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Trois clones d'ADNc ont été isolés chez le co*e Picea glaum. PPgCHSl est un clone 
partiel codant potentiellement pour un gène de «chicone synthase)), P g M  et PgRlW 
sont des clones vraisemblablement complets. PgDhnl code potentiellement pour un g h  
de déshydrine a P g W  pour un gène de protéine riche en glycine et liant potentiellement 
I'ARN. La correspondance entre les séquences d'ADN obtenues et les protéines décrites 
ci-dessus a été faite par comparaison avec les banques de donnks. Ces trois clones ont 
par la suite été utiiisés comme sonde dans des analyses de type northern chez P. g h c a  
afin de voir leur implication potentielle d m  les mécanismes de défense induits par les 
stress de blessure, de froid et de sécheresse. L'étude a également porté sur le potentiel de 
certains composés chimiques connus comme étant médiateurs de certains stress tels les 
jasmonates, sur l'induction de ces gènes et sur la possibilite qu'ils représentent également 
des molécules signalisatrices dans les mécanismes de défiense chez les coniferes. 



Les plantes possèdent !a capacité de percevoir les changements de leur environnement et 
de s'y adapter pour survivre. La perception de ces modifications par la plante se traduit 
par une signalisation cellulaire à l'aide de médiateur biochimique suivie d'une altération de 
I'expression génique. les buts de cette thèse consistaient a trouva des gènes de conifêres 
impliqués dans les mécanismes de défense contre certains stress, à fhire leur étude 
d'expression et à voir si les médiateurs chimiques COMUS chez les angiospermes sont 
potentiellement impliqués dans les mécanismes de défense chez t'épinette blanche. Une 
stratégie PCR, combinée à l'utilisation d'amorces dégénérées représentant des régions 
conservées de La «chaione synthaw chez diverses espèces de plante, nous a permis 
d'isoler un clone partiel d' ADNc codant potentiellement pour une (<chdoone synthase)) 
de Picea glauca (PgCHSf). PgCHSf a ensuite été utilisée comme sonde dans une étude 
d'expression de type northem. Les transcrits CHS sont induits par les stress de blessure, 
localement et systémiquement. L'application d'acide jasmonique a la présence de 
méthyle jasmonate peuvent également conduire a une accumulation des ARNms chez des 
semis. 

Deux clones potentiellement complets ont été isolés d'une banque d'ADNc construite à 
partir d'ARNms provenant d'aiguilles de semis d'épinette blanche traitées soit à t'acide 
jasmonique, au méthyle jasrnonate, ou blessées mécaniquement. A partir d'homologie de 
séquences, le clone PgDhnl coderait pour un g h  de déshydrine tandis que le clone 
PgRW codaait pour un gèm de proteme riche en glycine et Gant I'ARN. Les ARNrns de 
PgDhnl sont induits dans les tissus foliaires de P. glmm par les stress de blessure, de 
âoid et de sécheresse. Les jasmonates ont égaiement eu un eskt sur leur accumulation. Les 
analyses avec la sonde correspondant au gène PgRNP ont démontre que les transcrits 
P m  sont induits par une réponse systémique de blessure et par un traitement à l'acide 
jasmonique chez les plants en serre. Les stress de blessure ne présentent pas d'effets 
clairs sur je niveau de transcrits. Le niveau de transcrits a été diminué par la sécheresse. A 
la lumière des résultats obtenus avec P. glmca, ii est possible de présager que les 
gymnospermes partagent des sidarites avec les angiospermes sur la base de leun 
systèmes de dffense aux stress. 
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Les plantes possèdent une capacité étonnante d'adaptation et de protection fàce arir 

stress environnementaux (Ryder et d 1987). Toutes les plantes supérieures peuvent 

s'adapter, avec plus ou moins de succès, aux changements biotiques a abiotiques de leur 

environnement en altérant leurs prodés morphologiques, physiologiques et 

déveioppernentaw. Panni les stress enviromementaux, les blessures subies par la plante 

peuvent causer des stress extrêmement sévères dant même jusqu'a sa mort. Le terme 

blessure réfêre globalement a un stress créé par un processus physique ou enzymatique de 

bris tissulaires. Lors des blessures, les dommages causés par des insectes phytophages ou 

par d'autres dommages mécaniques peuvent aussi faciliter l'entrée d'agents nuisibles, en 

exposant certains tissus normalement protégés (Pena-Cortés et Willmitzer 1995). Parmi 

tous les stress qu'une plante pourra subir, le stress de bkssure représente donc un défi 

environnemental considérable, voire critique. 

Les plantes répondent inoc blessures en induisant une défense caracteride par la 

production de plusieurs types de protéines et de métabolites secondaires' principalement 

Ms en place dans le but de contrer la prolifération de l'agent entomologique ou 

pathologique. Ces réponses incluent le renforcamnt des parois cellulaires par le d6p& de 

callose, de lignine a de glycoprotéines riches en hydroxyproline, la synthèse de composés 

anti-microbiens comme les phytoalehes, et la production d'inhibiteurs de protéase et 

d'enzymes lytiques comme les chitineses et les giucanases. À l'acception du p r o d é  de 

production de dose, qui implique la stirmilation de la callose synthase dCja présaite au 

niveau des membranes par le ca2+ (Fink etal 1987)' l'induction de toutes les protéines de 

d & i  cormues implique l'activation transcnptiomelie des gènes co~tespondants et, par 



conséquent, une altération de l'expression génique chu la plante hôte blessée (Hiidmann 

et al. 1992, Lamb et Dixon 1994, Pena-Cortés et Willmitzer 1995). 

La protection des forêts, leur saine gestion et leur développement durable sont des 

préoccupations de plus en plus présentes socialement. Malgré la menace d'épidémies 

d'insectes et la possibilité de changements climatiques à court tenne, les pressions 

sociologiques, écologiques et environnementales forcent en quelque sorte k 

développement de nouvelles approches tant du côté des techniques sylvicoles mécaniques 

que de ceiles régissant l'emploi des divers insecticides et herbicides. Des pertes 

importantes imputables aux insectes ravageurs et aw champignons pathogènes ont 

conduit à une baisse importante de la production forestière canadienne et affectent autant 

les niveaux économiqws qu'écologiques. Un bon exemple de pertes causées par les 

organismes ravageurs est celui de la tordeuse des bourgeons de l'épinette, qui, durant la 
3 

danière épidémie, a causé la perte de plus de 235 millions de m de bois résineux au 

Québec seulement, soit l'équivalent d'une dizaine d'années de récolte pour l'industrie 

forestière (Borddeau et Boulet 1989). Ces Sestations ont provoqué la mise sur pied 

d'importants programmes de lutte faisant principalement appel a des insecticides 

chimiques et, plus récemment, à des insecticides biologiques. Puisque les politiques 

emironnementdes dictent maintenant l'abolition de l'utilisation des pesticides chimiques 

dans les écosystèmes, on tend maintenant a développer des approches alternatives pour la 

proteaion des forêts. 

Les récents progrès dans le domaine de la biotechnologie végétale laissent entrevoir de 

nouvelles avenues possibles dans la lutte contre les organismes ravageurs. Une de ces 

tactiques est basée sur la production d'arbres transgéniques possédant des caractéristiques 

& résistance systémique aux organismes nuisibles. De telles plantes tniosforrnées sont 

dé# utilisées rvec suc& au niveau agricole (Emch et al. 1997). 



L'industrie forestière est un catalyseur très important, tant en a qui ooricane la matière 

première qu'au plan économique et social. Au Québec, les statistiques de mise en marché 

de l'industrie forestière pour la période de janvier à décembre 1997 font état & 5.75 

millions de mètres cubes solides de bois (toutes essences codondues) vendus awc 

industries de pâtes et papiers, de sciage, de panneaux ou autres (Forêt de chez nous, 

1998). À titre indicatif, le niveau de volume livré aux usines & pates et papiers pour le 

groupe sapin et épinette entre 1994 - 1997 s'échelonne entre 857 - 12 17 milliers de mètres 

cubes solides, comparativement à 795 - 1003 et 431 - 682, respectivement pour les 

feuillus mélangés et le peuplier faux-tremble (Forêt de chez nous, 1998). Les conifëres 

représentent donc une f d l e  d'arbres économiquement importants. Parmi ceux4 

l'épinette blanche a toujours eu une bonne part du marché. Au Québec, l'épinette blanche 

est l'une des essences les plus reboisées. Plus de 360 millions de semis ont été mis en 

terre entre 1972 et 1990, et l'objectif annuel pour l'an 2000 est de 33 millions de plants 

(Beaulieu et al. 1993). Les techniques de cuinire in vitro et de transformation génétique 

disponibles pour l'épinette blanche rendent cette essence particulièrement attirante pour 

étudia de façon plus fondamentale le comportement de certains gènes chez les conifteres. 

De plus sa grande vulnérabilité à la tordeuse des bourgeons de l'épinette permet 

d'entrevoir une utilisation des connaissances développées à plus ou moins longue 

échéance, a ce pour des applications tant économiques et environnementales que 

stratégiques au plan sylvicole. Ces connaissances permettront également d'utiliser d'ww 

façon encore plus efficace le potentiel qu'offre l'amélioration génétique des conifikes par 

voie transgénique, ce qui pourrait vraisemblablement se traduire par le développanent 

d'outils biotechnologiques tels que des promoteurs possédant des caractéristiques 

spécifiques adaptées aa coniFeres. Il est donc important d'étudier le comportement de 

ces gbes fàce à divers stress et de déterminer si lm activation est modulée par les mânes 

composés que caa utilisés par les angiospertaes. L'iso1ement, chez Pi- ghm, àe 

gène ayant démontré leur importance au niveau du systbe de défiense chez les 

angiospermes et, par conséquent, une homologie entre les systèmes de ddfense des 



coMFees et des angiospermes, permetüa d'entrevoir et de comprendre sous différents 

aspects le fonctionnement du système de défense chez l'épinette blanche. 

Ii est possible que les mécanismes associés au système de défense face aw blessures et 

aux stress soient conservés panni les espèces végetales. A titre d'exemple, il a été 

démontré qu'un promoteur de pomme de terre inductif par des blessures contrôlant 

l'expression d'un gàie d'inhibiteur de protéase peut aussi induire l'expression d'un gàr 

rapporteur à la suite d'une blessure chez des transfomants stables de peuplier 

(Klopfenstein ei d 1991). De plus, la région 5' d'un promoteur inductif par blessure de 

peuplier a conservé son caractère inductif a la suite de l'analyse fonctionnelie de lignées de 

tabac transgénique (HoUick et Gordon 1993). 

