés des acides aminés

Plusieurs osmoprotectants dérivés des acides aminés ont été identifiés chez les
plantes soumises a des stress environnementaux. On dénombre parmi ceux-ci, la
proline (Hare et al. 1999), le 3-dimethylsulfoniopropionate (McNeil et al. 1999), les
polyamines (Kumar et Minocha 1998), la trigonelline (Tramontano et Jouve 1997) et

la glycine bétaine (Nuccio et al. 1999).

2.1.2.1 La proline

La proline s’accumule au cours de plusieurs stress environnementaux et est
aussi corrélée avec 1’induction florale et 1’arrét de croissance (Hare et al., 1999). La
proline peut étre synthétisée a partir du glutamate par une enzyme bifonctionnelle
possédant les activités catalytiques y-glutamyl kinase et glutamique-y-semialdehyde
déshydrogénase (Holmberg et Biilow 1998). Le géne qui code pour cette enzyme, le
p3Ics, a été utilisé pour la production de plantes transgéniques dans le but d'augmenter
la production de proline (Kishor et al. 1995). Des plants de tabac transgéniques au
contenu élevé en proline se sont montrés plus osmotolérants que les plants témoins
durant un stress salin et une période de sécheresse. De plus, ils ont démontré une
biomasse plus développée que les plants témoins. Les études portant sur
I’accumulation de cet acide aminé suggérent qu’il serait de plus une molécule de

signalisation (Maggio et al., 2002 : Nanjo et al., 1999).
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2.1.2.2 La glycine bétaine

Des études ont démontré que l’expression et 1’accumulation de plusieurs
enzymes impliquées dans la synthése de la glycine bétaine sont induites par les stress
environnementaux (Charron et al., 2002; McCue et Hanson., 1992; Nakamura et al.,
1997; Weretilnyk et Hanson, 1990). De plus, on attribue a la glycine bétaine plusieurs
des résultats les plus spectaculaires en ce qui a trait a 'augmentation de la tolérance
aux basses températures (Breton et al. 2000). Parmi ces résultats, l'application
exogéne de bétaine a augmenté de 5°C la tolérance au gel des plants de blé acclimatés
ou non (Allard et al. 1998). Des tests de cryoprotection ont aussi montré que la
glycine bétaine peut agir comme osmoprotectant en protégeant les liposomes, les
bactéries et différents tissus durant la congélation (Higgins et al. 1987; Zhao et al.

1992; Ko et al. 1994; Lloyd et al. 1994).

2.2 Changement de la composition en lipides membranaires et exocytose

Les membranes plasmiques constituent le plus important site de changements
structuraux au cours de I'acclimatation au froid. Lyons (1973) et Raison (1973) sont
les premiers & avoir proposé qu'une transition de phase thermotropique des lipides
membranaires puisse jouer un réle dans la sensibilité des plantes au froid. Taiz et
Zeigler (1991) expliquent qu'une augmentation de la teneur en lipides insaturés
augmenterait la fluidit¢é des membranes en diminuant la température de
semicristallisation.

En comparant la composition en phophatidylglycérols (PG) de 74 espéces de
plantes, un lien fut établi pour la premiére fois entre la composition lipidique de la
membrane et le degré de tolérance au gel chez les végétaux (Roughan 1985). 11 existe
une corrélation positive entre le taux d'insaturation (saturé vs trans-mono-insaturé) et

la sensibilité au froid. Une étude récente a permis de déterminer avec précision que la
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quantité de lipides insaturés des thylakoides ainsi que des autres membranes
augmentait au cours de I’acclimatation au froid et du développement de la tolérance
au gel (Welti et al., 2002).

Des changements au niveau de la composition en lipides durant l'acclimatation
du seigle ont aussi été démontrés (Uemura et Yoshida 1984; Lynch et Steponkus
1987). On note une augmentation des stérols libres, du taux d'insaturation des
phospholipides et une diminution du contenu en cérébrosides. Des changements
similaires ont été observés chez Arabidopsis (Uemura et al.,, 1995). Il a aussi été
démontré que la fusion de protoplastes de seigle avec des liposomes de différents
types de phosphatidylcholine, permettait de simuler l'acclimatation des protoplastes
(Steponkus et al.,1988). Le résultat des fusions a démontré qu’une augmentation en
lipides mono- et di-insaturés permettait d’imiter le comportement des protoplastes
acclimatés.

Au cours de l'acclimatation au froid, le nombre de vésicules membranaires
prés de la membrane plasmique augmente. Ce phénoméne d'exocytose a été constaté
chez certains arbustes (Niki et Sakai 1983), des mousses et I'épicotyle de blé et d'orge
(Singh et Laroche 1988). Ces vésicules permettraient d'altérer la composition
lipidique de la membrane plasmique en fusionnant avec elle lors de I'acclimatation au

froid (Singh et Laroche 1988).

2.3 Modifications génétiques reliées a 1'acquisition de la tolérance au gel

L hypothése voulant que l'activation de nouveaux genes et la synthése de
nouvelles protéines soient nécessaires a l'acquisition de la tolérance au gel a été
proposée il y a maintenant presque 40 ans (Siminovitch et al. 1968; Weiser, 1970).
Subséquemment, les travaux de Sarhan et D'Aoust (1975) ont fourni les premiers
indices indiquant que !’acclimatation au froid é€tait probablement associée a
l'activation de nouveaux génes. Ils ont observé un changement de la composition en

G+C des ARNSs lors de I'acclimatation d'un blé tolérant. Ce changement ne survenait
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pas chez le blé sensible. Cette observation révélait donc un changement dans la
population des ARNm qui pouvait étre attribué a l'induction de nouveaux génes.

Dix ans plus tard, des expériences de traduction in vitro ont démontré une
modification de l'expression génétique chez I'épinard au cours de l'acclimatation a
5°C (Guy et al. 1985). Au méme moment, d'autres données confirmérent
indirectement I’induction de nouveaux génes lors de 1’acclimatation au froid. Il a été
montré que les ARN polymérases I et II sont plus actives lors de 1’acclimatation au
froid chez le blé (Sarhan et Chevrier, 1985). Plus tard, des études de séparation des
protéines ainsi que des produits de traduction d'ARN in vitro par électrophorése en
deux dimensions ont clairement démontré l'étendue des changements globaux se
produisant au cours de l'acclimatation au froid (Danyluk et Sarhan, 1990; Danyluk et
al., 1991; Sarhan et Perras, 1987). Suite a ces observations, il a été estimé que
I’expression d’environ 10 % des genes de blé était régulée par le froid. Par la suite, il
a été démontré que ’expression de certains genes induits par le froid était corrélée
avec la capacité de la plante a tolérer le gel. (Breton et al., 2003; Danyluk et al., 1994,
Houde et al., 1992; Zhang et al., 1993; Frenette Charron et al. 2002; Charron et al.,
2003, 2005).

Depuis que Schaffer et Fischer (1988) ont cloné les premiers ADNc induits
par les basses températures, plusieurs autres ADNc induits par le froid ont été
identifiés et caractéris€s notamment grace a des analyses utilisant des biopuces a
ADN (Thomashow, 1999; Fowler et Thomashow, 2002; Seki et al., 2001; Seki et al.,
2002). Plus récemment, chez le blé, une collection de plus de 70 000 ESTs a été
générée et réunie a prés de 200 000 ESTs déja présents dans les bases de données
publiques (Houde et al., 2006). L’analyse électronique de ces données d’expression a
permis d’illustrer ’étendue des différents changements métaboliques provoqués par
I’exposition du blé au froid et a d’autres stress abiotiques. Cette ressource constitue
aussi un outil de premier plan lors d’analyse génétique chez le blé, une espéce dont le

génome hexaploide n’est pas séquencé.



18

Lors de travaux plus modestes, préliminaires aux travaux présentés par Houde
et al., (2006), des ADNc codant pour une protéine de la famille des lipocalines ont été
clonés chez le blé d’hiver et chez Arabidopsis. Les prochaines sections démontrent
I’importance et la nécessité d’étudier plus en détail cette famille de protéines chez les

plantes.

3.0 Les lipocalines

Durant les 15 derniéres années, la bioinformatique et la cristallographie de
protéines ont permis d’identifier une nouvelle famille de protéines, les lipocalines.
Les protéines constituant cette famille ont la particularit¢ de lier des ligands et
possédent des similarités au niveau de leur mode d’action et de leurs structures
primaire, secondaire et tertiaire. (Pervaiz et Brew, 1985; Flower, 1996). Le terme
"famille alpha-2p globuline", faisant référence a un des premiers membres de cette
famille, a d’abord été adopté pour désigner cette famille. Puis, en 1987, Pervaiz et
Brew ont été les premiers a suggérer le nom lipocaline (dérivé des mots grecs "lipos"
signifiant gras et "calyx" signifiant coupe). Cependant, Sawyer et Richardson (1991)
ont soulevé la controverse en préférant utiliser le terme lipocalycine. Le terme
lipocaline fait maintenant partie du vocabulaire scientifique et, sans égard pour les

arguments de sémantique, sera utilisé dans le présent document.

3.1 Séquence et structure

La famille lipocaline a été définie principalement sur la base de I’homologie
de séquence. A priori, les membres de cette famille présentent des séquences
étonnamment divergentes. Un alignement des séquences révele que I’homologie entre
certaines lipocalines tombe fréquemment sous le seuil de 1’acceptabilité, soit 20%.
Cependant, toutes les lipocalines partagent, sous forme de courtes séquences

conservées, des motifs qui leur conférent des propriétés spécifiques a cette famille. La
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plupart des lipocalines, de type "kernel", possedent trois motifs distincts tandis que
d’autres membres plus divergents, de type "outlier", n’en possédent qu’un ou deux.
Parmi ces trois motifs, les lipocalines possédent indubitablement le premier. Cette
caractéristique constitue le critére d'identification par excellence des membres de
cette famille.

La structure tridimensionnelle des lipocalines est maintenant trés bien
caractérisée (Flower et al., 1993; Flower 1995; Flower 1996). Lors du repliement, on
assiste a la formation d’un baril-B hautement symétrique composé de huit feuillets-f
antiparalléles reliés entre eux par des ponts hydrogénes. La propriété de lier un ligand
est conférée a ce baril-p par la cavité interne hydrophobe formée par le repliement
des feuillets-f et par une boucle externe surplombant la partie ouverte de cette cavite.
Par conséquent, c’est la diversité de cavités qui donne lieu a la liaison d’une panoplie
de ligands. Chacun des huit feuillets-, généralement identifiés de A a H, est relié au
suivant par une des sept boucles, identifiées de B1 a B7, donnant lieu a la plus simple
des topologies pour un baril-. A I’exception de la premiére, les boucles sont de
petites épingles a cheveux-p ou "B-hairpins". Contrairement aux autres, la boucle Bl
est vaste et de type Q. Elle forme le couvercle flexible qui ferme partiellement la
cavité interne du baril-p. Aprés le feuillet- H, on retrouve deux structures, soit une
hélice alpha et un petit feuillet-f supplémentaire (I). Bien que ces deux structures
soient toujours présentes, elles sont de dimensions variables et ne conservent pas la
méme position dans 1’espace par rapport au baril-B. De plus, ces structures n’entrent
pas dans la composition de la cavité hydrophobe.

Comme mentionné plus haut, les lipocalines partagent entre elles jusqu’a trois
motifs. Ces motifs sont nommés: régions structurales conservées ou "structurally
conserved regions (SCR)" (Flower 1995; Flower 1996). SCR1 est le motif ubiquitaire
chez les lipocalines. Il est composé de I’hélice a3 (petite hélice plus rare et moins
stable qu’une hélice a) et du feuillet-p A responsable de la fermeture rigide de I’autre

extrémité du baril-B. On soupgonne le motif SCR1 de jouer un réle prépondérant dans
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la liaison du ligand. Les deux autres motifs auraient un réle a jouer dans la
stabilisation de I’interaction protéine-ligand. Cependant, ces derniers ne sont pas
présents dans toutes les lipocalines. Le motif SCR2 comprend les feuillets-g F et G et
la boucle unissant ces demiers, tandis que SCR3 comprend le feuillet-B H et une

partie de la boucle adjacente.

3.2 Propriétés des lipocalines

La structure hautement conservée qui caractérise les lipocalines confére a
cette famille de protéines une série de propriétés distinctives. On attribue aux
lipocalines la capacité de lier des ligands et des récepteurs cellulaires en plus de
former des complexes moléculaires. Ces propriétés sont conservées dans 1’évolution

et définissent maintenant le terme lipocalines.

3.2.1 Liaison de ligands

Les lipocalines sont généralement connues pour leur capacité a lier de petites
molécules hydrophobes. Ces molécules peuvent étre aussi bien endogénes
qu’exogenes. Parmi les molécules déja connues, certaines possédent des fonctions
biologiques critiques telles que les rétinoides (rétinol, acide rétinoique), 1’acide
arachidonique, le fer, la bilirubine et la biliverdine, la prostaglandine, et une
multitude d’hormones stéroidiennes. La vaste sélection de molécules pouvant étre
liées par les lipocalines permet d’envisager un réle général dans le transport, que ce
soit pour retirer des molécules indésirables ou apporter des composés nécessaires au
maintien ou 4 la réparation cellulaire (Akerstrom et al 2000).

La capacité de lier des ligands confére un réle au niveau de la détoxification
lors de conditions de stress oxydatif a la lipocaline a-Microglobuline. 11 a été

démontré que cette lipocaline a la capacité de lier et de détoxifier le groupement
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héme ainsi que différents produits d’oxydation générés par les ROS (Allhorn et al,,

2003; Larsson et al., 2004; Allhorn et al., 2005).

3.2.2 Liaison aux récepteurs

Un nombre croissant de preuves expérimentales démontrent que les
lipocalines ont la possibilité de se lier a des récepteurs spécifiques situés a la surface
des cellules et d’étre internalisées, notamment par endocytose. Parmi ces lipocalines,
on retrouve (par ordre chronologique de la découverte de la liaison a un récepteur) la
retinol-binding protein (RBP), I’a-1-Microglobuline (a-1M), la purpurine, la -
lactoglobuline (Blg), I’epididymal retinoic acid binding protein (ERABP),
insectianine, 1’a-1-acid glycoprotein (AGP), I’odorant-binding protein (OBP), la
glycodéline, la lipocaline-1 (Lcn-1) et 1’Apolipoprotéine D (ApoD) (Burke et al.,
2006). Comme exemple plus spécifique, le complexe rétinol-RBP est internalisé par
un mécanisme d’endocytose de récepteurs dans les cellules parenchymateuses (Senoo
et al.,, 1990) et implique probablement un transport utilisant les cavéoles (Malaba et
al. 1995). Le récepteur de la RBP a depuis été caractérisé et porte maintenant le nom
de mégaline (Saito et al., 1994). Ce récepteur a comme particularité de lier un grand
nombre de lipocalines y compris la RBP. Une fois internalisé dans les cellules, le
complexe rétinol-RBP se dissocie, rendant ainsi le rétinol disponible pour la
croissance, la différenciation cellulaire, la reproduction et la vision normale (Burke et
al., 2006). Comme autre exemple, il a été démontré récemment, que I’ ApoD interagit
avec le récepteur de la leptine. La découverte de cette interaction a permis
d’envisager un role physiologique pour cette lipocaline. L’ApoD contribuerait a la
régulation de I’augmentation du taux de gras corporel probablement par la liaison
d’un ligand, encore indéterminé, suite a la stimulation du récepteur de la leptine Ob-
Rb. Ce ligand servirait de molécule signal, conférant ainsi a I'ApoD un réle dans la

signalisation cellulaire (Liu et al., 2001).
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La principale hypothése concernant la liaison des lipocalines & des récepteurs
implique les trois motifs caractérisant cette famille. Lorsque la protéine est
proprement repliée, les trois motifs sont & proximité 1’un de 1’autre formant ainsi une
zone de contact & I’extrémité fermée du baril-B. Cette zone constituerait un site de
liaison commun a des récepteurs de surface cellulaire (Flower et al., 1993; North,
1989). Cependant, une étude de mutagenese a démontré que, pour I’interaction RBP-
mégaline, certains résidus situés dans la boucle Q sont aussi essentiels a la liaison
protéine-récepteur (Sivaprasadarao et al., 1993). 1l est donc clair que les déterminants
structurels responsables de la liaison lipocaline-récepteur résident dans le repliement

et la structure conservée des différents membres de cette famille.

3.2.3 Complexation macromoléculaire

La capacité que possedent certaines lipocalines a former des complexes avec
des macromolécules solubles est possiblement leur fonction de reconnaissance
moléculaire la moins documentée (Flower, 1995). Dans le plasma sanguin, la RBP,
transportant ou non un ligand, est généralement complexée a la protéine
transthyrétine (Goodman, 1984). Seulement 4% des RBPs du plasma sont a 1’état
libre. La transthyrétine, en plus de lier le rétinol, a la propriété de lier des hormones
thyroidiennes dans le plasma sanguin de la plupart des vertébrés (Malpeli et al.,
1996). Le complexe RBP-transthyrétine est par la suite impliqué dans
I’acheminement du rétinol a certains types de cellules (Yamamoto et al., 1997). Un
proche parent de la RBP, la protéine purpurine, est un composant des adhérons. Les
adhérons sont de grands complexes macromoléculaires extracellulaires qui
provoquent 1’adhésion cellule-cellule ou cellule-substrat via une interaction avec un
récepteur de surface spécifique (Schubert et LaCorbiere, 1985).

Chez I’humain, grice a un cinquiéme pont disulfure, pres de 80% de I’ApoD

présente dans le plasma existe sous forme de complexe. Les principaux complexes se
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forment avec I’apolipoprotéine AIl dans les HDL et avec 1’apolipoprotéine B-100
dans les LDL et VLDL (Blanco-Vaca et al., 1992). On soupg¢onne que ces
interactions permettent de stabiliser la présence de I’ApoD dans les différents
complexes de lipoprotéines pour assurer un transport plus efficace de cette lipocaline.

La boucle Q située a I’extrémité ouverte du baril-p serait responsable des
interactions protéine-protéine. Par conséquent, les variations de longueur, de forme et
de composition en acides aminés seraient les principaux facteurs nécessaires a la
formation de complexes macromoléculaires vari€s et hautement spécifiques (Monaco

et Zanotti, 1992).

3.3 Les lipocalines chez les plantes

Préalablement & mes travaux, deux protéines, la violaxanthine dé-époxidase
(VDE) et la zéaxanthine époxidase (ZEP), ont été identifiées comme ayant certaines
caractéristiques structurales des lipocalines (Bugos et al., 1998). Bien que le nom de
lipocaline leur ait été rapidement attribué, ces deux protéines suscitent la controverse
quant a leur appartenance a la famille des lipocalines (Salier, 2000; Flower,
communication personnelle). Comparativement aux lipocalines connues, la VDE et la
ZEP, possédent deux fois plus d’acides aminés, la position et le nombre d’introns ne
sont pas conservés, et la structure secondaire a huit feuillets-f est mal définie. Malgré
tout, il a été avancé que ces protéines étaient le deuxieme exemple tous reégnes
confondus de lipocalines avec une activité enzymatique, le premier exemple étant la

prostaglandine-D synthase (Bugos et al., 1998).

3.3.1 Violaxanthine dé-époxidase et zéaxanthine époxidase

La VDE et la ZEP catalysent respectivement le retrait et 1’addition d’un

groupement époxyde sur des caroténoides. Plus précisément, la violaxanthine dé-
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époxidase est localisée dans la lumiére des thylakoides et catalyse les dé-époxidations
de la violaxanthine en anthéraxanthine et de 1’anthéraxanthine en zéaxanthine. Ces
deux réactions successives nécessitent la présence d’acide ascorbique et d’un pH
acide, formé par la présence de pompes a protons activées par la lumiére. Pour sa
part, la zéaxanthine époxidase est située dans les membranes thylakoidales du c6té du
stroma. A 1’obscurité ou par trés faible luminosité, elle catalyse 1’époxidation de la
zéaxanthine en anthéraxanthine puis en violaxanthine. Les réactions catalysées par
ces deux protéines utilisent la ferredoxine et le FAD comme co-substrats. Cette série
d’interconversions entre la violaxanthine et la zéaxanthine se nomme cycle des
xanthophylles ou cycle de la violaxanthine. Ce cycle protége 1 appareil
photosynthétique contre les effets nocifs de la photooxydation survenant en condition
de lumiére excessive. Les différents caroténoides produits par ce cycle dissipent
I’excés d’énergie en générant de la chaleur (Bugos et al., 1998).

Bien que la logique veuille qu’une plante ayant un contenu supérieur en
zéaxanthine puisse étre plus tolérante au stress photooxydatif, la réalité est toute
autre. Des résultats préliminaires ont indiqué que des plantes de tabac surexprimant la
violanxanthine dé-époxidase et montrant un taux de conversion accru de la
violaxanthine en zéaxanthine ne démontrent pas un niveau supérieur de
photoprotection (Hieber et al., 2002). Dans le méme ordre d’idées, le mutant npq/
chez Arabidopsis thaliana, qui est incapable de former de la zéaxanthine, montre un
développement normal sous le chaud soleil de la Californie. Ceci laisse présager que
d’autres mécanismes doivent exister pour protéger la plante de la photoinhibition
causée par une forte intensité lumineuse. Cependant, des feuilles détachées de ce
mutant ont montré une sensibilité accrue suite a un traitement avec une lumiére forte
de courte durée sous conditions contrdlées, et les lipides des membranes
chloroplastiques ont montré une peroxydation accrue. Ces dommages photooxydatifs
(taches blanches et zones nécrotiques au niveau des feuilles) sont aussi amplifiés chez
le mutant par rapport au type sauvage suite a des traitements au froid et & la

sécheresse (Niyogi et al., 1998).
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Malgré le fait que leur appartenance a la famille des lipocalines soit critiquée,
les enzymes du cycle des xanthophylles sont néanmoins des protéines jouant un role
de premier plan lors de conditions de stress abiotiques. Le seul fait de pouvoir établir
une certaine ressemblance entre ces protéines et la famille des lipocalines laisse
envisager que les lipocalines de plantes pourraient jouer des roles de premier plan

dans la protection de la cellule végétale.
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PROBLEMATIQUE

Les céréales représentent une des cultures les plus importantes sur la planéte.
Les coiits occasionnés par les gels précoces a l'automne et tardifs au printemps
assombrissent le potentiel économique relié a ces cultures dans les pays nordiques
comme le Canada. L'amélioration de la tolérance au gel par génie génétique ou par
sélection assistée par des marqueurs moléculaires pourrait augmenter et diversifier
ces productions, notamment en prolongeant la saison de croissance.

Outre leur importance économique, les céréales possédent une variabilité
génétique en ce qui a trait a la tolérance au gel. Cette variabilité nous permet de
distinguer entre les changements reli€s a la croissance lors des basses températures et
ceux impliqués dans l'acquisition de la tolérance au gel. Le blé, un membre important
des especes céréalieres, possede cette variabilité. Cette caractéristique fait donc de
cette espeéce un excellent modele d'étude.

Des travaux préalables a mes études ont permis d'identifier chez le blé un
clone codant pour une protéine faisant partie de la famille des lipocalines.
L'expression de ce gene est régulée par les basses températures et associée avec le
niveau de tolérance des différents cultivars. Les lipocalines se retrouvent chez les
animaux vertébrés et invertébrés, les plantes et les bactéries. Quoique principalement
connues comme protéines de transport, il est maintenant clair que les membres de
cette famille accomplissent une variété de fonctions. Certaines lipocalines telles que
I’ Apolipoprotéine D sont largement étudiées en ce qui a trait a leur implication dans
différentes maladies telles que I’Alzheimer, les syndromes Parkinsoniens, et
différents types de cancer. L'identification, chez les plantes, de protéines démontrant
une homologie de séquence avec les lipocalines a soulevé des questions quant a leur
réle dans les plantes. L'éventail des processus biochimiques et physiologiques dans
lesquels les lipocalines sont impliquées et la distance phylogénétique entre les

organismes inférieurs, les animaux et les plantes suggérent que les membres de cette
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famille de protéines jouent des réles essentiels qui ont dii étre maintenus au courant
de I'évolution.