L'activation génique faisant suite à une blessure peut être confinée au site de la blessure 

elle-même. Cependant, quelques gènes sont non seulement induits localement mais aussi 

dans les parties distales et non endommagées de la plante (Bowles 1990). Par exemple, 

l'expression des ARN messagers (ARNms) du gènepin2 (inhibiteur de protéases de type 

sérine groupe II) est induite par blessures de façon systémique et est détectée après 20 

Mnutes, tout wmme l'expression des ARNms détectés au site de blessure (Pena-Cortés 

et al. 1988). 

Malgré leur nature divergente, plusieurs stress de nature climatique ont des üens avec les 

stress de blessures. Par exemple, lorsqu'une plante subit des blessures, les lésions créées 

deviennent un endroit propice a la perte d'eau et à i'augmentation du taux de 

transpiration, phénomène semblable à la déshydratation subie par les tissus lors de stress 

de sécheresse. Des stress de basses ternpéretunw peuvent aussi engendrer des effets 

andogues aux blessures. En effet, le fioid peut produire des dommages irrépamôles, 

souvent causes par la formation de cristaux de gbce amceüuîaires qui dommagent les 



parois ceUulaKes de la plante (Palva 1994) et représentent un stress de blessures au niveau 

des parois. 

Parmi tous les stress environnementaux auxquels les plantes sont exposées, la 

déshydratation reste certes le plus commun (Kiyosue et oL 1994). En effa, une perte 

d'eau occasionnée par blessures, une diminution de la conductivité du xylème causée par 

des agents pathogènes, un manque d'eau dans le sol, un taux d'humidité relative f~ble, un 

sol salin ou des températures élevées peuvent tous avoir un effet rair le potentiel hydrique 

de la plante. Ces stress se réfletent par l'apparition de symptômes typiques de déficience 

en eau chez celle-ci (revue par Reid et Wample 1985). 

Pour s'adapter aux pertes d'eau de leur environnement, les plantes ont développé 

plusieurs mécanismes (Bewley et al. 1993) dont certains peuvent s'apparenter à la 

réponse aux blessures. Ceriains niveaux de déficit hydrique peuvent produire des 

dommages cellulaires irréversibles chez la plante, et la tolérance à ces divers niveaux de 

stress hydrique peut varier selon l'espèce et I'écotype (Bewky et al. 1993). Pour s u ~ v r e  

lors d'une caraice sévère en eau, une plante doit : i) avoir la possibilité & ümiter les 

dommages lors du dessèchement a un niveau qui sera réparable; ü) ganter son intégritb 

physiologique à Mat déshydrate et üi) être capable & mettre en place les mécanismes de 

réparation Ion de la réhydratation pour remédier aux dommages encourus pendant le 

dessèchement (Bewley et d. 1993). 

Un chevauchement partiel dans la réponse aux stress environnementaux de gd et de 

sécheresse semble exister (Palva 1994). Ce chevauchement des mécanismes de défense 

s'observe par une augmentation de la tolérance au geî découlant de l'appiication d'un léger 

stress de sécheresse (Welin e~ al. 1994). Cette analogie peut provenir du fait que la 

formation a la présence de glace extradulsire abaissent k potentiel hydrique et forcent 



l'eau à sortir hors de la cellule, créant ainsi une déshydratation cdulaire (Levitt 1980, 

Sakai et Larcher 1987, Palva 1994). 

1.1.1 Perception des stms environnementaux : La signalisation cellulaire 

Les plantes doivent percevoir les changements dans leur environnement pour pouvoir les 

combattre. Cette perception est p~cipalement basée sur des processus de signalisation 

cellulaire qui permettent d'établir un lien entre les changements extaietus perws par la 

plante et la réponse intracellulaire qu'elle déploiera pour s'y adapter (Wasternack et 

Parthier 1 997). 

L'activation des gènes inductifs par blessure est vraisemblablement due a la génération 

d'un signal aai f  au site de blessure. La distribution subséquente de ce signal actif pourrait 

être directement responsable de l'activation de gènes, Localement ou à distance. La 

concentration minimale requise de ce signal pour activer la transcription des gènes serait 

plus élevée au site de blessure et moins importante pour les gènes induits 

systémiquement. Quelques substances migrant sur une courte distance pourraient être 

responsables de l'induction locale des gènes, tandis que des substances pouvant migrer sur 

une plus longue distance à travers la plante pourraient modula l'expression systémique 

des gènes et ainsi représenter un signal actif potentiel. Plusieurs composés organiques 

sont connus pour moduler l'activit4 de gènes induits par blessures. Ces substances ont été 

identifiées comme étant des signaux potentiels de la réponse lux blessures. Panni celles-ci, 

l'éthylène, l'acide abscissique (ABA) ei l'acide jasmonique (Al) (revue par Pena-Cortés 

et Willmitza 1995, Wasternack et Parthier 1997) retiennent l'attention d'un nombre 

grandissant de chercheurs dans le contexte de la transmission du signai de blessure. La 

systémine, un court peptide de 18 acides amin&, a aussi démontré son implication dans la 

signalisation lors des réponses de d é f i  contre les blessures (Corntabel et d 1995). 



Dans la recherche de la compréhension du mécanisme de transmission du signal du site de 

blessure a la plante entière, d'autres processus ont aussi été soupçonaés d'implication 

active, pet exemple les changements de polarité membranaire qui sont les premiers effets 

observés chez les plantes blessées. Un signal de nature électrique a propagé à travers la 

plante pour l'induction du gène pm2 ainsi qu'un signai hydraulique chez la tomate ont 

aussi été hoqués ( m e  par Pena-Cortés a Willmitzer 1995). 

1.1.2 Les jasmonites 

Les jasmonates réfiirent globalement à l'acide jasmonique, au méthyle jasmonate (M.) et a 

leur forme conjuguée d'acides aminés. Dans certains cas, les jasmonates sont considérés 

comme des hormones de croissance potentielles (revue par Miyamoto et uf. 1997). Les 

jasmonates sont détectés dans toute la plante, mais à des concentrations plus importantes 

au niveau des tissus en croissance comme les tiges, l'apex, les pointes racinsues, les h i t s  

Unmatures et les jeunes feuilles ( m e  par Wasternack et Parthier 1997). Le niveau d'AJ 

dans les plantes intactes est habituellement de 10 - 100 ng par grarmne de poids âais mais 

peut atteindre un niveau aussi élevé que 3 pg par gramme de poids frais dans certaines 

plantes ou organes (Mueller 1997). En fat, les jasmonates sont présents chez plusieurs 

espèces d'angiospermes et de gymnospermes, même si les données sur ces dernières sont 

moins abondantes (Sembdner a Parthier 1993, Mueller 1997). 

Le UI a tout d'abord été isolé et identifié comme composante parfumée de l'huile 

essentide de Jminunr pdijlonmr @mole et al. 1962). L'AJ fut isolé un peu plus 

tard, en 1971, du filtrat d'une culture du champignon BotrpdpIda tkobrmae (syn. 

hiclipIda) (Aldndge et d. 1971). En plus de son implication dans les réponses 

environnementales, I'AJ semble jouer un rôle important duw la floraison, I'enroukmemt 

de la vriiie par le toucher chez Brjmka doim, hi tutubirisation, le mûrissement des M s  et 

Pabscission (nvw par Famer 1994, Koda 1997, Miyamoto et uf. 1997, Muella 1997). 



L'AJ et le MJ sont des composés dérivés de l'acide a-linolénique (Creelman a Mullet 

1997) et issus du sentier métaboLique octadécanoïque @arma 1994). L'acide a- 

ünolémque, un acide gras, est un constituant important des membranes de la majorité des 

plantes (Conconi et al. 19%). L'exposition des plantes aux préc~lf~eu~s de l'AI, comme 

l'acide a-linolénique, mène à la production d7AJ et à l'activation des gènes induits par 

I'AJ (Fmer et Ryan 1992, revue par MueUer 1997). L'accumulation localisée d'AJ 

suivant une blessure pourrait être le résultat du mélange des compartiments contenant des 

lipases, de l'acide linolénique des membranes et d'autres enzymes impliquées dans la 

synthèse de I'AJ (Creelman et Mukt 1997). Lon d'une blessure ou d'une attaque par un 

agent pathogène, une lipase libérerait rapidement l'acide a-linolénique des membranes 

pour ensuite activer la cascade enzymatique menant à la formation d'Al (Mueller 1997). 

En plus des précurseurs biosynthétiques, une variété de composés a stimuli peuvent 

induire la biosynthèse des jasrnonates : les blessures (Sembdner et Parthier 1993, Pena- 

Cortés et WillMtzer 1995)' les stimulations mécaniques, la systémine, les 

ohgosaccharides dérivés des plantes et les chitosanes dérivés des parois cellulaires des 

champignons, la sécheresse, le traitement à I'ABA (revue par Mueller 1997) a les stress 

osmotiques (Lehmann et al. 1995). La biosynthèse d'AI découlant de ces stimuli est 

rapide (entre 5 et 45 minutes), correspond à plusieurs fois son niveau de base a précède 

la synthèse des ARNms des JIPs (iasmonate induceci potein, Weidhase et al 1987) et des 

métaboiites secondaires (revue par Muelia 1997). 

Il a été démontré que l'application d7AJ à des plants de pomme de terre cause une 

protection locale et systémique contre le pathogène fongique Phyophthora Mesans 

(Cohai et d 1993). Cette protection est probablement due à l'induction des mécanismes 

de défiense puisque les fades distales & la zone d'application sont aussi prot@ées 

( S c h w e k  ef al. 1993). Un mutant dYArabidbpsis Wdull ddécient en acide linolénique a 

été incapable d ' m u l c ~ l ' A J  suivant un stress de blessure, et par k fsit m&ne incapable 



d'induire les gènes normalement induits par blessure (Creeiman et Mukt 1997). 

Cependant, un apport exogène dyAJ au mutant permet de rétablir la résistance a# 

organismes nuisibles, démontrant ainsi le rôle essentiel que joue I'AJ dans les mecanismes 

de défense (Creelman et Mulla 1997). De plus, l'Al induit fortement I'accumuiation de la 

protéine PIN2 (Pena-Cortés et al. 1992) tout comme d'autres gènes inductifs par blessure 

et par I'ABA dans les feuilles de pomme de terre (IFiidmann et d. 1992). Cette réponse 

est siilaire chez les plantes normales et chez celles déficientes en AB& ce qui suggère 

que l'Al agit en aval de I'ABA dans la cascade d'évènements menant a l'activation des 

gènes lors des blessures (Pena-Cortés et Willmitzer 1995). 

Finalement, il a été également démontré que l'Al peut agir comme signal dans les réponses 

de défense contre les dommages causés par le rayonnement ultraviolet et les stress 

osmotiques. Cependant, la perception de la IumiQe, des métaux lourds ou des stress de 

température ne semblent pas recourir aux jasmonates comme signal (revue par Wasternack 

et Panhier 1997). 

1.13 Lt mieanisme de signalisation des jasmonata 

Les modes de régulation génique par les jasmonates demeurent encore i n c o ~ u s  (Farmer 

1994). Il n'y a toujours pas d'évidence concernant un ou des récepteur(s) possible(s) de 

jasmonate (jkner 1994). Ce récepteur a son interaction avec les jasmonates auraient 

pour effet de modifier les niveaux de transcription a de traduction de certains gènes ainsi 

que d'autres réponses physiologiques obtenues par la médiation de I'AJ (Creelman et 

MuUet 1997). La systémine, qui est un inducteur de la production d'AI, est daiva  d'un 

polypeptide plus gnnd appelé prosystémine. Ce polypeptide ressemble aix 

polypeptides hormonaux a à des facteurs de croissance chez les animaux ( m e  par 

Bergey et al. 1996). Ii a été démontré que la syst6mine active une signalisation lipidique en 

cascade semblable à celle des animaux Pergey et d. 1996). Chez ks I ' i n t d o n  



entre les macrophages et les pathogènes déclenche la libération du polypeptide (<cytokine 

turnor necrosis fmor a» (RJF a) qui circule dans le sang a atteint les cellules 

proximales. Le TNF a interagit avec les cellules du cortex cérébral pour déclendia 

l'activation d'une phospholipase A2 qui relâchera l'acide arachidonique des membranes 

plasmiques. L'acide arachidonique est par la suite converti en prostaglandines qui 

combattront l'infection par le déclenchement d'une fièvre. Le TNF a active également les 

réactions inflammatoires. Chez les plantes qui ne synthétisent pas d'acide arachidonique, 

l'acide linolénique est liiiré en réponse au signal peptidique de blessure (la systémine, qui 

est proposée comme étant la molécule transponée à travers le phloème aux cellules 

éloignas où elle activerait une lipase intracellulaire). L'acide linolénique libéré est ensuite 

transformé en acides phytodiénoïque et jasmonigue, qui sont de puissants activateurs des 

gènes de défense de la réponse systémique à la blessure. Les similitudes entre les animara 

et les plantes dans leur stratégie de communication intercellulaire par l'entremise de 

composés lipidiques ainsi que la composition relativement semblable des prostaglandines 

et des acides phytodienoïque et jasmonique suggèrent que ces deux systèmes se soient 

développés a partir d'un ancetre commun il y a plusieurs centaines de millions d'années 

(Bergey ez al. 1996). 

Une variété d'effets pleiotropiques peuvent être attribués a l'application des 

jasmonates, comme I'induction &OU l'inhibition de procédes physiologiques au 

biochimiques étendus a la plante entière ou restreints spenfiquement à certains organes 

( m e  par Wasternack a Parthier 1997). En fait, quelques-uns de ces effets sont 

semblables à ceux provoques par 1' ABA (Sem&îner et Parthier 1993). 

Ainsi donc, les jasmonates influencent l'expression génétique à plusieurs niveaux : 

l'activation et la transcription de gà iq  la maturation post-tmscriptionadle des ARNs et 

la stabilité des traascnts, la traduction des tianscnts en protéines et les étapes post- 

tt8ductiomtUes incluant les modifications et la dégackion des protéines (Reinôothe et al. 



1994). Lorsque les seconds messagers sont libérés lors d'une attaque par des organismes 

nuisibles, les jasmonates semblent initier un programme complet de d&énse qui comporte 

la synthèse de plusieurs protéines de défense, les JIPs, suivi d'une diminution générale de 

la biosynthèse des protéines de la plante corne celles impliquées dans l'assimilation 

photosynthétique du carbone (Reinbothe et al. 1994). Il a été proposé que les acides 

aminés relâchés lors de la protéolyse des protéines chloroplastiques soient réutilisés pour 

la formation des JIPs (Reinbothe et d. 1993a). Tel que mentionné, un apport exogène de 

jasmonates permet donc l'induction de plusieurs types de JIPs (Sembdner a Parthier 

1993, Reinbothe et aL 1994). Parmi ceux-ci, des gènes aussi variés que le gène du 

cytochrome P4SO (Suzuki et id 1996, Ohta et al. 19971, la ((phenylalanine amrnonia 

lyasen (PAL) (Gundlach et al. 1 W2), la «chaime syntham (CHS) (Dittrich et al. 1 992)' 

les inhibiteurs de protéases (Ryan 1992), les protéines de stockage végétatif, les protéines 

inactivant les ribosomes, les extensines, les protéines riches en glycine et celles riches en 

hydroxyproiine (Farmer 1994)' en plus des protéines ayant des fonctions encore 

inconnues (revue par Lehmann et al. 1995). Des enzymes impliquées dans le sentier 

métabolique des composés phénylpropanoïdes telles la PAL et la CHS ont été étudiées en 

détail pour leurs rôles dans la réponse aux blessures. Cet aspect sera couvert dans la 

prochaine section. 

Les jasmonates ne stimulent pas tous les gènes induits par blessure, mais peuvent être des 

régulateurs importants pour plusieurs d'entre eux, et ce a travers tout le r@ne végétai. 

Inversement, ce ne sont pas tous les gènes induits par les jasmonates qui sont induits par 

les stress de blessure (Farmer 1994). 

Comme il en a été f& mention précédemment, l'AT agit égal- comme signal A la suite 

des dommges causés par le rayonnement ultraviolet. L'8ccumulation subséquente 

d'anthocyanine sais l'effét de l'Al pait confier aux pliunes illuminées une protection 

contre les aràs d'irradiation (revue par Creelman et Munet 1997). Chez I'orge, l'effet le 



plus remarquable du MJ est la répression de la 

ercistantes (Weidhase et al. 1987). Même si la 

petite sous-unité de nibisco, qui est l'enzyme 

synthèse de la majorite des protéines déjà 

population d'ARNms (incluant cas de la 

fixam le CO2 dans la première étape de la 

photosynthèse a de la CAB ~chlorophyli a% binding proteim) est conservtk dans les 

tissus foliaires de l'orge soumis à un traitement au MJ, la plupart de ces ARNms ne sont 

plus traduits en protéines, contrairement aw témoins qui le sont toujours (MüIIer-Uri e~ 

al. 1988, Reinbothe et al. 1993% b). Un déplacement de 35 bases obtenu par une 

maturation alternative des transcrits dans les ARNms de la grande sous-unité de rubisco 

des plants traités au UI a été observé, ce qui se traduirait par un changement dans la 

structure secondaire du transcrit et préviendrait ainsi la capacité des ribosomes à initier 

leur traduction (Sembdner et Parthier 1993). 

Les vapeurs de MJ contenues dans l'air peuvent égaiement induire l'expression de gènes 

de défense menant par exemple à l'accumulation d'inhibiteurs de protéases (Famer et 

Ryan 1990). Il est impressionnant de constater que les vapeurs de MJ permettent à elles 

seules une induction semblable a celle observée lors d'une blessure ou de l'a-e par des 

agents nuisibles (Farmer et Ryan 1990). 

Les jasmonates agimient également de concer! avec d'autres hormones, comme par 

exemple l'éthylène ( m e  par Wastemack et Parthier 1997), pour induire les gènes 

impliqués dans les mécanismes de défimie (Xu et d. 1994). L'acide salicylique est un 

inhibiteur de la synthèse de l'Al et de sa capacité a induire les gènes impliqués dans les 

mécanismes de défense chez ks plantes (Pena-Cortés et al. 1993, Doares et al. 1995). Ceci 

pourrait permettre a la plante de moduler l'induction des gènes par l'entremise de l'acide 

salicylique ou par l'Al lors de sa rwnse suivant l'attaque par des organismes ravageurs, 

dsns la cinétique de sa réponse, ou de spécifier sa réponse corttre un ravageur particulier. 



Finalement, 1' A B 4  au même titre que 1' AJ, a été associé à la modification de I' expression 

génique par les stress de blesswes chez diverses espèces de plantes (Stamkk 1992). L'un 

des effets les plus constants est que le traitement par l'AI induit des réponses similaires a 

celles observées par un traitement a 1' ABA chez les plantes. De plus, plusieurs protéines 

induites par I'ABA peuvent être observées suivant un traitement à 1' AJ (Weidhase et d. 

1987). 

1.2 La «chalconc synthaw et I i  réponse aux stress 

Les rôles des composés phénylpropanoïdes sont très diversifiés. Ils sont impliqués au 

niveau des pigments floraux, des tissus foliaires et des interactions plantes-pathogènes 

(Hahlbrock et Scheel 1989). Il existe beaucoup d'informations sur le mode de régulation et 

d'expression des ghes impliqués dans la synthèse de composés phénylpropanoldes, 

incluant la régulation et l'expression de ces gènes à la suite de blessures (van der Meer et 

al. 1993). 

La ((chalcone synthasm (CHS, EC 2.3.1.74) a étt isolée et caractérisée pour la pmnière 

fois chez feb&mm hortertse (Kreder  1979). La CHS catalyse la première réaction 

de la biosynthèse des flavonoides et est égalenient l'enzyme-cl6 de cette biosynthèse 

(Hahlbrock et Scheel 1989). La CHS est de loin la protéine la plus abondante de a sentier 

biosynthétique (revue par Hahibrock et Scheel 1989). L'abondance de l'enzyme est 

expliquée par le besoin de compenser sa faible capacité catalytique (Hahlbrock a Sched 

1989). La purification a divers degrés de la CHS provenant de plantes non-stressées 

consiste en une abondance relative de molécuks catalytiquement inactives et en une petite 

fiaction d'enzymes démontrant une fable ef6cacité catalytique (Hahlbrock a Scheei 

1989). Une augmentation de la eanscription et de la traduction pendant des périodes de 

stress peut donc assurer inix cellules l'atteinte du niveau désiré d'enzymes actives 

(Christie et cil. 1994). 



' Les flavonoïdes représentent une classe importante de métabolites secoQdaires chez les 

plantes, parmi lesquels les anthocyanines sont les plus visibles en raison de le grade 

vanité de couleurs associée à leur présence dans les structures florales (Holton et Codsh 

1995). Les anthocyanines et les autres flavonoïdes peuvent aussi être des répulsifs 

alimentaires et seMr de protection contre les dommages causés par les rayons ultraviolets 

(Holton et Comish 1995). Les gènes requis pour la biosynthèse des flavonokles sont 

régulés de façon spécifique dans les tissus durant le développement de la plante ainsi que 

par une variété de perturbations environnementales incluant la lumière bleue et 

ultraviolette, les blessures, la présence de substances fongiques et l'infection par des 

pathogènes fongiques et bactériens (revue par Kubasek et al. 1992). Ceitaines molécules 

définies incluant des polysaccharides, les éliciteurs peptidiques ou les métabolites comme 

l'acide arachidonique, le glutathion et l'acide salicylique peuvent aussi modifier la 

régulation de ces gènes (Ebel et Cosio 1994). L'AI peut modifier l'activité 

transcriptiomelie des gènes de ce sentier biosynthétique. Ce sujet sa9 discuté plus 

longuement dans les prochaines sections. 