Considérant la vaste distribution des lipocalines (animaux, plantes, insectes et
bactéries), et 'importance de leurs fonctions, il est apparu important d’identifier et
caractériser les lipocalines végétales. Pour ce faire, une approche intégrée de
compilation de données de séquence, profil d’expression, analyses phylogénétiques,
et prédictions bioinformatiques afin de caractériser en détail I’'implication de ces
protéines dans l'acquisition de la tolérance au gel. L'ensemble des informations
recueillies jusqu’a présent mene a croire que les lipocalines de plantes possédent un
potentiel important dans notre stratégie globale d'amélioration des plantes céréaliéres
dans le but de leur conférer une plus grande tolérance au gel et autres stress

abiotiques.
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Résumé

Deux ADNCc correspondant a une nouvelle lipocaline ont été identifiés chez le blé et
Arabidopsis. Les deux ADNc, nommés Tatil et Attil pour « Triticum aestivum
temperature-induced lipocalins » et « Arabidopsis thaliana temperature-induced
lipocalins », codent pour des polypeptides de 190 et 186 acides aminés
respectivement. L'analyse des séquences a démontré la présence de trois régions
conservées qui caractérisent les lipocalines. De plus, cette analyse a établi une
ressemblance entre cette nouvelle lipocaline et trois protéines reliées au sens évolutif:
I'Apolipoprotéine D humaine, la lipocaline bactérienne Blc et la lipocaline d'insecte
Lazarillo. Une comparaison des structures tertiaires probables de TaTIL et de
I'Apolipoprotéine D humaine suggére que ces dernicres différent au niveau de leur
site d'attachement a la membrane et de leur site de liaison au substrat. De plus, des
analyses de type northern ont démontré que les ARN messagers de Tatil et Attil
s'accumulent au cours de l'acclimatation au froid et suite a un choc thermique. Les
fonctions possibles de cette nouvelle catégorie de lipocalines végétales au cours des
stress de température sont discutées.

Mots clés : acclimatation au froid; ; apolipoprotéine D; Arabidopsis thaliana;
lipocaline; stress a la chaleur; Triticum aestivum L.
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Abstract

Two cDNAs corresponding to a novel lipocalin were identified from wheat and
Arabidopsis. The two cDNAs designated Tatil for Triticum aestivum L. temperature
induced lipocalin and Artil for Arabidopsis thaliana temperature induced lipocalin,
encode polypeptides of 190 and 186 amino acids respectively. Structure analyses
indicated the presence of the three structurally conserved regions that characterize
lipocalins. Sequence analyses revealed that this novel class of plant lipocalin share
homology with three evolutionarily related lipocalins: the mammalian apolipoprotein
D, the bacterial lipocalin and the insect Lazarillo. The comparison of the putative
tertiary-structures of both the human apolipoprotein D and the wheat TaTIL suggest
that the two proteins differ in membrane attachment and ligand interaction. Northern
analyses demonstrated that Tari/ and Attil transcripts are upregulated during cold
acclimation and heat-shock treatment. The putative functions of this novel class of
plant lipocalins during temperature stresses are discussed.
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Abbreviations

ABA, abscisic acid; At, Arabidopsis thaliana; ApoD, apolipoprotein D; Blc, bacterial
lipocalin; GPI, glycosylphosphatidylinositol; SCR, structurally conserved regions;
SSC, saline sodium citrate; Ta, Triticum aestivum L.; TIL, temperature induced
lipocalin.
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Introduction

Lipocalins are a large and diverse group of small, mostly extracellular proteins
that are found in vertebrates and invertebrate animals, plants and bacteria. They are
characterized by a conserved ligand-binding pocket, which gives them the ability to
bind small, principally hydrophobic molecules. The list of potential ligands is
constantly growing and includes diverse molecules such as steroids, pheromones, and
odorant molecules. Lipocalins were early established as transport proteins, but it is
becoming increasingly clear that some of them may be implicated in many other
important functions such as modulation of cell growth and metabolism, binding of
cell-surface receptors, nerve growth and regeneration, regulation of the immune
response, smell reception, cryptic coloration, membrane biogenesis and repair, and
induction of apoptosis [1]. In plants, only one study reported the presence of two
lipocalin-like proteins. Those lipocalins were found to be key enzymes of the
xanthophyll cycle responsible for the protection against photo-oxidative damage [2].

Considering the wide distribution of lipocalins in animals, insects and
bacteria, and their expression under conditions of environmental stress [1], it is
important to survey the plant genome for stress regulated lipocalin-like proteins.
Towards this goal, we searched our ESTs database, generated from cold acclimated
wheat, and that of Arabidopsis ESTs collection from GenBank™, to determine if
some of the clones isolated so far present sequence homology with lipocalins. Two
homologous cDNAs, from wheat (7atil), and Arabidopsis thaliana (Attil), were found
to encode proteins that contain the three structurally conserved regions (SCRs) that
characterize lipocalins. Those proteins share significant homology with three
established members of the lipocalin family, the mammalian apolipoprotein D, the
bacterial lipocalin Blc, and the insect Lazarillo. The structure, regulation and putative
function of this novel class of plant lipocalin during environmental stresses are

discussed.
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Materials and methods

2.1. Plant material and growth conditions

In this study we used two spring wheat genotypes (Triticum aestivum L. cv
Glenlea and cv Concorde), 4 winter wheat genotypes (7. aestivum L. cv Monopole,
cv Absolvent, cv Fredrick, and cv Norstar,), winter rye (Secale cereale L. cv
Musketeer), oat (4dvena sativa L. cv Laurent), barley (Hordeum vulgare L. cv
Winchester) and Arabidopsis thaliana ecotype Columbia.

Cereal seeds were germinated in moist sterilized vermiculite for 5 days in the
dark and 2 days under artificial light (225 pE) at 25°C / 20°C (day/night). Control
plants were maintained under the same conditions while cold acclimation and other
stress treatments were performed as previously described [3]. Arabidopsis plants
were grown in pots in a 1:1 mixture of Promix (Premier) and vermiculite in a growth
cabinet for 40 days under 8 hour artificial light (70 pE) at 22°C (70% R.H.). For cold
treatment, plants were placed under the same light conditions at 4°C. For heat-shock
treatment the plants were exposed to 45°C for 1 hour. This condition elicits a typical

heat-shock response.

2.2. Cloning and molecular analysis

The wheat lipocalin ¢cDNA was isolated from a Lambda Zap II library
(Stratagene) constructed from poly (A)" RNA that was isolated from one day cold-
acclimated winter wheat (7. aestivum L. cv Norstar) [4]. The Arabidopsis lipocalin
was identified by homology search [S] using the wheat sequence against the
Arabidopsis ESTs database. The identified clone (ID: 120012) from the PRL2 library
[6] was ordered from the Arabidopsis Biological Resource Center. Complete DNA
sequences of wheat and Arabidopsis clones were determined from both strands.

Cereals RNA extractions were performed as described previously [7]. Total RNA
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from Arabidopsis was isolated using the Tri-Reagent (Molecular Research Center)
according to the manufacturer protocol. Total RNA (7.5 pg) samples were mixed
with ethidium bromide before electrophoresis on formaldehyde-agarose gels [8]. This
allowed visual evaluation of RNA quantity and loads on gels. After electrophoresis,
RNA was transferred to nitrocellulose membranes (Osmonics) in 20X SSC. The
filters were baked for 2 h at 80°C prior to hybridization with corresponding **P-
labelled pTatil and pAttil inserts. Filters were washed at 65°C with several buffer
changes of decreasing SSC concentration (5-0.1 X) and autoradiographed on Kodak
MS films with MS intensifying screens (Kodak) at -80°C. Relative levels of Tatil and
Attil mRNA transcripts were determined by densitometry scanning of the Northern
blots using the ImageQuant 4.2 software (Molecular Dynamics).

Analysis and sequence comparisons were carried out with programs available

on the ExPASy Molecular Biology Server.
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Results and discussion

A novel plant lipocalin, Tatil, was identified from our collection of cold
induced EST using the BLAST X software [5]. The full-length clone was then
isolated from a wheat cDNA library and named Tatil for Triticum aestivum L.
temperature induced lipocalin. The longest ORF of the cDNA is 570 bp and encodes
a protein of 190 amino acids (aa) with an ATG codon at nucleotide 115 and a stop
codon at nucleotide 686. The calculated molecular mass is 22 kDa and its theoretical
plis 5.5.

Search in the GenBank'" ESTs database revealed high homology (74 %
identity, 83% similarity) with a putative protein from Arabidopsis thaliana that we
have named A(TIL for Arabidopsis thaliana temperature induced lipocalin. The
complete sequencing of this Arabidopsis clone revealed that the cDNA encodes a 186
aa protein. Sequence analysis revealed that the N-terminal portion of both wheat and
Arabidopsis proteins possess the three lipocalin SCRs. The SCR 1 region is located
within aa 15-31 (GLDVARYMGRWYEIASF) in TaTIL and within aa 12-28
(GLNVERYMGRWYEIASF) in A¢TIL and posses the two conserved amino acids G
and W [1,9] (Fig.1). The SCR 2 of TaTIL is found at the C-terminal portion of the
protein within aa 105-119 (YWVLYVDDDYQYALYV) while in AfTIL it is found
within aa 101-115 (YWVLYIDPDYQHALI) (Fig.1). Generally SCR 2 contains a
TDY triplet at the positions underlined [1,9]. In TaTIL and AfTIL only the central D
is present. SCR 3 is also found at the C-terminal portion of both proteins within aa
129-144 (ILCRKTHIEEEVNQL) in TaTIL and within aa 125-140 in A(TIL
(ILSRTAQMEEETYKQL) (Fig.1). The conserved R residue that characterizes this
fingerprint is present in both sequences [1,9].

Further sequence analysis of 7«TIL indicated the presence of only one
cysteine at aa 130 and a putative N-glycosylation site at aa 60. On the other hand, the
entire primary sequence of A¢TIL does not contain any cysteine, although the putative

N-glycosylation site is found at aa 56. Putative C-terminal cleavage sites are



51

predicted by several target peptide prediction programs (DGPI, PSORT [10], and
SignalP [11]) to be at aa 172 in TaTIL and at aa 168 in A¢TIL. Considering this
putative cleavage site, the calculated molecular mass of the mature protein of wheat
and Arabidopsis is 20 kDa with a pI of 5.2.

The homology search revealed that TaTIL (accession no. AY077702) and
its ortholog from Arabidopsis (accession no. AY062789) share significant homology
with three evolutionarily related lipocalins: the human apolipoprotein D precursor
(ApoD) (accession no. P05090), the E.coli outer membrane lipoprotein Blc precursor
(accession no. P39281), and the american grasshopper Lazarillo precursor (accession
no. P49291) (Fig. 1). They respectively share 29 %, 31 %, and 23 % identity and 46
%, 54 % and 40 % similarity with TaTIL. Among all lipocalins, Blc, ApoD, and
Lazarillo are the only ones known to be anchored to biological membranes [12]. Thus
it is possible that T7aTIL and A¢TIL are also membranes associated proteins.

The sequence analysis also revealed that 7aTIL and A¢TIL, like the E.coli Blc,
are distinguished from most lipocalins by the absence of intramolecular disulphide
bonds. However, they are potentially N-glycosylated like human ApoD and Lazarillo.
When the three SCRs of these five proteins are aligned, the start methionines from
TaTIL and A(TIL are positioned precisely at the cleavage sites of the N-terminal
signal peptides of the three other proteins (Fig. 1). This alignment suggests that
TaTIL and A(TIL do not possess an N-terminal signal peptide like E.coli Blc, Human
ApoD and Lazarillo. The N-terminal portion of 74TIL is composed of hydrophilic
residues followed by few hydrophobic residues. In 4¢TIL, the hydrophobic section is
even less accentuated. This profile does not fit the standard hydrophobic nature of the
N-terminal signal peptide identified in ApoD, Blc and Lazarillo.

Like Lazarillo, 7aTIL and A(TIL are longer than human ApoD and Blc at
their C-terminal end and possess a similar putative cleavage site (Fig. 1). The
hydrophobic C-terminal tail after the cleavage site enables Lazarillo to receive a
glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor [13]. This may suggest that TaTIL and

A(TIL also receive a GPI anchor. The GPI anchor is a post-translational addition of a
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lipid occurring in the endoplasmic reticulum lumen, which links proteins to the
external face of the plasma membrane. This type of modifications has been reported
in plants [14]. The fact that the N-glycosylation site is conserved between wheat and
Arabidopsis TIL orthologs support the possibility that those proteins are processed in
the endoplasmic reticulum lumen.

Another type of attachment to the membrane can also be suggested for TaTIL
and A(TIL. It has been proposed that human ApoD is associated with the external face
of the membrane by a hydrophobic loop [12,15,16]. TaTIL and A¢TIL also possess an
hydrophobic stretch of seven amino acids that is inserted into a loop between two -
strands (Fig. 1). This insertion is not in the same loop as the human ApoD. It is
between B-strands 5 and 6 instead of 7 and 8 (Fig. 2, Bl and C2). However it is
possible that this stretch favors the attachment to the plasma membrane. The model
presented in figure 2, reveals a difference in the loop scaffold covering the large cup-
shaped cavity that characterize the lipocalins (Fig. 2, B2). The loop scaffold in 7aTIL
and A/TIL is two amino acids longer than human ApoD and has a proline moiety at
position 32 and 29 respectively (Fig. 1). Those modifications may suggest that the
plant TIL has different binding specificity.

Northern blot analysis revealed that the Tati/ transcripts accumulate to high
levels upon exposure to low temperature (10-fold) and heat-shock treatments (10-
fold) and to a lesser extent by water stress (3.5-fold). ABA, high salt and wounding
treatments have no measurable effect (Fig. 3A). The Tati/ transcripts accumulate
gradually to a maximum level after 36 days of cold acclimation. Upon deacclimation,
the level of transcripts returned to those seen in the control non-acclimated plants.
The accumulation of Tati/ transcripts in wheat was found to be tissue-specific, as they
were detected only in cold acclimated leaves (Fig. 3A). Transcripts accumulation of
Attil revealed that the dicot ortholog is also induced by low temperature (6 fold) and
heat-shock treatments (9-fold) (Fig 3A). Arabidopsis genome sequence analysis

(accession no. AB024029) revealed that the promoter of Asti/ does not contain any
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known heat shock responsive element although two low temperature responsive
elements are found [17,18].

RNA-blot hybridization studies also demonstrated that cold acclimation
induced the accumulation of the Tatil transcripts in both less tolerant and hardy wheat
(Fig. 3B). However, this increase was greater in the hardy winter cultivars. Low
levels of expression are also found in oat and barley, two less cold tolerant species
(Fig. 3B). This difference of accumulation indicates that the Tatil expression is
correlated with the plants capacity to develop freezing tolerance.

Temperature stresses are known to induce membrane injuries. The membrane-
anchored lipocalins (Blc, ApoD, Lazarillo and possibly TaTIL and A¢TIL) all appear
to be expressed in response to conditions that cause membrane stresses [12], which
suggest a biological role in membrane biogenesis and repair under severe stress
conditions.

TaTIL and A(TIL like human ApoD may possess a wide variety of potential
ligands of different structures and functions. Mammalian ApoD is reported to bind
arachidonic acid, bilirubine, steroid hormones (progesterone and pregnenolone) and
cholesterol [19]. It is interesting to mention that plants also synthesize a wide variety
of steroid hormones called brassinosteroids. Treatment with 24-epibrassinolide, a
brassinosteroid, increases the tolerance to heat and cold stresses in plants [20]. The
enhanced resistance to temperature stress was attributed to membrane stability and
osmoregulation. These results suggest that part of the temperature-responses in plants
may involve brassinosteroids as signaling molecules to elicit the expression of steroid
binding proteins such as lipocalin. It is also known that sterol insertion in the plasma
membrane increases its fluidity at low temperature and maintains the phospholipids
order at high temperature [21]. 7aTIL may be involved in the transport of those sterol
molecules to the membrane in response to stress conditions.

The specific expression of 7aTIL in leaf suggests that the protein may play a
role in the chloroplast function during temperature stresses. However, there is no

evidence of the presence of a chloroplast signal peptide to confirm this assumption.
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Recent work on the OEP7 protein from spinach demonstrated that the interaction of
this protein with the outer membrane of the chloroplast is independent of a classical
cleavable targeting signal or membrane-channel protein [22]. It is possible that the
TaTIL is anchored to the outer chloroplast membrane in a similar manner under

temperature stresses.
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Figure 1. Alignment of the deduced amino acid sequences of wheat 7aTIL and
Arabidopsis AtTIL with related lipocalins.

Identical residues are in black and similar residues are in gray. The three-structurally
conserved regions that provide a signature for the lipocalins are indicated above.
Putative cleavage sites are in red with yellow letters. The secondary structure is
predicted from already published models [15,16] and analyzed with the Jpred2
program [23]. Red arrows, green rectangles and blue rectangle, represent B-strands,

a-helix, and 3,9 a-helix respectively.
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Figure 2. Tertiary-structure models of human ApoD and wheat TaTIL.

Tertiary structure analyses were carried out using the SWISS-MODEL program [24].
The lower blast limit was set at 0.00001 and the human ApoD model (PDB ID:
2APD) [15] was used as template. The initial result was then resubmitted through the
optimizing mode of the program. The final result was then visualized using the
Swiss-Pdb Viewer and the model was adapted according to sequence comparison.
Differences between the wheat and the human models were superposed and colored.
Sections of TaTIL that differ from human ApoD are presented in red. Sections of
human ApoD that differ from 7aTIL are in blue. Grey sections are common to both

models.
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Figure 3. Upregulation of Tatil and Attil during cold acclimation and heat shock.

(A) Accumulation and tissue specificity of Tati/ and Attii mRNAs under different
stress conditions in winter wheat Fredrick and Arabidopsis. The 28S ribosomal band
stained with ethidium bromide is included to show RNA loads (7.5 ng). NA7, NA12,
non-acclimated plants grown for 7 and 12 days; CAl, CA6, CA36, cold acclimated
plants for 1, 6 and 36 days; DAl and DAS, cold-acclimated plants (36 days) were
deacclimated for 1 and 5 days; NaCl, plants treated with 300mM NaCl for 18 h;
ABA, plants treated with 0.1 mM ABA (Sigma) for 18 h; WS, water stressed plants
with a relative water content of 57 % and 44 %, HS, plants exposed to 40°C for 1h
and 3 h (heat shock); W, wounding stress for 3 h. Leaf, crown and roots of non-
acclimated plants (NA7) and cold-acclimated for 6 days (CAG6). A1, Arabidopsis
plants; NA, non acclimated plants; CAl, cold acclimated for 1 day; HS 1h, exposed
to 45°C for 1h (heat shock).

(B) Accumulation of Tatil mRNAs during cold acclimation in spring and winter
wheat and other cereal species. Total RNA (7.5 pg) from shoots of: two spring wheat
genotypes (Triticum aestivum L. cv Glenlea (Glen), LTso (lethal temperature that kills
50% of the seedlings) -8°C; and cv Concorde (Con), LTsy -8°C), 4 winter wheat
genotypes (7. aestivum L. cv Monopole (Mon), LTso-15°C; cv Absolvent (Abs), LTsg
-16°C; cv Fredrick (Fred), LTso -16°C; and cv Norstar (Nor), LTso-19°C), winter rye
(Secale cereal L. cv Musketeer (Mus), LTs -21°C), oat (Averna sativa L. cv Laurent
(Lau), LTso -6°C), barley (Hordeum vulgare L. cv Winchester (Win), LTso -7°C).
NA, non-acclimated plants grown for 6 days; CA, cold acclimated plants for 36 days.
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Résumé

Les lipocalines sont un groupe de protéines caractérisées chez les bactéries et chez les
animaux vertébrés et invertébrés. Cependant, trés peu de choses sont connues sur les
lipocalines de plantes. Nous avons récemment publié nos résultats portant sur le
clonage et la caractérisation des premiéres vraies lipocalines de plantes. Dans la
présente communication, nous rapportons l’identification et la caractérisation des
lipocalines et protéines "lipocalin-like" de plantes en utilisant une approche intégrée
de compilation de données, profilage d’expression, localisation cellulaire, analyses
phylogénétiques, et prédictions bioinformatiques. Cette approche a permis de
classifier les lipocalines de plantes en deux groupes: « temperature-induced
lipocalins » (TILs) et « chloroplastic lipocalins » (CHLs). Deux autres groupes de
protéines, violaxanthine dé-époxidase (VDE) et zéaxanthine époxidase (ZEP),
possédent une légere similitude avec les lipocalines TILs et ont été classifiées sous le
nom de protéines "lipocalin-like". Les protéines CHLs, VDEs, et ZEPs possédent des
séquences transit qui destinent ces protéines aux chloroplastes. Quant a elles, les
protéines TILs sont localisées & la membrane plasmique malgré le fait qu’elles ne
posse¢dent aucun peptide signal défini. Les analyses de PCR quantitatif en temps réel
a révélé que I’expression des lipocalines et des protéines "lipocalin-like" de blé
(Triticum aestivum L.) est régulée par les stress abiotiques et est corrélée avec la
capacité de la plante & développer une tolérance au gel. Cette corrélation est
supportée par le fait que les lipocalines sont présentes chez 1’algue rouge Porphyra
yezoensis, tolérante a la dessiccation, et chez la levure cryotolérante Debaryomyces
hansenii. Ceci suggere une association possible entre les lipocalines et les organismes
tolérants aux stress. Considérant les propriétés des lipocalines, leur spécificité
tissulaire, leur implication dans la réponse aux stress de température et leur
association avec le chloroplaste et la membrane plasmique des tissues verts, nous
formulons I’hypothése que les lipocalines de plantes possédent une fonction de
protection de I’appareil photosynthétique contre les stress de température. Les
analyses phylogénétiques suggerent que les lipocalines TILs chez les plantes
supérieures proviennent d’'un géne bactérien présent chez un eucaryote unicellulaire
primitif. Cependant, CHLs, VDEs et ZEPs ont probablement évolué d’un géne
ancestral provenant d’une cyanobactérie aprés la formation de 1’endosymbiote duquel
le chloroplaste origine.

Mots clés : apolipoprotéine D; Arabidopsis thaliana; cycle des xanthophylles;
lipocaline; membrane plasmique; tolérance au gel; Triticum aestivum L.
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Abstract

Lipocalins are a group of proteins that have been characterized in bacteria,
invertebrate and vertebrate animals. However, very little is known about plant
lipocalins. We have previously reported the cloning of the first true plant lipocalins.
Here we report the identification and characterization of plant lipocalins and
lipocalin-like proteins using an integrated approach of data mining, expression
studies, cellular localization and phylogenetic analyses. Plant lipocalins can be
classified into two groups, temperature-induced lipocalins (TILs) and chloroplastic
lipocalins (CHLs). In addition, violaxanthin de-epoxidases (VDEs) and zeaxanthin
epoxidases (ZEPs) can be classified as lipocalin-like proteins. CHLs, VDEs and ZEPs
possess transit peptides that target them to the chloroplast. On the other hand, TILs do
not show any targeting peptide but localization studies revealed that the proteins are
found at the plasma membrane. Expression analyses by Quantitative Real-Time PCR
showed that the expression of the wheat (Triticum aestivum L.) lipocalins and
lipocalin-like proteins is associated with abiotic stress response and is correlated with
the plant’s capacity to develop freezing tolerance. In support of this correlation, data
mining revealed that lipocalins are present in the desiccation tolerant red algae
Porphyra yezoensis and the cryotolerant marine yeast Debaryomyces hansenii,
suggesting a possible association with stress tolerant organisms. Considering the
plant lipocalins properties, tissue specificity, response to temperature stress, and their
association with chloroplasts and plasma membranes of green leaves, we hypothesize
a protective function of the photosynthetic system against temperature stress.
Phylogenetic analyses suggest that TIL lipocalin members in higher plants were
probably inherited from a bacterial gene present in a primitive unicellular eukaryote.
On the other hand, CHLs, VDEs and ZEPs may have evolved from a cyanobacterial
ancestral gene after the formation of the cyanobacterial endosymbiont from which the
chloroplast originated.
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Introduction

Lipocalins are an ancient and functionally diverse family of mostly
extracellular proteins found in bacteria, protoctists, plants, arthropods, and chordates
(Suzuki et al., 2004). They have been implicated in many important functions such as
modulation of cell growth and metabolism, binding of cell-surface receptors, nerve
growth and regeneration, regulation of the immune response, smell reception, cryptic
coloration, membrane biogenesis and repair, induction of apoptosis, animal behavior
and environmental stress response (Akerstrom et al., 2000; Bishop, 2000; Frenette
Charron et al., 2002).