13.1 Structure ghique 

La CHS est présente chez plusieurs espèces de plantes, incluant les conifëres (Tropf et af. 

1994). La CHS peut être présente sous forme multigenique ou monogénique. Phaseofus 

vulgms contient une famine de six à huit gènes (Ryder et al. 1987, Stem# et d. 1990)' 

Petmua hybridz de huit à dOr gènes (Km 1987, 1989a, b), cinq génes chez l'hybride 

Sugm n i p  x Juglmrs regia (cité dons El Euch et al. 1998) tandis que Antinhimnn 

majus (Lipphardt et al. 1988), Zoa mqys (Wienand et al. 1987) et Arabidopsis tImlium 

(Kubasek et al. 1992) possèdent un gène unique. La structure et l'organisation génique des 

chs chez les coniferes sont très peu documentées. La présmce de chs a cependant dé 

observée chez l'épinette noire (communication personmlle R Rutledge, Savice Canadim 

des Forêts) et Pinus sylvestns (Fiie&mslul et d 1992). L'étude de Baker et White (1 9%) 



démontre la présence de plusieurs membres de la f d e  c h  chez Piceu gIauc4, Picea 

sitchems, Pims farmbertrrtram, Pinus monticdu, Abies proceru, Pseudotsuga nremiesii, 

Tmus brev@iolia et Thuju plicufu. Cependant, le nombre exact de membres de la famille 

chs n'a pu être évalué puisque la sonde utilisée ne pouvait pas fiUre le distinction entre les 

fragments provenant de la chs et caix de la astilbene synthaw (Baker et White 19%). 

12.2 Réguîatioa génique de Ir CHS par diliirenb stress 

La chs a été b d i &  de façon exhaustive chez plusieurs espèces végétales, mais plus 

particulièrement chez P. w l g d s .  Chez le tabac, les gènes de la chs ne sont pas induits 

par les stress (Schmid et al. 1990). Cependant, dans le tabac transgénique, le promoteur 

chs8 de la fêve est activé par blessures et par un éliciteur dans une zone bien définie, 

adjacente au site de stress. Cette activation du promoteur chs8 suggàe que le mécanisme 

de signalisation a été conservé pour l'induction des gènes de défense avant l'évolution 

ayant mené à la composition chimique différente des phytoalexines chez les légumineuses 

et les solanacées (Schmid et al. 1990). Ce promoteur contient égaiement un élément cis 

requis pour établir le contrôle temporel et spatial de la biosynthèse des flavonoides durant 

le développement, et en réponse à divers stimuli environnementaux (Schmid et al. 1990). 

Le traitement d'une suspension cellulaire de P. vulguris avec un eiiciteur fongique active 

plusieurs gènes et, conséquemment, mène à l'accumulation de plusieurs transcrits 

différents de la chs. La blessure a I'infeaion de tissus d'hypocotyle activent aussi 

plusieurs gènes chs avec des différences marquées dans k patron d'accumulation des 

transcrits par les d m  traitements (Ryder et al. 1987). L'augmentation du taux de 

synthèse d'enzyme peut être obmée  a I'inténeur de 20 minutes de traitement mec un 

éficiteur, le mrucimuim étant atteint dans les trois quatre heuns suivant l'elicitation. Cette 

rapidit6 d'induction dans la synthèse d'enzyme c h a  des celides traitées avec un éliciteur 

implique que cet effet ne soit pas indirect, mais qu'il constitue plut& une composante 



rapide dans la séquence des évènements entre La liaison de i'éliciteur et un éveritud 

réceptau de la plante (Larkin 1981). L'inoculation par des spores du chanipignon 

Colletotnéhum iindemuthimm de I'hypocotyle de P. vulgaris mène à une augmentation 

d ' A m  de la chs plus prononcée et plus rapide au site d7hoculation que dans les tissus 

éloignés du site initial d'infection (Cramer et al. 1985). 

Les interactions symbiotiques entre les racines de Meaïqgo tru1~:atuda et Glomus 

versifonne par un champignon mycorhyzien sont aussi caractérisées par l'induction de 

transcrits de la chs se produisant spécifiquement dans les celluies contenant les arbuscuies 

(Hamison et Dixon 1993, 1994). 

Dans une autre perspective, la chs peut être induite par le fioid chez k maïs (Christie et 

al. 1994)' par la lumière bleue et par une lumière blanche à très haute intensitd chez 

Arubidopsis tkIirptcl (Feinbaurn et Ausubel 1 988, Feinbaum et aL 1 991)' a par certains 

processus de juvénilisation chez le noyer (Claudot et al. 1993). Chez A. tholiom, 

I'accumuhtion des ARNms de la c h  en réponse au fioid ou a une infiltration bactérienne 

est dependante de la lumière (Leyva et (i1. 1995). 

Ainsi donc, l'implication des jasmonates dans le sentier des phénylpropanoïdes a des 

flavonoïdes a déjà regu des preuves substantielles. Sous l'effet de l'Al, l'accumulation 

d'anthocyanine découlant du sentier de synthèse des flavonoïdes conFee aux plantes une 

protection contre les excès d'irradiation (revue par Creelman et Muilet 1997). L'AI peut 

induire la transcription des gènes chs et pal, suggérant donc qu'il pourrait aussi être un 

élémmt dans la transmission du signal d'éliciteur fongique dans le sentier des 

phénylpropanoïdes (Lamb et Dixon 1994). L'activité de La PAL augmeate nipidement 

après l'addition de MJ à une suspension dulaire de Lithospenntlm erjdriaohizon 

(Miaikami et al. 1993). Chez le persil et le tabac transgénique, l'AI a le UT iduiseni 

forte- l'expression des transcrits de la 4-cowii~te:CoA ligme, une eayme du sentier 



des phénylpropanoides. Cette accumulation ressemble partiellement a la réponse observée 

avec un éiiciteur. Ce résuhat supporte l'hypothèse d'un rôle pour les jasmonates âans la 

transmission du signal, au niveau de l'expression des gènes du sentier des 

phénylpropanoïdes, et ce dans le cadre de la stratégie de défense pour réagir aux blessures 

(Ellard-Ivey et Douglas 1996). 

Chez les conifere, le premier gène de chs à avoir été cloné provient de Pims syhiesins. 

L'expression de la CHS est observée chez les plantules de P. syIvesWsS Son activité 

enzymatique est également induite a la suite d'une blessure au niveau de I'hypocotyle et 

de l'infiltration subséquente d'une solution d'extrait de levure. Cette induction est 

marquée, après 16 heures de traitement, par l'augmentation des flavonols tels que la 

naringenine, la pinocembnne et le dihydrokaempfCrole (Fliegmann et al. 1992). Chez Picea 

giaum, les blessures et les jasmonates augmentent le niveau de transcrits de la CHS a 

cette accumulation semble être modulée par la lumière (chapitre II). 

D'autres gènes du sentier des phénylpropanoïdes sont aussi impliqués dans la rCponse 

am blessures chez les conreres. Par exemple, l'activité enzymatique d'une isoenzyrne 

particulière de la PAL augmente lors de l'élicitation de cellules en suspension de pin gris 

avec une préparation de parois celulaires de Xkfephora tewesms Fr. (Campbell et Ellis 

1992). L'élicitation d'une suspension cellulaire de Pica abfes avec une préparation de 

parois de Rhizospkra kalithBi entraîne une augmentation rapide de l'activité 

spécifique de la PAL ainsi que d'autres enzymes impliquées dans la synthèse de la lignine 

(Messner et BOU 1993). 

1.3 Lu mkanirmcr de résistance aux stress hydriques : Le cm des d€shydrines 

Phisieurs des protéines induites lors de la déshydratation causée par la sécheresse, la 

saliaité ou un gel m e  appartiennenî a la famille des déshydrincs. Dans un autre 



contexte, l'expression de ces protemes lors du développement de la sarience concerne 

plutôt des LEAs (pour ((late gmbryogenesis @undant proteb), tandis qw les RABs 

(pour ((pponsive to &A») sont plutôt associes aor polypeptides induits lors de 

traitements à I'ABA. Néanmoins, tous les polypeptides LEA et RAB ne sont pas 

nécessairement des déshydrines @ure et aA 1989, Pla et al. 1991). Des polypeptides 

reliés aux déshydrines ont reçu des noms aussi variés que les stress ou les espèces pour 

lesquels ils ont été étudiés. On retrouve donc, par exemple : CAS18 @Id -@imation- 

gecific, Wolfraim et oL 1993)' COR47 (&Id O regulated, Gilrnour oi ol. 1992), LC30 

(Lycopersicm chileme, Chen et al. 1993), TAS14 Q'ornato B A  and - salt inducible, 

Godoy et d 1990) et WCS 120 kheat -Id and gdt inducible, Houde et al. 1992). 

Un groupe de déshydrines associé à la famille des gènes leu Dl 1 ou leu du groupe II 

(Chandler et al. 1993) aide à prévenir les dommages ceUulaires causés lors de la 

dessiccation en se liant vraisemblablement a des macromoleailes comme les protéines et 

les acides nucléiques et prévenant ainsi leur dénaturation (Dure et al. 1989, Dure 1993% 

Wisniewski el al. 19%). Les déshydrines et les LEAs pourraient aussi jouer un rôle dans 

la reaipération des radicaux libres, la séquestration d'ions l'inhibition de la formation de 

cristaux de glace et la stabilisation de la structure native des protéines ou leur renaturation 

(Dure 1993 a, b). 

Il serait possible que les deshydrines aident les protéines contre la ddnaturation ou 

qu'elles puissent soutenir la surface cytoplasmique a nucléaire des membranes pour 

éviter leur déformation (Close et d 1993b). Ceci pourrait s'op6rer par l'hydratation de la 

région hydrophile de la déshydrine, qui résulterait en la formation d'une enveloppe 

organisée d'eau qui, spécialement en présence de solutes compatibles, agirait par un 

mécankme d'exclusion préférentielle pour renaturm une protéine partielIement dénaturée 

ou empêcher une plus ample dénaturation (Close 1996). Laas groupements hydroxyles 

«solubiliseraient,> en quelque sorte les structures de surfàce a travers des interactions de 



type polain, leur procurant ainsi une certaine stabilisation (Danyluk et ul. 1998). Cette 

soiubihsation serait supérieure à celle que procwent les sucres puisque ces protéines 

peuvent s'étaler sur une plus grande surface et ont moins tendance a cristalliser (Baker et 

d. 1988). Jusqu'à présent, toutes les observations supportent l'hypothèse d'un rôle des 

déshydrines comme sudactants capables d' inhr i  la coagulation de plusieurs 

macromolécuies et de préserver leur intégrité structurale (Close 1997). 

En ce qui concerne les gènes Iea, le mode d'action des protéines correspondantes dans les 

mécanismes de tolérance a la dessiccation est basé sur quatre obsewations importantes : i) 

la majorité de ces gènes sont exprimés au moment où l'embryon devient tolérant à la 

dessiccation, ii) la majorité de ces gènes sont induits prématurément par l'AB& une 

hormone impliquée dans la réponse aux stress hydriques, iü) les transcrits correspondants 

disparaissent lorsque les embryons ou les graines sont imbibés d'eau et en germination, et 

iv) plusieurs de ces gènes inductifi par la dessiccation des semences peuvent également 

être induits dans les tissus végétatifis par un stress hydrique @elseny et af. 1994). 

Bien que ks déshydrines soient associées de façon générale au phénomène de tolérance à 

la dessiccation ainsi qu'a l'adaptation au froid et H la déshydratation, elles n'en sont pas 

les seuis intervenants. Selon Blackman a cou. (1991), les déshydrines seraient 

insuffisantes pour prévenir les dommages causés par la dessiccation mais travailleraient de 

concert avec d'autres composés et processus ceUulaires. 

1.3.1 L'implication d u  d4shydriaa dans h réponse aux stress 

Les arbres étant des espèces pérennes, des mécanismes d'adaptation aa stress hydriques 

et aa températures fiodes sont indispensables, surtout c h u  les conif"eres qui ne perdent 

pas leurs aipilîes. Close et COU. (1993a) ont détecté la présence des ddshydrines chez 

plusieurs espèces monocotylédones et dicotyiédones ainsi que chez les gymnospermes 



Pinirs e&s Engehn. et Ginko biIoba L. en utilisant un anticorps spécifique dirigé contre 

un peptide synthétique représentant la séquence conservée KIKEKLPG des déshydrks. 

Cette étude a permis de démontrer la présence dans les graines de plusieurs polypeptides 

présentant des similarites irnrnunologiques avec cette séquence conservée et possédant des 

tailles variant entre 16 et 84 kD pour P. e&lis et entre 24 et 1 10 kD pour G. bifoba. 

Les études concernant les arbres ont ensuite porté principalement sur la présence des 

déshydrines en fonction de la tolérance et de la susceptibilité des semences à la 

dessiccation. Des protéines similaires aux déshydrines ont été identifiées dans les graines 

sensibles à la dessiccation de Quercus robur L., Castaneu sativa L., Acer 

pseadoplantams L. et Acer saceharimm L., ainsi que dans les semences tolérantes à la 

dessiccation d'Acerpbimoi&s L. (Finch-Savage et ai'. 1994). Des protéines diverses ont 

été détectées avec l'anticorps décrit par Close et col. (1993a) chez des graines tolérantes à 

la dessiccation de cinq espèces d'arbre et chez des semences sensibles d'une autre espèce 

(Fiich-Savage et al. 1994). La présence de déshydrine n'est donc pas suffisante pour 

conféra aux semences la tolérance à la dessiccation et leur présencehbsence ne peut être 

utilisée comme critère absolu d'identification de semences tolérantes (Finch-Savage et al. 

1 994). 

Des tentatives pour etabiir un lien entre la capacité d'adaptation au fkoid et le &notype 

des arbres à feuillage caduque et de caa à feuillage persistant ont aussi été r é a ü s h .  Chez 

le pêcher, I'accumulation d'une déshydrine est waipéneure chez le génotype M a g e  

caduque que chez celui a feuillage persistant (Arora et W~sniewski 1994). Chez P m s  

persica L. Batsch, les génotypes des arbres a feuillage persistant et B fdage caduque 

d i f f i  significativement en fonction de lau habileté à s'acclimater au fioid et dans 

l'expression saisormière des transcrits et des protéines des ddshydrines (Artlip et d 

1997). Les ddshydhtes de huit espèces lignuses possèdent égalment un patron 



d'accumulation qui varie selon les saisons avec certaines protéines exprimées de façon 

constitutive (Wisniewski et al. 1996). 

D'autres études portent plus spécifiquement sur la réponse des déshydrines en fonction 

des stress. Par exemple, chez Popuhs popk"is7 une déshydrine est exprima en faible 

quantité chez des feuilles témoins et s'accumule à un plus haut niveau chez des feuilles 

ayant subi un stress hydrique (Pelah et al. 1997). Chez le citronnier' une déshydrine est 

induite Ion de l'acclimatation au froid et réprimée par la sécheresse et par l'immersion 

totale du pot de la plante dans l'eau (Cai et al. 1995). Chez Q. robur, la quantité de 

déshydrine augmente lors du développement de la graine et les transcrits sont induits par 

la dessiccation et 1' ABA (Finch-Savage et al. 1994). 

Jusqu'à présent, les seules séquences de déshydrine isolées chez les con.ifêres proviennent 

du sapin Douglas (Psadottsuga menziesii). Les ARNms de la DF65 sont présents dans 

les graines dormantes et disparaissent après une heure d'imbibition. Un traitement au 

âroid pour briser la dormance des semences (stratification) augmente le niveau de 

transcrits après huit heures a 4'C et atteint un aiveau maximal après une semaine. Chez 

les graines incubées a 20'C en imbibition depuis quatre heures, le niveau de transcrits 

diminue de SO"/o comparativement à celui des semences donnantes. Cette expression 

continue de diminuer jusqu'à devenir non détectabk. Chez DF65, la séquence consensus 

KMEKLPG n'est pas entièrement conservée et le motif DEYGNP ainsi que la sirie de 

sérines sont absents (Janis et al. 1996). 

A partir d'homologie de séquences, un gène possédant certaines caractéristiques des 

déshydrines a été isolé d'une banque d'ADN complémentaires (ADNc) de Acw glaiaa 

produite à partir d7ARNs isolés d'aipüles blessCes et traitées aux jasmonaies. La 

séquence protéique de œ clone de deshydrine (PgDhnl, pour Rceo ghuoa adehydrk) 

est très hydrophile a posséde quatre copies de la séquence consaisus riche en lysine, 



dont deux sous forme c o r n é e  et deux autres sous forme moins bien conservée. PgDhnl 

possède une série de huit résidus sérine, mais ne possède pas la séquence DEYGNP. Les 

transcrits PgDhnI sont induits par les stress de blessure, la sécheresse, le &oid ahsi que 

par 1' Al et le MJ (chapitre III). 

Malgré les divergences évolutives existant entre les plantes supérieures, l'existence d'un 

clone dYADNc possédant les caractéristiques communes des déshydrines chez Pice4 

glmm permet d'entrevoir que les mécanismes de défense dans lesquels les déshydrines 

sont impliquées chez les angiospermes sont aussi conservés chez les coinfees. Les 

connaissances touchant l'acclimatation des coniferes ;aa stress de sécheresse et la réponse 

génique induite chez cew-ci sont peu nombreuses. Parmi les travaux portant sur ce sujet, 

Mayne et col. (1996) rapportent l'expression diffirentielle d'une t<S-adenosylmethionine 

synthase)) chez des semis de Pims bonksiam Lamb. 

L'induction des deshydrines i la suite d'une blessure a été très peu étudiée. Les données 

relatives aw blessures proviennent d'études portant principalement sur les stress de 

sécheresse w d'acclimatation au fioid, par exemple chez le maïs (Goday et aL 1994b) et le 

blé @anyluk et al. 1994). En fait, les deshydrines ont surtout étt! étudiées en réponse aux 

stress hydriques, à la dessiccation ou à la &cheresse chu les espéces annuelles dont 

. Arabidopsis thdiama (Lang et Palva 1992, Nordin et al. 1993, Goday et al. 1994b, 

Kiyosue eî al 1994), Viciafabu (Shen et al. 1999, Latlyrus sativus (SUiha el al. 19%), le 

blé (Labhiliii et al. 1995), l'orge (Grossi et al. 1995) et le sorgho (Wood a Goldsbrough 

1997). Le fioid induit également l'expression des deshyd~es chez diffërentes plantes 

annuelles comme Arabidopsis fiirtliuna (Lang et Palva 1992, Nordin et al 1993, Kiyosue 

. eî ai 1994)' l'orge (Grossi et d 1995) et le blé (Houde et al 1992, Danytuk et al. 1994). 

Il existe chez k blé une corrélation entre l'augmentation de la transcription des 

deshydrines et k traitement au fioid. Cette augmentation est caracteristique des 

génotypes plus résistants au gd (Houde et d 1992, Danyluk et ai. 1994). 



Un même gène de déshydrine peut être induit par plusieurs types de stress. Par exemple, 

chez le blé, une augmentation transcriptionnelle est observée lors de stress hydriques, de 

I'accîimatation au fioid, de l'application d'AB& de l'augmentation subite de température, 

de l'exposition à un milieu salia et lors de blessures (Danyldc et al. 1 994). Chez la tomate, 

l'induction transcriptionnelie de r d 4  fat suite à un stress osmotique ou a un traitement a 

l'AB A (Godoy et al. 1994) et n'est pas modifiée par le fioid ou la blessure (Godoy et ol. 

1990). Chez R i c i .  cornmunis, 1' ABA, les stress hydriques et la dessiccation induisent la 

synthèse des deshyd~es, tandis que l'osmol~te, la dinite et le froid induisent un 

groupe différent de polypeptides (Han et Kennode 1996). 

L'étude de promoteurs de ceriains gènes de déshydrine a permis de mettre en évidence k 

fait que la régulation de l'expression de ces gènes s'effectue principalement eu niveau de la 

transcription. L'étude du promoteur d'un g b e  lea du groupe II dans une culture racinaire 

d'Arabidopsis thiiicaa a démontré que l'expression du g&e est modérément stimulée par 

1' ABA, les blessures, le Eoid et la déshydratation (Rouse et al. 19%). Une région du 

promoteur du gène (mn7 (dhn pour ((dehydrb) de l'orge est médiatrice de la 

transcription induite par 1'ABA (Robertson et al. 1995). L'absence de transcrit dans les 

feuilles déshydratées chez le mutant aba-l du maïs, déficient au niveau de la synthèse 

I'ABA, indque que l'expression des d é s h y d ~ e s  est dependante de l'augmentation 

d' ABA qui se produit normalement lors de la déshydratation (Goday et cJ. 1994b). 11 

existe cependant des exemples où l'expression des déshydrines face à certains stress peut 

être mediée ou non par 1' AB A (Nordin et al. 1993). 