The lipocalin fold is a highly symmetrical all-B structure dominated by a
single eight-stranded antiparallel B-sheet closed back on itself to form a continuously
hydrogen-bonded B-barrel. This B-barrel encloses a ligand-binding site composed of
both an internal cavity and an external loop scaffold (Flower et al., 2000). The
structural diversity of cavity and scaffold gave rise to a variety of different binding
specificities, each capable of accommodating ligands of different size, shape and
chemical character (Flower et al., 2000). Lipocalins generally bind small hydrophobic
ligands such as retinoids, fatty acids, steroids, odorants and pheromones, and interact
with cell surface receptors (Flower, 2000; Flower et al., 2000).

Phylogenetic analyses of lipocalins are possible due to the highly conserved
three-dimensional structure (Ganfornina et al., 2000). Three structurally conserved
regions (SCRs) related to features of the B-barrel are conserved: SCR1 (strand A and
the 3)¢-like helix preceding it), SCR2 (portions of strands F and G, and the loop
linking them) and SCR3 (portion of strand H, the beginning of the following helix
and the loop in-between). It has been suggested that bacterial lipocalins were
inherited by unicellular eukaryotes and then passed on to both plants and metazoans
(Bishop, 2000). According to this hypothesis, primitive metazoans spread a low
number of ancient lipocalins into some of their successors, the arthropods and

chordates. These primordial lipocalins were likely similar to the Lazarillo and ApoD



67

proteins. Alongside the chordate radiation, the ApoD-like ancestral lipocalin suffered
duplications. On one hand, it gave rise to the ancestor of retinol-binding proteins
(RBPs), and on the other hand, to one or more ancestors of all other paralogous
groups of lipocalins that diverged into current chordate lipocalins (Sanchez et al.,
2003).

Although the evolution of metazoan lipocalins is well documented
(Ganfornina et al., 2000; Gutiérrez et al., 2000; Salier, 2000; Sanchez et al., 2003),
very little is known of the evolution of their plant couterparts. The first evidence of
the presence of putative plant lipocalins was reported by Bugos et al. (1998). These
are violaxanthin de-epoxidases (VDEs) and zeaxanthin epoxidases (ZEPs), key
enzymes involved in the biosynthesis of the xanthophyll pigments required for
photoprotection of the photosynthetic apparatus. They share the common substrate
antheraxanthin and are therefore believed to exhibit similar tertiary structure.
However, the peculiar architecture of these two proteins raised doubt as of their true
belonging to the lipocalin family (Ganfornina et al., 2000; Salier, 2000).

We have recently reported the identification of the first true plant lipocalins
from wheat and Arabidopsis (Frenette Charron et al., 2002). The two cDNAs
designated TaTIL for Triticum aestivum L. temperature-induced lipocalin and 4:T/L
for Arabidopsis thaliana temperature-induced lipocalin encode polypeptides of 190
and 186 amino acids respectively. Structure analyses indicated the presence of the
three typical SCRs that characterize lipocalins. Sequence analyses revealed that these
first true plant lipocalins share similarities with three evolutionarily-related
lipocalins: the mammalian apolipoprotein D (ApoD), the bacterial lipocalin (Blc) and
the insect Lazarillo protein. The comparison of the putative tertiary structures of the
human ApoD and the wheat TaTIL-1 suggests that the two proteins differ in
membrane attachment and ligand interaction.

To further identify and characterize other plant lipocalins and study their
putative functions, we used an integrated approach of data mining of EST databases,

bioinformatic predictions, structural features, cellular localization, expression,
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phylogenetic and comparative genomics analyses. These analyses revealed that plants
possess proteins that can be classified as true lipocalins (TILs and the chloroplastic
CHL lipocalins) and lipocalin-like proteins (VDEs and ZEPs). The features and

evolutionary origin of these proteins in plants are discussed.



69

Results

Identification of TaTIL homologs

The recently identified wheat lipocalin 7aTIL-1 was used to search GenBank
databases. The search revealed that plants possess several homologs of this protein. A
combination of EST sequencing and in silico reconstruction allowed the generation of
45 complete TaTIL-related protein sequences from plants (Table [ and Supplemental
Table IV). Based on size, structure, the presence of the 3 SCRs and sequence
similarity, these proteins were clustered into two distinct groups, TILs and CHLs.
Thirty seven TIL members sharing over 57% identity and 70% overall similarity with
TaTIL-1 are found in 25 different species. Wheat possesses two different TIL
members, TIL-1 and TIL-2, which share 67% identity and 79% similarity. A short
region at the N-terminus differentiates these two members in monocot species but is
absent in dicots. Data mining of the rice genome revealed the existence of genes
encoding TIL-1 and TIL-2 members (on chromosomes 2 and 8 respectively), whereas
the Arabidopsis thaliana genome only has TIL-1 (on chromosome 5). In total, twelve
plant species contain two TIL members. Sequence analyses revealed that TIL genes
encode proteins ranging from 179 to 201 amino acids with a calculated molecular
mass of 19 to 23 kDa. All TIL homologs show a conserved putative N-glycosylation
site. DGPI, PSORT, and SignalP predict a putative C-terminal cleavage site in 8 out
of the 37 proteins (Fig. 1, Supplemental Fig. 1). Considering this cleavage site, the
calculated molecular mass of the mature TIL proteins would be 2 kDa shorter than
the corresponding precursor.

The second group, CHLs, was found in 8 species and shares 25% identity and
35% similarity with 7aTIL-1 (Table [). CHL homologs encode proteins ranging from
328 to 340 amino acids with a calculated molecular mass of 36 to 39 kDa. TargetP
and ChloroP predict N-terminal chloroplastic transit peptides with high scores (over

0.800) (Fig. 1, Supplemental Fig. 2). However, those transit peptides do not show any
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conservation in cleavage site position nor in length (17 to 68 amino acids). Pairwise
sequence alignments (Supplemental Fig. 2) predict chloroplast transit peptide
cleavage sites near the beginning of SCRI in both monocot and dicot sequences.
CHL homologs also possess 8 conserved cysteine residues probably involved in the
three-dimensional structure of the protein by forming disulfide bridges (Fig. 1B,
Supplemental Fig. 2).

Lipocalin-like proteins: Violaxanthin De-Epoxidases and Zeaxanthin Epoxidases

[t has been suggested that xanthophyll cycle enzymes are lipocalin members
(Bugos et al., 1998; Hieber et al., 2000). However, no ESTs corresponding to VDEs
or ZEPs were found using 7aTIL-1 as query. VDE and ZEP protein sequences from
Arabidopsis were thus used to search GenBank databases. This search identified 8
and 12 complete sequences corresponding to VDEs and ZEPs, respectively (Fig. 1,
Supplemental Figs. 3 and 4). VDE and ZEP sequences share less that 15% similarity
with TaTIL-1. VDE homologs encode proteins ranging from 446 to 478 amino acids
with a calculated molecular mass of 50 to 55 kDa (Table I). Each of the 8 VDE
homologs possesses an N-terminal transit peptide that targets the protein to the
chloroplast (Fig. 1B, Supplemental Fig. 3). Considering the cleavage of the transit
peptide, the calculated molecular mass of the mature VDE proteins would be in the
range of 39 to 40 kDa. VDE homologs show a conserved putative N-glycosylation
site and 14 conserved cysteine residues. Of those 14 cysteine residues, 11 form a
cysteine-rich region in the N-terminal portion. The C-terminal portion contains 47%
charged residues, most of which being glutamic acid residues forming a glutamic
acid-rich region. All VDE proteins possess the first lipocalin signature SCR1 next to
the cysteine-rich region. In 6 of the 8 VDE sequences, SCR1 fits the consensus while
3 VDE sequences show discrepancies according to the Prosite database. All VDEs
exhibit the two invariant amino acids G and W that are key features of SCR1 (Flower

et al., Sansom 2000). SCR3 is also found in the glutamic acid-rich C-terminal region,
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and the conserved R residue that characterizes this fingerprint is conserved. SCR2 is
not present in the VDE sequences.

ZEP homologs encode proteins ranging from 626 to 763 amino acids with a
calculated molecular mass of 68 to 80 kDa (Table I). As for the VDE proteins, they
possess an N-terminal transit peptide that targets the protein to the chloroplast (Fig 1,
Supplemental Fig. 4). After the cleavage of the transit peptide, the calculated
molecular mass of the mature ZEP proteins ranges from 60 to 72 kDa. ZEP homologs
possess a conserved putative N-glycosylation and 2 conserved cysteine residues. In
addition, ZEP proteins contain an ADP-binding domain in their N-terminal portion
and an FAD-binding domain in their C-terminal portion (Marin et al., 1996). The two
invariant amino acids G and W that are key features of SCR1 are also present. ZEPs
differ from TIL and CHL lipocalins in that they do not possess SCR2 and SCR3. ZEP
proteins show 28% identity and 44% similarity with mono-oxygenases and oxydases
that contain ADP-binding and FAD-binding domains found in bacteria and
cyanobacteria (Supplemental Fig. 5).

Localization of the TIL-1 lipocalin

No targeting peptide was found in TIL-1. However, Blc and Lazarillo are
known to be anchored to the plasma membrane (PM; Bishop, 2000). We therefore
performed transient expression analysis of GFP fusion proteins in onion epidermal
cells to establish the subcellular location of the AfTIL-1 protein. To assess for a
possible effect of the GFP moiety on subcellular localization, three constructs were
generated (Fig. 2A). The results show that the GFP::TIL fusion accumulates
specifically at the PM (Fig. 2B). The two other constructs showed the same
localization pattern (data not shown). In contrast, the fluorescence is visible
throughout the cell when the GFP protein is in its native state (negative control) (Fig.

2B). These data show that TIL proteins accumulate at the PM.
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The A(TIL localization result obtained by transient expression in onion cells
was confirmed by biochemical fractionation in wheat. The immunoblot results in Fig.
2C show that cold acclimation (CA) induces a high accumulation of 7aTIL-1 in an
enriched PM fraction of cold-acclimated wheat but not in nuclei. The protein is also

detected in a total soluble extract but at a lower level.

Expression studies

Induction by abiotic stresses

Expression analyses of the wheat lipocalin genes was carried out using
quantitative real-time PCR. The data show that a low temperature (LT) treatment
induces the accumulation of the TaTIL-1, TaTIL-2 and TaZEP transcripts in both less
tolerant (Manitou) and hardy wheat (Norstar) (Fig. 3A). This increase is greater in the
hardy winter cultivars. TaCHL and TaVDE transcripts also accumulate during CA but
only in the tolerant wheat. To determine whether plant lipocalin genes are regulated
by other stresses, plants were subjected to different treatments. Results in Figure 3B
show that a heat shock induces TaTIL-I expression while it represses 7TaCHL and
TaVDE. There is no significant change in response to water or salt stress. The TaTIL-
I and TaCHL transcripts accumulate differentially in various wheat cultivars showing
different levels of freezing tolerance (FT), indicating that their expression is
associated with the plant's capacity to develop FT (Fig. 4).