Ainsi donc, la dessiccation, les stress osmotiques et la &cheresse provoquent 

l'accumulation de 1' ABA et de 1' AJ dans les tissus. n est donc possible que ces hormones 

soient aussi impliquées dans la modulation des dbshyd~es chez les comRRs. L'effet de 

l'Al ainsi que i'effa de catains stress au niveau de I ' a c t ~ t b  transcriptionneiie de la 



PgDhnl ont été étudiés chez l'épinette blanche dans un contexte plus large de 

compréhension de la signalisation cellulaire lors de la perception de stress (chapitre III). 

1.3.2 Composantes structunler des dbhydrinet 

La famille des déshydrines est représentie par des membres de t d l e s  très variées, les 

polypeptides pouvant varia de 82 à 575 acides aminés (Close 1997). Elles peuvent se 

retrouver dans le cytoplasme et le noyau de différait$ types de cellules, bien que leur 

présence dans les noyaux ne soit pas universelle (Close 1997). ainsi que près des 

membranes plasmiques (Danyluk et al. 1998). De façon générai4 les déshydrines ne 

possèdent pas de tryptophane ni de cystéine, elles sont très hydrophiles, demeurent 

solubles à 100°C (Close et al. 1989) et possèdent une petite séquence aleaden) 

hydrophobe d'environ dix acides aminés (Cai et ai. 1995). Les déshydrines sont 

caractérisées par un motif cotlserye d'acides aminés DEYGNP et d'une séquence riche en 

résidus lysine (KKEKWG) souvent présente en plusieurs copies (Close et al. 1993% b; 

Dure 1993b). Cette dernière séquence riche en lysine fait partie intégrante d'une séquence 

plus bge de 15 acides aminCs riche en résidus lysine (EKXGIMDKKEKLPG), nommée 

le segment K (Close 19%). Une série de résidus &ne est aussi retrouvée chez plusieurs 

dbshydrines. 

1.3.2.1 Le segment riche en &dm 

Les déshydrines sont caractérisées par le segment K. La f3équence de ce segment, qui se 

retrouve dans la portion C8tbOxy-terminale, peut varia de un à onze (Close et rrL 1993b). 

De f w n  gaiaale, il y a un haut niveau de conservation dans œ motif, oii plusieurs des 

positions sont invariables a oii la majorité des variations maintiennent la cbarge ou 

I'hydrophobicité. Cet!e caractéristique p o d t  pefmettfe la consavrition de sr nature 



arnphipatique et la distribution de sa charge pour le maintien du rôle biochimique des 

déshydrines (Dure 1993b, Close 19%, Close 1997). 

1.3.2.2 La série & résidis sirine 

Plusieurs déshydrines contiennent une série de résidus sérine. Les atides aminés de a 

segment peuvent être phosphorylés (Goday et d 1994% Godoy et aL 1994). Chez le 

mas, la région riche en résidus sérine de RAB 17 s'en avaée un site de phosphorylation 

par la caséine kinase II (Plana et aL 1 99 1). Chez la tomate, TAS 14 est p hosp horylée par 

une caséine kinase II et une protéine kinase dépendante de l'AMPc (adénosine 

monophosphate cyclique, Godoy et aL 1994). La série de résidus sérine se situe du côté 

N-terminai de la série répétée riche en résidus lysine a l'exception de COR19 a CORI 1 

du citronnier, ou eue est localisée dans la partie C-terminale (Cai et ai. 1995). Cette 

phosphorylation aurait un rdle à jouer avec la liaison d'un peptide signai de localisation 

nucléaire (Goday et al. 1994b). 

1.3.2.3 Le motif DEYGNP a autres caractéristiques 

D'autres motEs conservés sont aussi présents chez la majorité des deshydrines, comme 

par exemple le motif (VIT)DEYGNP, qui est situe près de la région amino-ternilnale & la 

protéine (Close 19%). D'autres régions moins bien conservCes peuvent aussi être 

distinguées, tels des segments glycine-thréonine qui se répètent, des &ions répétées en 

tandem nches en glycine situées entre les segments nches en lysine ethu du côté amino- 

terminai de la séquence DEYGNP (Close et al. 1993b). 

La présence de la série de résidus &ne, du motif DEYGNP et d'autres caractéristiques 

spécifiques sont fiéquement observées chez les déshydruies, mais ne pavent &e 



considérées comme des caractéristiques fondamentales de toutes les deshyd~es (Close et 

d. 1993b). 

Ii n'y a pas de règie générale concernant le nombre de copies de girie ou la structure et 

i'organisation génique des déshydrines a l'intérieur des génomes. Chez i'orge, le génome 

contient au moins 10 déshydrines (Close et Chandler 1990). Il pourrait Wster d a a  

déshydrines chez le maïs (Villardeil et al. 1990). En 1997, Close rapporta que depuis 

1988, 647 séquences protéiques complètes de déshydrines étaient devenues disponibles 

chez les angiospermes comparativement a trois chez les gymnospermes (Close 1997). Les 

séquences de gymnospermes proviennent de l'étude de Jarvis et d. (1996) portant sur le 

sapin Douglas. Différents clones d'ADNc codant pour différents groupes de leu ont été 

isolés. Les trois clones de Jarvis al. (1996) et k clone PgOhnI de cette thèse 

représentent les seules séquences connues chez les gymnospermes et permettent 

d'entrevoir que les déshydrines font partie d'une petite f d e  de gènes chez les coniFaes 

(chapitre m). 

1.4 Les protiines riches en glycine liant I'ARN 

Les protéines riches en glycine (GRPs) forment une des grades classes de proteines 

membranaires chez les plantes (revue par Showaher 1993). L'expression des GRPs peut 

être spécifique à un tissu (Quingley et d 1991, de Oliveira et al. 1993) ou être régLi1ée 

ontogénétiquernent (Lei et Wu 1991, de Oliveira et d. 1993). Les GRPs peuvent être 

synthétisées pour faire face à une variété de stimuli externes wmme les infections Waies 

(van Kan et al. 1988; Fang et al. 1991), les blessures (Condit et Meagher 1986, Keller et 

al. l988), les stress hydriques (de Oliveira et al 1990) et 1' application d'acide salicylique 

(Kaldenhoff et Richter 1989). 



Des GRPs ne possédant pas de peptide signal daas leur Scquence et ne jouant pas de rôle 

stniaural dans la cellule ont été identifiées chez les plantes (Carpenta et al. 1994). Ces 

protéines riches en giycine doivent être distinguées des protéines membranaires, montrant 

des différences significatives dans leur structure et leur patron d'accumulation d ' M m  

(Crétin et Puigdomènech 1990). Ces GRPs non structurales sont plus spécifiquement 

nommées protéines riches en glycine liant I'ARN (glycine-rich RNA Mi protein), 

protéines à RNP-CS (ribonucleoprotein consensus protein) ou protéines RRM (RNA 

recognition motif). 

Même si les fonctions cellulaires des protéines RNP riches en glycine demeurent 

incertaines, un rôle relié au stress par une interaction avec des molécules d7ARN a été 

proposé (Carpenter et al. 1994) ainsi qu'un rôle dans la maturation des pré-ARNs 

ribosomiques (Albà et Pagès 1998). Les protéines RNP sont impliquées dans le contrôle 

de l'expression génétique au niveau de la maturation, du transport et de la localisation 

cellulaire des ARNs, de la polyadénylation a de la stabilité des ARNs qui sont des dtapes 

critiques pour l'expression et la régulation de plusieurs gènes (Mattaj 1990, Dreyfuss et 

ai. 1993, Higgins 1991). Elles semblent aussi être impliquées dans la modulation de la 

traduction des ARNms (Dreyfus et ai. 1988). Des exemples de protéines RNP se 

retrouvent chez les bactériophages, les bactéries, les levures, les insectes, les plantes a les 

rnarnmifëres (Ben e~ al. 1988, Query et al. 1989). Les membres de cette f d e  de 

protéines liant I'ARN et possédant un RNP-CS peuvent se l i s  a une variét6 de molécules 

d' ARN ( m e  par Keene et Query 1991). 

1.4.1 Les structures 

Les protéines RNP possèdent deux dompllies distincts : un domaine de 80-100 acides 

aminés liant I'ARN daas la portion amino-terminale appel6 soit RRM ( ' A  recognition 

motif), CS-RBD'(consensus sequence type RNA bindiag domain) ai RNP-CS 



(ribonucleoprotein consensus) et un dornaine d a i r e ,  riche en glycine dans la région 

carboxy-terminale dans le cas des protéines RNP nches en glycine (Carpenter et d 1994). 

Le domaine RNP-CS possèûe deux motifs RNP conservés dont un octamr. le RNP-1 et 

un heiramer, le RNP-2 (revue par Dreyfuss et rd. 1988, Bandziullis et al. 1989. Keene et 

Query 1991). Les séquences RNP-1 et RNP-2 contiennent des résidus aromatiques et 

basiques impliqués dans les interactions avec les acides nucléiques (Medl et al. 1988, 

Nagai et d. 1990) et leur présence dans une protéine peut être considérée comme un très 

bon indicateur d'une activité de liaison de l'acide nucléique simple brin (Mattaj 1989). Les 

régions externes aux motifs peuvent Uinuencer la liaison de I'ARN en maintenant la 

structure protéique ou le contact avec I'ARN ou être spécialisées pour une protéine 

dom& (Kenan et al. 1991). Swvent, ces protéines contiennent plusieurs RNP-CS 

similaires mais non-identiques et arrangés en tandem (Bandziuiis et d. 1989). bien que les 

protéines du maîs, du sorgho et de l'épinette blanche n'en contiennent qu'un seul (Gomez 

et al. 1988, Crétin et Puigdomènech 1990 et chapitre IV). Les domaines auxiliaires, comme 

celui riche en glycine, pourraient interagir avec d'autres composantes requises pour la 

maturation des ARNs (Steinert et al. 1991) ou augrnema lYatIinité de la protéim pour 

I'ARN comparativement à celle permise uniquement par le RNP-CS (Cobianchi et al. 

1988). 