TaTIL-1, TaTIL-2, TaCHL, TaVDE and TaZEP transcripts all accumulate in
response to CA in green leaves (Fig. 5). The maximal accumulation is seen after 6
days of CA for TaCHL and 36 days for TaTIL-1 and TaZEP. When the plants are
deacclimated at 20°C for | and 5 days, all transcripts decline to the non-acclimated
control levels. TaTIL-1 and TaTIL-2 transcripts accumulate to higher level in crown
compared to leaves after 36 days of CA. The results also show that TaTIL-2 is the

only wheat lipocalin expressed in roots.
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Regulation during the diurnal cycle

Recent evidence has emerged on the regulation of stress-regulated gene
expression by the circadian clock (Fowler et al., 2005). In addition, Thompson et al.
(2000) reported that the expression of ZEP genes in tomato is under the control of
circadian regulation. Based on the classification of ZEP proteins as lipocalin-like
proteins, we thus performed expression analyses to determine if oscillation in
transcript accumulation of these genes occur during a 16 h light / 8 h dark regime at
20°C (Fig. 6A). TaZEP transcripts accumulate to lower levels during dark periods
while they accumulate up to 15-fold in the presence of light, reaching a maximum
after 4 h near diurnal time 12:00. This oscillation was observed over three cycles.
TaTIL-1 also demonstrated a diurnal oscillation over three cycles. However, the
oscillation is less pronounced and reaches a maximal accumulation level at diurnal
time 00:00 and a minimal accumulation level at diurnal time 16:00. TaT/L-2, TaCHL
and TaVDE transcripts accumulation is not under the control of a diurnal regulation.
To evaluate the effect of LT on the diurnal oscillation, plants were exposed to 4°C
under the same light/dark regime (Fig. 6B). Upon exposure to LT, the diurnal

oscillation of TaZEP transcript accumulation is deregulated.

Evolution of lipocalins

To investigate the evolutionary origin of plant lipocalins, we searched for
homologs in ancient plants and algae. Data mining of non-redundant sequence
databases, EST databases and other genome projects showed that sequences encoding
homologs of TILs and CHLs are found in ancient plants like mosses, coniferals,
gnetales and cycads (Table I). No entries encoding TIL or CHL homologs were found
for the green algae Chlamydomonas reinhardtii or the red algae Cyanidioschyzon
merolae. However, three plant lipocalin-related ESTs were identified in the red algae

Porphyra yezoensis. A survey of 14 cyanobacterial genome project databases
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revealed that the cyanobacterium Gloeobacter violaceus PCC 7421 is the only
cyanobacterial strain that possesses a lipocalin gene. A search of 31 fungi genomes
revealed lipocalin homologs in two different fungi, the yeast Debaryomyces hansenii
CBS767 and the foliar plant pathogen Magnaporthe grisea strain 70-15.

The relationships between plant lipocalins, ancient lipocalins and other
family members were determined by building a phylogenetic tree (Fig. 7). Our goal
was not to redesign the evolution scheme of the lipocalin family but to trace the
origin of plant lipocalins. We therefore used the dataset from Ganfornina et al. (2000)
and appended the plants, algae, cyanobacteria and fungi sequences (this study) and
the newly identified epidydimal lipocalin sequence (Suzuki et al., 2004). To reduce
the complexity, we removed closely-related sequences from the original alignment of
Ganfornina et al. (2000). However, each of the 14 clades was represented. We thus
aligned 84 lipocalin sequences and reconstructed phylogenetic trees using the
Neighbor-Joining method (Fig. 7A) and the ML-based method (Fig. 7B). For the
latter, we first computed a global tree (Supplemental Fig. 9) and then refined the part
of the tree containing the new sequences using the corresponding subset of the initial
alignment and the same phylogenetic reconstruction methodology.

In comparison with the original alignment by Ganfornina et al. (2000), our
alignment contains long gaps due to the presence of ZEP and VDE sequences and the
lower conservation of the SCR2 and SCR3 signatures. Both trees obtained from this
alignment are supported by strong bootstrap values and agree well with the 14 major
lipocalin clades already identified (Supplemental Figs. 8 and 9; Ganfornina et al.,
2000; Sanchez et al., 2003). The branching pattern suggests that the plant TILs, the
yeast DALIP, the cyanobacterium GvBlc and the red algae PyLIP diverged early from
bacterial lipocalins (ML bootstrap values of 819 and 700). This is in agreement with a
previous phylogenetic study that included a plant lipocalin (Sanchez et al., 2003). The
fungus MgLIP and plant CHL lipocalins are incorporated into clade II along with the
insect Lazarillo and the mammalian ApoD. The two lipocalin-like groups, VDEs and

ZEPs, are in clade XII with al GP lipocalins. The al GP protein has been described as
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an outlier lipocalin due to the lower conservation of motifs SCR2 and SCR3
(Ganfornina et al., 2000). As these motifs are not well conserved in VDEs and ZEPs,
it is not surprising to see these three proteins in the same clade. However, the
branching pattern inside this clade is not supported by high bootstrap values in both
trees. It is worth noting that exclusion of the VDE and ZEP sequences from the
phylogenetic analysis results in the positioning of clade XII near clade XIII in the
trees, as reported by Ganfornina et al. (2000). Apart from this, the branching patterns
of the trees are not affected.

Another small difference between our analyses and those of others
(Ganfornina et al., 2000; Gutiérrez et al., 2000; Sanchez et al., 2003; Suzuki et al.,
2004) is that in the ML tree, the two lipocalins Hsap.LcnS and Ggal.QS-21 are
relocated to the miscellaneous clade that already contains Mmus.Lcnl 1, Hsap.Lcn9

and Lviv.ESP. In the NJ tree, only Ggal.QS-21 is relocated to this clade.
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Discussion

We recently reported the identification of the first true lipocalins from plants,
TaTIL-1 and AtTIL, which possess the three SCRs that characterize lipocalins
(Frenette Charron et al., 2002). Data mining of various databases using the 7aTIL-1
sequence as query resulted in the identification of all available full length plant
lipocalins. Protein sequence alignments revealed that these proteins can be classified
into four groups based on structural features conserved among typical lipocalins. Two
of these groups, TILs and CHLs, are bonafide lipocalins. Monocotyledonous species
possess genes encoding two different members of the TIL group, 7/L-1 and TIL-2,
which are regulated by abiotic stresses. On the other hand, there is no conclusive
evidence of the existence of these two forms in dicotyledonous plants. Members of
the CHLs group are expressed specifically in photosynthetic tissues of higher plants
in response to LT exposure. The presence of a transit peptide at their N-terminus
suggests that they may play a role in the chloroplast during CA.

TaTIL-1 and A(TIL proteins share similarity with three evolutionarily related
lipocalins, ApoD, Blc and Lazarillo (Frenette Charron et al., 2002). Since the latter
two proteins are known to be anchored to membranes, we hypothesized that TILs
were also membrane-associated. Our localization studies showed that TIL-1 is indeed
localized at the PM level. This result is supported by proteomic analyses of PM
proteins from Arabidopsis (Kawamura and Uemura, 2003). TILs do not bear a signal
peptide, therefore bioinformatic analyses were used to determine which type of
attachment is responsible for the PM localisation. These analyses suggested the
presence of a C-terminal cleavage site and a favourable environment for the addition
of a GP1 anchor (proper hydrophobic tail length and hydrophilic region length) in 8 of
the 37 reconstructed TIL proteins. Addition of a GPl anchor would result in the
cleavage of the C-terminal end of TILs. To determine if this is the case, a C-terminal
TIL::GFP fusion was tested by transient expression. The addition of a GPI anchor

would result in the cleavage of the TIL::GFP fusion in two separate proteins, TIL and
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GFP, and GFP would be able to move freely in the cytoplasm. Our results
demonstrate that TILs are associated with the PM but not via a GPI anchor since the
GFP fluorescence is always observed at the PM level. The fact that the N-terminal,
internal and C-terminal GFP fusions are localized at the PM suggests that TILs could
be targeted to this site via the hydrophobic loop between B-strands 5 and 6, as we
suggested previously (Frenette Charron et al., 2002).

Despite the presence of SCRs in members of the other two groups, VDEs and
ZEPs, many questions have been raised on their true belonging to the lipocalin
family. The size and the exon—intron architecture of these xanthophyll cycle enzymes
show no significant similarity to the genomic organization of typical lipocalin genes
(Gutiérrez et al., 2000; Salier, 2000). VDEs are predicted to be lipocalin-like proteins
with a central barrel structure flanked by a cysteine-rich N-terminal domain and a
glutamate-rich C-terminal domain (Fig.1; Hieber et al., 2002). ZEPs possess ADP
and FAD-binding domains and only fit the description of lipocalins based on a low
SCR1 similarity (Fig.1). On the other hand, the 44% sequence similarity with mono-
oxygenases would instead classify ZEP proteins in the latter family. According to our
phylogenetic analyses, VDEs and ZEPs are positioned in clade XII together with
alGP. Since alGP is found only in marsupials and placental mammals, it is unlikely
that this grouping reflects a genuine evolutionary relationship. Given the features of
VDEs and ZEPs, the strict definition of lipocalins and their positioning in the
phylogenetic trees, it is difficult to consider them part of the lipocalin family. Rather,
they could be classified as lipocalin-like proteins. The apparent fusion of a true plant
lipocalin with other proteins during evolution was proposed to explain the atypical
structures of these enzymes (Ganfornina et al., 2000). The appearance of proteins
with novel functions would have been an evolutionary advantage in that it would
have provided plants with enhanced protection against photooxidative damages.

Important clues regarding the evolution of plant lipocalins in our study come

from the finding of a lipocalin homolog in the cyanobacterium Gloeobacter violaceus
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PCC 7421. Cyanobacteria are unicellular organisms that carry a complete set of genes
for oxygenic photosynthesis, the most fundamental life process on earth. The
chloroplasts in higher plants are believed to have evolved from cyanobacterial
ancestors who developed an endosymbiontic relationship with a eukaryotic host cell
(Delwiche et al., 1995). To this day, sequence information is available for 14
complete and 2 partial genomes of cyanobacteria. Among these, only G. violaceous
possesses a lipocalin gene. Unlike most recent cyanobacteria, this strain lacks
thylakoids, and phycobilisomes are attached to the PM. Recent molecular
phylogenetic analyses show that the G. violaceus is a member of early branching of
the cyanobacterial lineage (Delwiche et al., 1995) and could thus be the oldest known
cyanobacterium. This suggests that G. violaceous or a close relative might have been
the initial donor that gave rise to the chloroplast structures of higher plants. These
observations reveal that certain lipocalins were associated with photosynthetic
membranes early in the evolution.

No TIL homologs were found in the primitive photosynthetic green algae
Chlamydomonas reinhardtii nor in the red algae Cyanidioschyzon merolae, two
species for which extensive genomic information is available. However, a homolog
was found in the red algae Porphyra yeonisis. Red algae (Rhodophyta) are
photoautotrophic eukaryotes characterized by a lack of flagella and the presence of
phycobiliproteins within the plastid (Bold and Wynne, 1985; South and Whittick,
1987). Porphyra species are blade-forming red seaweeds and are among the simplest
of red algae. Some are extremely tolerant to dessiccation and are found in the highest,
driest reaches of the littoral zone in cold temperate and boreal regions. The presence
of a lipocalin in this species may be related to its desiccation tolerance. The close
positioning, in the phylogenetic trees, of the cyanobacterial GvBlc with PyLip from a
photosynthetic red algae supports the hypothesis of lateral transfer.

Another novel finding is the identification of lipocalins in two fungi species,
D. hansenii and M. grisea. D. (Torulaspora) hansenii is a cryotolerant marine yeast

that tolerates salinity levels up to 24%, whereas common yeast growth is inhibited at
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10% salinity. D. hansenii is the most common species found in all types of cheeses
(Fleet, 1990). It is also common in other dairy products (Seiler and Busse, 1990)
because of its ability to grow in the presence of high salt at LT and to metabolize
lactic and citric acids. M. grisea, the causal agent of rice blast disease, is one of the
most devastating threats to food security worldwide (Zeigler et al., 1994). M. grisea
shows excellent adaptation abilities to a wide spectrum of stresses (Ikeda et al.,
2001). The presence of lipocalins in these fungi species may explain their abiotic
stress tolerance. It is possible that chloroplast-associated lipocalins and lipocalin-like
proteins could have arisen from a lateral transfer following infection by a fungus such
as M. grisea. It has been suggested that such transfers could explain the presence of
M. grisea DNA in plant genomes (Kim et al., 2000). On the other hand, gene
duplication and/or fusion can also be proposed to explain the presence of the different
proteins in higher plants genomes.

The plant lipocalins and lipocalin-like proteins properties, their tissue
specificity and their transcript accumulation in response to temperature stress suggest
a possible protection role against stress damage. Their association with the
chloroplast (CHLs, VDEs and ZEPs) and the plasma membrane (TILs) in the green
leaves supports the idea that these proteins may act as a scavenger of potentially
harmful molecules known to be induced by temperature stress and excess light. The
lipocalin-like proteins VDEs and ZEPs catalyze the interconversions between the
carotenoids violaxanthin, antheraxanthin and zeaxanthin in higher plants under stress
condition to form the zeaxanthin that protects the photosynthetic apparatus against
the effect of excessive light (Havaux and Kloppstech, 2001). Our previous work
demonstrated that the photosynthetic acclimation to LT mimics the photosynthetic
acclimation to high light because both conditions result in a comparable reduction
state of photosystem Il (Ndong et al., 2001). Based on this comparison and the data in
the present report, we hypothesize that the other plant lipocalins and the CHLs in

particular may protect the photosynthetic system against the deleterious effect of
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temperature stress. The work is in progress to determine the exact function of these

novel members of plant lipocalins.
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Materials and methods

Data mining

TaTIL homologs were identified using the TaTIL-1 protein sequence as query (Acc.
No. AAL75812) using TBLASTN against the GenBank EST database. Overlapping
ESTs  were assembled using  the CAP3 Assembly software
(http://fenice.tigem.it/bioprg/interfaces/cap3.html) and a consensus cDNA sequence
was deduced when three or more identical sequences could be aligned. The degree of
sequence identity was determined using ALIGN on the Biology Workbench
(http://workbench.sdsc.edu/) and NCBI BLAST 2 sequences
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html). Sequences were aligned and
analyzed using ClustalW on the Biology Workbench. Shading of amino acids was
performed with BOXSHADE
(http://ulrec3.unil.ch/software/boxshade/boxshade.html). PSORT, iPSORT
(http://psort.nibb.ac.jp/), TargetP v1.01 (http:/www.cbs.dtu.dk), SignalP v2.0
(http://www.cbs.dtu.dk) and ChloroP (http://www.cbs.dtu.dk) were used to detect
specific targeting sequences. For functional domain identification, we first used
ScanProsite to scan the Prosite database then most of the software available on the
ExPASy server (http://ca.expasy.org). DGPI was used for GPI-anchoring site
prediction (http://129.194.186.123/GPI-anchor/index_en.html).

Plant material and growth conditions

In this study, we used two spring wheat genotypes (Triticum aestivum L. cv Glenlea,
LTsp (lethal temperature that kills 50% of the seedlings) -8°C; and cv Concorde, LTsg
-8°C), and four winter wheat genotypes (7. aestivum L. cv Monopole, LTsy -15°C; cv
Absolvent, LTsg -16°C; cv Fredrick, LTsy -16°C; and cv Norstar, LTso -19°C). Plants

were grown in a mixture of 50% black earth and 50% Pro-Mix (Premier) for 7 days
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under 16 h day photoperiod with a light intensity of 250 pmol m~” s at 20°C. Heat
shock (40°C) and cold treatments (4°C) were performed by changing the temperature
in the growth chamber while salt stress (0.3 M NaCl) and osmotic stress (30% (w/v)
PEG-6000) were performed by saturating the soil with these solutions. A total of 8
seedlings were harvested on dry ice at different time points as stated in the figures

and immediately frozen at -70°C.
Cellular localization of TILs
Transient expression of GFP fusions

AtTIL cDNA fragments were PCR-amplified using the primers described in
Supplemental Table I then cloned in the pAVA321 vector (von Amim et al., 1998) to
generate 3 constructs. The chimeric genes encode GFP::TIL and TIL::GFP fusion
proteins, and another protein in which the GFP protein is inserted within the TIL
sequence (TL::GFP::IL) (Fig. 2A). Plasmid DNA was coated onto M17 tungsten
particles (Bio-Rad) and delivered into onion epidermal cells by particle bombardment
(Shieh et al., 1993). Images were captured on a MRC1024 confocal system with a
Nikon Eclipse TE300 inverted microscope and analyzed using the LaserSharp
software (Bio-Rad).

Subcellular fractionation

Organellar protein fractions were prepared from leaves of control and 7-day cold-
acclimated winter wheat cv Norstar. Plasma membranes (PM) were isolated by two-
phase partitioning as described by Zhou et al. (1994). Nuclei were isolated as
previously described (Vazquez-Tello et al., 1998), then nuclear proteins were
extracted using the TRI-Reagent” (Molecular Research Center) following the

manufacturer's recommendations. Total soluble proteins were prepared as described
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(Vazquez-Tello et al., 1998). Samples were separated on 12% SDS-PAGE gels, and
the rabbit anti-7aTIL-1 antibody was used for the immunoblot analysis. Detection
was performed with a peroxidase-coupled anti-rabbit IgG secondary antibody and the

Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus® (PerkinElmer).
Expression analyses by Quantitative Real-Time PCR
RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNA was isolated using the RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). For the
expression analyses in the different wheat cultivars, RNA was separated on a
formaldehyde agarose gel, transfered to a positively-charged nylon membrane then
hybridized sequentially to TaTIL and TaCHL **P-labeled probes. All other expression
analyses were performed using quantitative real-time PCR. Purified RNA (2.8 pg)
was reverse transcribed in a 20 pL reaction volume using the SuperScript™ II First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). Parallel reactions were run for
each RNA sample in the absence of SuperScript II (no RT control) to assess for
genomic DNA contamination. The reactions were terminated by heat inactivation at
70°C for 15 min. Subsequently, the cDNA products were treated with 2 units of
RNase H for 20 min at 37°C, then diluted in water to 20 ng pl"' and stored at —20°C.

Design of gene-specific primers

The genome of hexaploid wheat contains 3 genomes inherited from 3 diploid
ancestors. Primers were specifically designed to monitor the expression of the 3
copies of each gene in the same RT reaction. In addition, primers for TaCHL, TaVDE
and TaZEP were designed onto exon junctions to avoid genomic DNA amplification.
The gene architecture of TaTIL-1 and TaTIL-2 did not allow for the design of LUX™

rimers on the exon-exon junction. Fluorescent LUX™ primers as well as non-
]
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fluorescent primers (Supplemental Table I) were designed using a combination of the
LUX™ Designer-Desktop Version (Invitrogen) and the Primer3 software
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). BLASTN searches were
performed to confirm the gene specificity of the primers. Primers were synthesized by

Invitrogen.

PCR amplification

Quantitative Real-Time PCR assays were performed in quadruplicate on an ABI
PRISM® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) using the 18S
ribosomal RNA as internal standard. From the diluted cDNA, 1 pL (20 ng) was used
as template in a 50 pL. PCR reaction containing 1x Platinum Quantitative PCR
SuperMix-UDG, 0.15 pM of non-fluorescent primer, 0.3 pM of LUX™ fluorescent
primer, and ROX reference dye. The PCR thermal cycling parameters were 50°C for
2 min, 95°C for 2 min followed by 50 cycles of 95°C for 20 s and 60°C for 1 min.

Each experiment was replicated at least three times.

Data analysis

All calculations and statistical analyses were performed using the SDS RQ Manager
I.1 software using the 272%“* method with a RQ Min/Max confidence set at 95 %
(Livak and Schmittgen 2001). The error bars display the calculated maximum (RQMax)

and minimum (RQMin) expression levels that represent standard error of the mean

expression level (RQ value). Collectively, the upper and lower limits define the region of
expression within which the true expression level value is likely to occur (SDS RQ
Manager 1.1 software user manual, Applied Biosystems Inc.). Amplification
efficiency (98% to 100%) for the six primer sets was determined by amplification of

cDNA dilution series using 80, 20, 10, 5, 2.5 and 1.25 pg per reaction (data not
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shown). Specificity of the RT-PCR products was assessed by gel electrophoresis. A

single product with the expected length was detected for each reaction.

Phylogenetic analyses

Proteins used in this analysis and the FASTA files are presented in Supplemental
Tables II and III. The ClustalX v-1.83 software (Thompson et al., 1997) was used to
generate the sequence alignment using the following parameters: gap opening penalty
of 15.0, gap extension penalty of 0.30, and the substitution Gonnet scoring matrix.
The alignment was adjusted manually in order to respect the position of the three
SCRs, the glycosylation sites and the cysteine residues, then used to generate
phylogenetic trees based on two methods. The Neighbor-Joining (NJ) tree was
generated using TREECON for Windows (version 1.3b) with a 100 bootstrap
replicates and with the distance calculation set to the Poisson correction (van de Peer
and Wachter, 1994). PHYML (Guindon and Gascuel, 2003) was used to perform
maximum likelihood (ML) analyses with the evolution model JTT (Jones et al., 1992)
and all other parameters set to their default value. One thousand bootstrap replicates
were performed with Seqboot and a consensus tree was computed with Consense
following a strict-majority rule. The latter two programs are part of the PHYLIP v-3.6
package (Felsenstein, 1993). The ML trees were rooted with the VchoLpro taxon and
displayed with TreeView v-1.6.6 (Page, 1996).

Upon request, all novel materials described in this publication will be made
available in a timely manner for non-commercial research purposes, subject to the
requisite permission from any third-party owners of all or parts of the material.

Obtaining any permissions will be the responsibility of the requestor.
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Table 1. Nomenclature and charactenstics of plant hipocalins and lipocalin-like proteins

TaTiL homologs were identified using the TaTIL-1 protein sequence as query using TBLASTN against the GenBank EST database. Overlapping ESTs
were assembled using the CAP3 assembly software and a consensus ¢CDNA sequence was deduced when three or more identical sequences could be
aligned. The degree of sequence identity was determined using ALIGN on the Biology Workbench and the National Center for Biotechnology

Information BLAST 2 sequences. Chl, Chloroplastic; ND, not determined; PM, plasma membrane associated.

A Wk Procursor Mature Subceliuiar Identity?
fame] Gl Species QT CsuniNG] Protein Protan Locatiun Similarity”’
kD :Amino Aad) kD tAmino Acid

TiLs
PpTiL Mosses Physcomitrella patens DQ222991 220189 22 (189 PM 57%/72%
TrmL Maosses Tonula ruralis DQ223011 21 {186} 21 (1861 PM S59%70%
AITIL Conifers Pinus taeda DQ222992 21 {182} 21 (182: PM 62%/77%
HVTIL-1 Maonocots  Hordeun vulgare DQR22974 22 (190} 22 (190 PM 96%/97%
HVTIL-2 Monocols  H. vulgare DQ222978 21 (182) 21 (1824 ND 66%/78%
OsTIL-1 Maonocots  Oryza sativa XP_466697 22 (195) 32 (195} PM 86%/9 %
OsTIL-2 Monocots Q. sativa XP_482610 211179) 21 (79 ND 69%/80%
SoTiL Monocots  Saccharum otticinarum DQ222989 22 (193 22 a9y PM 88%/95%
ShTiL-1 Monocots  Sorghum bicolor DQ222976 23 (200 23 20 PM BONS R %
ShTiL-2 Monocots S, bicolor DQ222980 21 (1871 21 (187 ND OA%I 77 %
TaTiL-? Monocols Trittcum aestivum AAL75812 22 (190 22 190 PM 100%:
TaTiL-2 Monacots 7. aestrvum DQ222977 21 (182} 21 (182 ND G7%/79%
ZmTiL-1 Monocols  Zea mays Q222975 23 (198} 23 98} PM B7Yl 5%
ZmTIL-2 Monocots 2. mays DQ222979 21 (181} 21 a8n ND 66"/ 79%
AL Dicols Arabidopsis BAB1U998 21 (186! 21 (186} PM 75%/83%
BnTiL Dicots Brassica napus DQ2229496 21 (1871 21 (187 PM 70%/81%
CsTIL Dicots Citrus sinensis DQ223001 22 (186} 22 1186} PM 7 3%/ 84%,
GmTIL Dicots Glycine max DQ222990 21 (184 21 (184 PM G7%/81%
CGmTIL Dicots G. max Q222982 21 (184 21 (1844 ND 67%81%
GaTIL Dicots Gossypium arboreum DQ223000 21 (185! 21 (185! PM 73%/85%
GaTiL’ Dicots G. arboreum DQ222986 21 (179) 21 7% ND TO%B1%
LsTIL Dicots lactuca sativa B(B52119 21 (183) 21 (185) PM 74%/86%
LeTiL Dicots Lyvcopersicon esculentum  DQ222988 21 (185) 21 (1851 PM 74%/86%
LeTIL* Dicols L. esculenium DQ222981 21 (185 21 (185} ND 74%/86%
MITIL Dicots Medicago truncatula DQ222994 21 (184} 21 (184 PM 70%/82%
ML’ Dicols M. truncatula DQ222983 19 (168) 19 (168} ND T4/ 86%
MCTIL Dicots Mesembryanthemum DQ222999 22 (187} 22 (1871 PM 72%/83%

crystallinum
MCTIL! Dicots M. crystallinum DQ222985 22 (1871 22 (1871 ND 75%/84%
PHTIL Dicats Populus halsamifera Q223002 21 (185 21 185 PM 73%/85%
PhTIL® Dicots P. balsamifera DQ222987 21 (1851 21 (1854 ND 74%/85%
PofTiL Dicots Populus tremula DQ223003 21 (185) 21 (185 PM 7 3% B4%
Pot X PotrTiL  Dicots P. remula X Populus DQ23004 21 (185) 21 (t85! PM 75%/86%
tremuloides