La présence d'introns à des positions identiques dans les séquences eucaryotes connues 

de gènes codant pour des protéines RNP suggère que ces protéines possèdent une origine 

ancienne (Li et d. 1991). En ce qui conceme la structure génique, chez le maïs, on retrouve 

les RNPs nches en giycuie sous la fonne d'une famille de gènes de cinq membres 

(Didijean el d 1992). Chn Brusiica m p s ,  ies protéines fetaient partie d'une petite 

famüle de gènes d'au moins deux membres @ergeron et al. 1993). Chez la carotte, il y 

aurait entre un a trois de as gènes (Sturm 1992). En füt. très peu & dodes sont 

disponibles sur la structure génique des protéines RNP possédant un domaine aurilirille 



riche en glycine. Chez Rcea glmca, de quatre à six copies de séquences homologues a 

P g W  ((Piceu glmrm RNP motif RNA binding proteb) seraient présentes (chapitre 

W. 

1.4.2 L'implication des protbiaa ricba en giycine liant I'ARN dans la dposse aux 

s trtss 

L'expression de certains gènes codant pour des protéines RNP riches en glycine est 

affectée par des stimuli environnementaux tels que les blessures (Condit d Meagher 1986, 

Sturm 1992, Gomez et d 1988), l'acide salicylique, les infeaions viraies, (Kan et al. 

1988), 1' ABA (Gomez ei al. 1988, Sturm 1992), les stress hydriques et chimiques 

(Gomez et ai. 1988, Didiejean et al. 1992), la déshydratation (Carpenter et aL 1994, 

Delseny et ai. 1994), le fioid (Carpenter et al. 1994) et les rythmes circadiens entrainés 

par la lurnière (Carpenter et ai. 1994, Heintzen et al. 1994). Une répression de 

l'accumulation des transcrits de ces gènes a également été observée lors de traitements a 

1' ABA (Guiltinan et Niu 1996, Carpenter et d 1994). 

Une expression ontogénétique est aussi remarquée chez quelques gènes. On détecte une 

expression éievée du gène w h p l  chez le blé lors du développement des embryons, dans 

les tissus racinaires des semis matures et, de fmn moindre, dans les feuilles (Guihinan et 

Mu 19%). Les ARNms sont présents chez les embryons & maïs en dormana et sont à 

peine déteetables après 24 heures de germination (Gomez d d 1988). Ils peuvent aussi 

être présents dans certains organes de la plante, comme le transcrit bngrI0 qui est détecte 

dans les tiges et les racines mais absent des feuilles et des fleurs de Brassica ropus 

(Bergeron et d. 1993). 

Les racines de carottes matures et non blessées ont un niveau très hile de transcrits de 

protéines RNP, mais i'accumulation des ARNms est détectée trois bains après les 



blessures. L'implication de ces protéines dans la réponse aux stress n'est pas encore 

connue. Cependant, un rôle associe à La maturation a au transport des ARNms produits 

en réponse aux blessures a été suggéré (S twn 1 992). 

1.5 Objectifs de ia t b h t  

De f w n  généraiey on peut dire que les coMaissances touchant la réponse des c ~ n ~ e s  

aux divers stress sont Limitées. L'objectif de cette thèse est donc de développer nos 

connaissances fondamentales sur l'induction de certains gènes de P. gl'rça par blessures 

et par différents stress et traitements chimiques. Ces connaissances pournt  servir de 

modèle pour les autres conifëeres. Les objectifs i court terme étaient : 1) d'isoler des gènes 

de P. g h c a  impliques dans la réponse à différents stress; 2) d'étudier les patrons 

d'expression et de régulation de ces gènes; 3) de déterminer si les composés chimiques 

impliqués dans la réponse chez d'autres plantes afKectent l'expression des gbes de P. 

gIaum. 

Les chapitres II, Di et IV sont respectivement consacrés au clonage génique a à h 

caractérisation moléçulaire des gènes potentiels de la «chalme synthase)), d'une 

deshydrine et d'une protéine riche en glycine liam l ' A . .  
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Les jasmo~tes ont été proposés comme étant des molécules signalisatrices (1SSOCiées a 
l'activation d'une grende variété de gènes de plante en réponse aux blessures. Le sentier 
des phenyfpropanoïdes est particulièrement important pour les plantes en condition de 
stress mviromemental, incluant les blessures et l'attaque par des pathogènes. Ce sentier 
mène à la formation de composés comme la lignine, les flavonoides et les phytoalexines. 
La «chaime synthasm (CHS) est une enzyme clé qui catalyse la première étape menant 
à la biosynthèse des flavonoides. La technique PCR, combinée a l'utilisation d'amorces 
dégénaées, nous a permis d'isoler un clone partiel d'ADN complémentaire (ADNc) de h 
CHS ( P ' H S I )  chez l'épinette. La sonde PgCHSI a été utiiisée pour étudier la réponse 
générale de la CHS aux blessures ainsi que soa  induction par l'acide jesrnonique et le 
méthyle jasmonate sous forme de vapeur contenue dans l'air. Les analyses de type 
northem ont révélé différents patrons d'accumulation des ARNms de CHS dans les tissus 
d'aiguille à la suite de stress de blessure mécanique, de traitement a l'acide jasmonique au 
au méthyle jasmonate. Des blessures mécaniques ou des traitements répétés à l'acide 
jasmonique donnent lieu à une plus grande accumulation de transcrits CM. Une 
accumulation systémique des ARNms CHS résultant de blessures a aussi été obsavk. 

ABSTRACT 

Jasmonates are signaling molecules which are proposeci to be associated with the wound- 
response activation of a wide variety of plant genes. The phenylpropanoid pathway bas 
important functions for plants which have been exposed to environmental stnsses, such 
as wounding and pathogen attack. This pathway leads to the formation of compounds 
induding iignin, flavonokis and phytoalexins. Chalcone synthase (CHS) is a key enzyme 
which catalyzes the first step in flavonoid biosynthesis. nie use of PCR technology and 
degenerate primers has allowed us to isolate a CHS partial cDNA clone ( P m )  of 
spruce. We have investigateâ the g d  wound-respoase of CHS as well as its 
inducibility by jasmonic acid and &me methyl jasmomte. Northem analyses have 
revded diff'erent patterns of CHS mRNA accumulation in needle tissue following 
mechanical wound, or si@ molecules like jasmonic acid- or methyl jasmonate- 
treatments. Repeated mechanical wounding or jasmonic acid-treatments had an enhancing 
effect on transcript accwlluiatioa. A systemic acarmulation of CHS m . A s  foilowing 
wounding has also been observed. 

Abbreviations: CXS, chaîcone synthase; DEPC, diethylpyrocarbonate; JA, jasmonic acid; 
MJ, methyl jasmonate. 



2.1 Introduction 

Over their üfe cycle, plants will be exposed to numerous environmental stresses. These 

stresses c m  result fiom injuries caused by the attacks of insects and microbes or, by 

mechanical wounding which is generaily rdetred to as wounding. Mechanid or biologicai 

stresses applied to plants can induce many biochemicaî changes. In plants, wounduig 

generaiiy induces two types of defense response, which lead to the expression of 

protective products either at the site of injwy, or systemicaily in distant unwounded 

tissues (see Bowles, 1990; Ryan, 1990 for review). S e v d  groups of defénse-related 

genes have beai identifid with respect to insect and microbial pathogais (Smith, 1996; 

Hammond-Kosack and Jones, 1997). Proteins or their corresponding mRNAs that are 

known to accumuiate systemically include protease inhibitors (Koiwa et al., 1997), 

chitinase (Oppenheim and Chet, 1992), phenylalanine a~nonia  Iyase and CHS (Dixon 

and Paiva, 1995). Jasmonates are proposed to be signahg molecules associated with the 

activation of an increasing number of plant gene in response to wounding (reviewed in 

Creelman and Mulet, 1997; Wastemck and Parthier, 1997). Moreover, jasmonate levels 

in plants are rapidly and transiently increased in wounded plants (for a review on 

jasmonate see Sanbdner and Parthia, 1993). Jasmonate gem induction takes place 

through a lipid-based signaling pathway called the octadecanoid pathway (Mueler, 1997). 

Finaily jasmonic acid (JA) and its methyl ester (methyl jasmonate, MJ) was shown to be 

related to plant SeneScence and growth. 

JA has been first associated in the activation of gaies endhg protease inhriitors aiter 

wounâing (Fariner et al., 1992), but it has dm beai studied with respect to induction of 

messaiger RNA aicodnig for fiavonoid biosynthetic enzymes (Dittrich et al., 1992; 

Gundlach a ai., 1992) and other phenyîpropanoid genes üke 4-coumame:CoA Iigase 

ellard-Ivey and Dougias, 1996). This suggests a ber rok of jasanonates both in the 

wound response, as w d  as in the pathogen attack tesponse in hsbp plants (Creeiman 



and Mulla, 1997). CHS is a key enzyme of the phenylpropanoid pathway catalyzing the 

first step in flavonoid biosynthesis (Halhbrodc and Scheel, 1989). The flavonoids play 

many Unportant roks, such as: floral pigments, antibiotics, W protectants and insect 

repellents (Hahlbrock and ScM,  1989). Flavonoids are important compounds in 

conifers. Pims sylvesin3 possesses both C H S  and stilbene synthase activities. Foilowing 

stress treatments (nicking of the hypocotyl with a knifie and in vaaio infiltration of a 

solution of yeast extract), Fliegmann a al. (1992) observed an augmentation of CHS as 

weU as an induction of stilbene synthase activities in P. sybesîris. nKse enzymes are 

important for the formation of molecules possessing fungstatic properties (Fliegmann et 

ai. 1992). Induction of CHS transcript accwnulation was also teported following MJ 

treatment of soybean ce11 suspension (Creelman et al. 1992) and barley leaftissues (Lee et 

al. 1996). CHS genes have been reported in many plant species including conifers (Mol et 

al., 1988; van der Meer a al., 1993; Holton and Codsh, 1995; Baker and White, 1996). 

Baker and White (1996) have been able to evaluate the gcnomic organization of CHS and 

stilbene synthase in 7 coniferous species using a PCR-generated CHS probe. Alignrnent of 

nucleotide sequences of a specific region of the genes revealed 70 to W h  identity between 

known C H S  sequences from coniferous and angiosperm and fiom coniférous 

stilbene synthase genes (Baker and White, 19%). CHS is by fw the most abundant 

protein in the phenylpropanoid biosynthetic pathway. The abundance of the transcript 

and its protein may help counteract the enzyme's poor catalytic efficiency (H&hlbrock 

and Scheel, 1989). CHS gaie expression is influenced by many stresses and environmental 

factors (reviewed in Dixon and Païvh 1995). For example, light and W radiation have 

been shown to regulate and modulate CHS transcription (Wgen et al., 1998; Ito et al., 

1997). It is well known that CHS is impiicated in wound and pathogen response as weU 

as in plant-microbe interactions (Zhu et al., 1996). In this study, we investigated CHS 

transcript accumuirtion of spnice in response to wouading and jasmonates, us@ 

northern analysis. 