PaTiL Dicots Prunus armentica DQ222998 21 (185) 21 (1851 PM 70%/84%
PrpTiL Dicots Prunus persica DQ222997 21 (185 21 {185 PM 70%/84%
SImiL Dicols Solanum tuberosum 0222995 21 (186} 27 1186} PM 7 3%/85%
SITIL” Dicots S. tuberusum DC222984 21 (185 21 {18, ND 74%/85%
WL Dicots Vitis vinifera D09222994 22 {185} 22 (185 PM 72%/85%

CHLs
HWCHL Monacots 1. vulgare DQ223006 37 (336} 26 1230 Chi 25%/35%
OsCHL Monocots Q. sativa XP_47 3960 37 (3421 26 {231 Chl 26"%/36%
ShCHL Monocots 8. hicokxr 20223005 18 (34 26 (231 Chi 25%/ 34%
TaCHL Monocots T, aestivum DQ223009 37 (339 26 2300 Chl 26%7 36%
AICHL Dicots Arabidopsis CAB41869 39135%) 26 1230 Chl 25%/40%
GmCHL Dicots G. max DQ223010 36 (328 26230 Chl 26%736%
InCHL Dicots Ipamoea nil Q223007 37 (834 26 1231 Chl 29%/41%
SICHL Dicots S. wberosum 2223008 FUNRREY 26 231 Chl 27%19%

VDEs
OsVDE_jap Monocols Q. saliva var, japonica AALD9GTB 50 1446) 40 351 Chl 14%
(OsVDE_ind Maonocots Q. sativa var. indica AAF97601 50 (4468 40 351 Chl 14%
SoVDE Monocols S, officinarum CABS9211 54 (472) 40 351 Chl 13%
TavDE Maonocots T, aestivum AAK38177 51 (a54 40 3511 Chl 13%
AVDE Dicots Arabidopsis NP_172331 52 462} ) (3521 Chi 14%

(Table continues on tollowing page.t
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Table 1. (Continued from previous page.

. p Procursor Mature Subx.elldar tdenty/

fame (e Species AcERsoion (NO. Protoin Protein Lucation Simnlanly"
CsVDE Dicuts C. sinensis AALG7858 54 470 39 (344} Chi 13%
NNVDE Dicots Nicotiana tabacum AAC50031 551478) 4f) (347 Chi 14%
LsVDE Dicots L. sativa AAC49373 541473) 40 351 Chi 14%

ZEPs

CrZEP Algae C. reinhardtii AAO3H04 811763} 72 676t Chi 10%
CspZEP Algae Chlamydomonas sp. W80 AAO4E8991 7814727} 68 (627} Chi 9%
OsZEP Monocots 0. sativa BAB19765 68 (6261 60) 5481 Chi 12%
AIZEP_col Dicots Arabidopsis AAMIT3144 74 (6671 65 (586} Chi 11%
AIZEP_lex Dicots Arabidopsis AAG17703 741667} 65 (5861 Chi 1%
AWZEP_? Dicots Arabidopsis AAF82390 74 (667} 65 15861 Ch 11%
CaZEp Dicots Capsicum annuum Q96375 72 (660 63 (582) Chi 12%
CuZEp Dicots Citrus unshi BAB78733 73 1664) 64 (586} Chl 1%
LeZEP Dicots L. esculentum P33236 73 16691 64 (583 Chl 1%
NpZEP Dicots Nicotiana plumbaginifolia CAAG5048 731663} 64 15831 Chi 1%
NIZEP Dicats N. tabacum 569548 731663} 64 (5831 Chi 11%
PaZEP Dicots P. armemiaca OB1360 72 (661) 63 (5801 Chl 1 2%

“With respect lo the wheat TaTIL-1; for VDEs and ZEPs, only the similanty is indicated.
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Fig. 1. Structure of plant lipocalins and lipocalin-like proteins.

A. Alignment of the deduced amino acid sequences of wheat lipocalins with a select
set of related lipocalins. Identical residues are in black and similar residues are in
grey. The three SCRs that provide a signature for lipocalins are indicated. The
secondary structure predicted from already published models (Bishop et al., 1995;
Peitsh and Boguski, 1996) is presented under the alignment. Arrows, grey rectangles
and the black rectangle represent 3-strands, a-helix and the 3, a-helix respectively.
B. Schematic representation of plant lipocalins.

Plant lipocalins can be classified in four groups. White boxes labeled 1, 2 and 3
represent the three structurally conserved regions (SCR1, SCR2, and SCR3) that
characterize lipocalins. Black rectangles represent chloroplast transit peptides. Dark
grey rectangles with roman numerals represent respectively: | = cysteine-rich region,
II = glutamic acid-rich region, [II = ADP-binding site and IV = FAD-binding site.
Stars and lozenges represent conserved N-glycosylation sites and conserved cysteine

residues, respectively.
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Fig. 2. Cellular localization of the plant TIL lipocalins.

A. Schematic representation of GFP fusions used in the transient expression
experiments. N and C are the amino and carboxy termini of the proteins, respectively;
1, 2 and 3 indicate the 3 structurally conserved regions (SCRs).

B. Transient expression assays of GFP-TIL fusions. Plasmids carrying the fusions
were transformed into onion epidermal cells by microprojectile bombardment.
Confocal images of GFP fluorescence were captured 20 hours after transformation.
Only the GFP::A(TIL data is shown since the three constructs gave the same
fluorescence pattern. The color figure is shown in Supplemental Fig. 6.

C. Biochemical fractionation analysis. Wheat protein extracts were prepared and
subjected to SDS-PAGE and western blot analyses. Upper panels, western blot results
obtained using the anti-7aTIL antibody (dil. 1/25,000, 10 sec. exposure for the
plasma membrane fractions; dil. 1/2,500, 5 min. exposure for the other fractions).
Lower panel, Coomassie Brilliant Blue-stained gel showing the quality of the
preparations. Typical protein patterns are observed for each fraction. NA, non-
acclimated plants grown for 7 days; CA7, plants grown for 7 days at 24°C then cold
acclimated at 4°C for 7 days.
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Fig. 3. Expression analysis of wheat lipocalins in response to abiotic stresses.

Plants were treated then total RNA was isolated from leaves, reverse transcribed, and
subjected to quantitative real-time PCR. Relative transcript abundance was calculated
and normalized with respect to the 18S rRNA transcript level. Data shown represent
mean values obtained from four independent amplification reactions (n=4), and the
error bars indicate the range of possible RQ values defined by the standard error of
the delta Ct's. This experiment was repeated three times with similar results.

A. Expression during cold acclimation of wheat seedlings. Tissues were sampled at
18:00. Spring wheat (7. aestivum L. cv Manitou; LTs (temperature that kills 50% of
the seedlings) of -8°C) and winter wheat (7. aestivum L. cv Norstar; LTsy -19°C)
were cold acclimated at 4°C for the indicated number of days. NA, non-acclimated
plants grown for 7 days; CA7 to CA56, plants cold acclimated for 7 to 56 days.

B. Expression following exposure of wheat seedlings to abiotic stresses. Winter
wheat (T. aestivum L. cv Norstar; LTs -19°C) plants were treated as follows: WS,
dehydrated in a 30% PEG solution (water stress); HS, exposed to 40°C for 1 h (heat
shock); NaCl, treated with 300 mM NaCl for 12 and 22 h (salt stress). The sampling
time (08:00 and 18:00) indicates treatment periods of 12 and 22 hours, respectively.
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Fig. 4. Expression analysis of wheat TaTIL and TaCHL lipocalins in various wheat
cultivars showing varying levels of freezing tolerance.

Non-acclimated control plants (NA) were maintained at 20°C for 7 days while other
plants were cold-acclimated (CA36) at 4°C for 36 days after the 7-day germination
period. Tissues were sampled at 18:00. RNA was extracted and analyzed on a
denaturing RNA gel blot. Spring wheat genotypes (Triticum aestivum L. cv Glenlea
(GLEN; LT50 -8°C) and cv Concorde (CON; LT50 -8°C); winter wheat genotypes
(T. aestivum L. cv Monopole (MON; LT50 -15°C), cv Absolvent (ABS; LTS0 -
16°C), cv Fredrick (FRED; LT50 -16°C), and cv Norstar (NOR; LT50 -19°C));
rRNA, ethidium bromide-stained 28S ribosomal RNA included to show RNA loads

(7.5 ug).
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Fig. 5. Expression analysis of wheat lipocalins in different tissues.

Plants were grown for 7 days at 20°C. Non-acclimated control plants (NA) were
maintained at 20°C for | and 6 days. Cold-acclimated plants (CA) were transfered at
4°C for 1, 6 and 36 days. After CA, some plants were transfered at 20°C for 1 and 5
days for deacclimation (DA). Leaf, crown and root tissues were sampled at 18:00 and

RNA was extracted and analyzed as described in Fig. 3.
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Fig. 6. Expression analysis of wheat lipocalins in response to diurnal cycles.

Plants were germinated for 8 days at 20°C under a 16/8 h day/night photoperiod.
Beginning on day 8 at 8:00, plants were grown at 20°C for 12 hours (from 08:00 to
20:00) then kept at 20°C for 52 hours (A, controls) or transferred at 4°C for 52 hours
(B, cold-acclimated). Leaf samples were harvested at each time-point, and RNA was

extracted and analyzed as described in Fig. 3. Grey areas represent the dark periods.
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Fig. 7. Phylogenetic analyses of selected lipocalins.

A. The Neighbor-Joining tree was built from the alignment presented in
Supplemental Fig. 7 and rooted with the VchoLpro taxon. Only part of the tree is
shown. The global tree is presented in Supplemental Fig. 8. The scale bar represents
the branch length (number of amino acid substitutions/site).

B. The maximum likelihood tree was built from the alignment presented in
Supplemental Fig. 7 and rooted with the VchoLpro taxon. Bootstrap values in
parenthesis indicate nodes that were refined for better resolution. Only part of the tree
is shown. The global tree is presented in Supplemental Fig. 9. The scale bar
represents the branch length (number of amino acid substitutions/100 residues). The
grey boxes, identified by roman numerals, represent the clades nomenclature

(Gutiérrez et al., 2000).



106

JONV
3dAeL
doledesy —
doleunog
X goieuouy ™
dOlesnwpy
d3AV 5%:
n_mNaOamm.ammx 19410
de 1869 — 16
1] amwxoﬂ.w
1 daY" g
ding1eBg —————
200 weby
108D weby
THIeL
THIWY

I lIe9owg — e
vhorxesy

SIYI0—

d3750— 3
T

h——
T —
JaAeL

()4 e
d9 SH— B

dole
doleiouny )
dolesnwpy

LN W
207 WeBN 5, F
e
I
il diby H
drjawq ———— njﬁo_m@
Ze7'awes b
= T
oygrg —— Soo oo
NW 5 o
o diua
2 N.F
Z-1Lel s fulv =
dnua ?
| N0 3, R Ty
WO'1093 bt
L WO193
QidT04IA

<



107

Supplemental Table L, Primer sequences used in celiular localization and Real- Lime PCR experiments.

) L . ) Amplicon
Prime