Piceuglaicu (Moench) Voss seeds were germimted on moisi filter paper in Petri dishes 

in the dark at 22'C for 2 weelcs, or at 22'C under a 16 h photoperiod, light intensity of 58 

pmol mo2 s? White spnice seedlings (2-year-old), provided by the ministère des 

Ressources naturelles du Québec, were kept under normal greenhouse conditions. 

Vegetative, male and female bwl tissues were collected fiom 15-year-old field planted 

trees (Daoust et al., 1995) and stored on dry ice and subsequently et -80'C during the 

spnng of 1996 (May 7th, 17th and 29th). 

2.2.2 Jasmonate and wounding tnatments 

Time-course expenments for wounding, JA- and UI-treatments were performed with 

dark grown 2-week-old seedhgs (30 seedhgs per experiment). Two-week-old seedüngs 

were wounded several times with tlat-bladed tweezers by random aushing them. In tirne- 

course experiments (5 plants per experiment), the 2-year-old plants were wounded by 

trimming the first 5-15 mm of various n d e  tips on every branch of the plant with 

scissors. To .study the systemic wound response, the needles of five bottom branches 

fiom the 2-year-old seedlings were initially severely wounded with scisson by removing 

the n d e  tips and material was harvested fiom five identifled non-wounded branches 

toward the apical region of the seedluigs. Multiple mechanicd woundig treatments on 2- 

yearsld white sprues were amid out over the entire plant and repeated at 4-hour 

intervals (on 20 seedüngs). 

JA-tfeatments consisted of spraykg the plants (5 plants per experiment) to saturation 

with a 100 JA soIution @armer et al, 1992) prepared in 0.05% Twan 20 (soigrna). 



Plants were treated either once at thne O or sprayed in a 4-h interval (0, 4, 8 h). Two- 

week-old etiolated or light-grown seedlings were incubated in Petri dishes (30 seedlings 

per experiment). Two-year-old and two-weeksld seediings weie sprayed with 0.05% 

Tween 20 alone as a control treatment (five 2-year-old plants were used per experiments 

and were isoiated in a neighbored greenhouse to avoid cross contamination of the 

treatrnents) . 

Treatment with UI (Bedoukian Research Inc.) was amid out by placing 2-year-oM 

plants (5 per experiment) in plastic bags with a cotton swab containing 500 pL of an 

ethanol:UJ solution (9:1, v/v) (Fumer et al., 1992). MJ control plants wae in the same 

condition except that the swab contained only ethanol solution (5 plants per expenment 

isolated in an adjacent greenhouse). Two-week-old etiolated or light-grown seedüngs were 

incubated in sealed Petri dishes (30 seedlings per expenment). Case was taken to ensure 

that plants and plantlets did not touch the swab. In this way, plants were exposed on1 y 

to MJ vapors. 

Two-year-old plants, which were phenologically rnaintained in a sustained growth stage 

during experiments, were kept under normal greenhouse conditions duriag treatments. At 

cokction time, plant material was frozen in Iiquid nitrogen andlor stored at -80%. 

23.3 Probe construction, isolation and sequencing 

Poly(A') RNA, prepared fiom pooled fractions of total RNA isolated from n d e  tissue 

of 2-year-old white spruce sedhgs wounded, MJ-treated, or IA sprayed at a 2-h 

intmal for 8 h before harvesting, was used for the fint cDNA strand nsction. Total 

RNA was isolated accorâiq to Chang et al. (1993) and poly(A') RNA was purifieci with 

the PolyATract mRNA Isolation System momga). A cDNA was inuk with 1 pg of 

poly(A') RNA and p~ly(dT),~ primer using a fust strand cDNA synthesis kit 



(Boehringer Mannheim). Degenerated primas forward (5'- CGGAATTCACIACI T/A 

CIG IGGlGTIGA TIC ATG) and reverse (5'- GCTCTAGAGCICC GIA TCICC G/A 

AAIA GIA IGC TIC TG) maxihg the amino acids TTSGVDM and QALFGDGA 

respectively were designed using two highly conserved amho acid domains found in plant 

CHS. They were used to ample a portion of spruce CHS cDNA One fifth of the initial 

first Strand cDNA synthesis reaction (approximately 50 ng) was used as template in an 

amplification reaction using the designed forward and reverse primers. PCR amplification 

was carried out using 0.1 pM of each primer, 0.2 m .  of each dNïP, 0.025 unit/@ Tag 

DNA polymerase (Boehringer Mannheim) and 1 x of the supplied reaction buffet. PCR 

was carried out for 35 cycles (94T, 1 mis; 50T, 45 sec; 72T, 1 min) folîowed by 10 min 

at 7 2 T  in a DNA thermal cycle (Perkin Elmer). Amplicons were separated on a 2% 

agarose g 4  and transfer ont0 Npran Plus positively charged nylon membrane (Schleicher 

and Schud) under alkaline transfer conditions (0.4 N NaOH), and crosslinked with UV. 

Subsequent hybridization have been perfonned with a Picea mariana CHS probe 

(PmCSF7 Rdedge a al., unpublished) to screen for CHS m e  amplicons. Positive 

amplicons were isolateci and reampiified under higher stringency PCR conditions 

(annealhg temperature at 5S°C), to obtain one specific PCR-amplified DNA fiagrnent 

size. PCR products were purified uing QIAquick PCR purifkation kit (QIAGEN) and 

cloned, using the EaoRI and Xbii sites included in the forward and reverse primers, in 

pBluescripP SK+ (Stratagene) at the conesponding sites. In order to c o n f h  the CHS 

identity of the clones, four transformed colonies were randomly chosen for sequencing. 

Sequences were obtained using the dideoxy chah temination method (Sanger a al., 1977) 

using an AB1 373 autornated DNA secpana stretch (Perkin-Eh). Three clones wae 

identicai, the fourth clone was different at the nucleotide level, ahhough e n d h g  for an 

identical inferreci peptide. One specioc ampliwn, PgCHSI, which was one of the three 

identicai clones was chosen and used as a probe for this study. 



2.2.4 DNA isoiation and Southem analysis 

Bcea g h c a  genomic DNA was extracteci from white spruce embryogenic calli as 

described by Charest a al. (1996). Genomic DNA was dissolved in water and digested 

with restriction enzymes (Bgl II, h R  I and Hind m), fiactjonated by agarose gd 

electrophoresis (0.8% w/v), transferred ont0 Nytran Plus membranes accorâjng to the 

manufacturer's recommendations and crosslinked with W. DNA extraction and 

hybridization were performed in duplicate. 

23.5 Total RNA isolation and northern analysis 

Total RNA was isolated ffom pooled material of needles, roots and stem tiom 2-year-old 

s d i n g s  and whole 2-week-old seedlings and purified according to Chang et al. (1993). 

Non-stressed root material fiom 2-yearsld poned plants were harvested from plants 

which have been washed gently by d g  their roots in tap water for 1 min to remove 

soil. Excess water was absorbed on Whatman paper. The roots were cut, immediately 

fiozen in liguid nitrogai and stored at -80°C. Total RNA from five to ten pooled 

vegetative, male and fernale buds tissues of 15-y=-old field-planted mes was extracteci 

using the Chang et al. (1993) extraction b& together with the QIAGEN Wasy total 

RNA kit. RNA was finally redissolved in DEPC-treated water and RNA concentrations 

were detecmined by absorbame value at 260 nm. Equal arnounts of total RNA (10 to 30 

pg) were denatuced with formamide/formaldehyde and fiactionated on denaturing 1.2% 

agarose foddehyde gel. Total RNA qudity was confhed by nisoma1 RNA integrîty 

observed by ethidium bromide staining of the gel. The gel was blotted onto Nytran Plus 

positively c h g e û  nylon membranes (Schleicher and Schud), and fkactionated RNAs 

were subsequently crossliakd to membranes by W radiation. Treatments and 

hybndVaton were perforrned in duplicate. 



2.2.6 Hybridiution conditions 

Plasmid purification was adiieved with QIA-prep-8 Plasmid Kit (QIAGEN). Probes 

were synthesized by PCR amphfication of the P ' H S I  clone using pBluescriptm 

specific primers in PCR r d o n  camed out u h g  0.1 pM of each primer, 0.2 mM of each 

dNTP, 0.025 unit/pL Tuq DNA polymerase (Boehringer Mannheim) and 1 x of the 

supplied reaction buffer. PCR was carrieci out for 35 cycles (94T. 1 min; S O T ,  45 sec; 

72T, 1 min) foliowed by 10 min at 72T in a DNA thermai cycle (Perkh Elmer). PCR 

products were purified using QIAquick PCR purification kit (QIAGEN). Purified 

amplicons were radioactively labelai by random primirig with the High Prime iabeling kit 

(Boeliringer Mannheim). Radiolabeled probes were puriiied with QIAquick nucleotide 

removal kit (QIAGEN). Membranes were prehybridized in hybndiration b&"r (Church 

and Gilbert, 1984) for 2 h pnor to adding [a-32~]-labe1ed probe (1 x 10' cpm/mL buffcr). 

High-stringency hybridization conditions with northern blot analyses were achieved b y 

hybridizing the membranes at 65'C for 16 h and washing them twice with 1 x SSC and 1% 

SDS at 65'C for 30 min. Membranes were stripped by boilllig for 1 5 min. in 0.1 x SSC 

and 0.1% SDS and rehybndized with a white spruce 400 bp 18 S ribosornal probe to 

monitor RNA loading qumtity. R%osomal probe was generated by PCR reaction under 

above mentioned conditions using 100 ng of P. gIcltlcu garomic DNA as template togdha 

with the NSS 1 and NS61 primers (5'-GGGGGAGTATOGTCGCAAW-3' and 

5'-TCAGTGTAGCGCGCGTWGGC-3 ' respectively, Simon et al., 1992). 

Hybridization conditions were as previously mentioned for Southeni analyses except that 

the hybridization and washes wae performeû at 60'C and that weshes were in 2 x S C  

and 0.1% SDS. Hybridized membranes were exposeâ on X - O M A T ~  AR Scientific 

Imaghg Film (Kodak) for 12 to 36 h (7-10 days for Southan blot aaalysis) andfor 

exposed to a Storage Phosphor Scnen when hybridization signais were rewrded with a 

Fuji Bio imiiging d y z e r .  



Quantification of transcript accumulation were evaluated by Phosphor imager analyzer 

and by densitomevic masurement of autoradiograms ushg the RFLPscan Plus 3.0 

program (Scanalytics, a division of CSP inc.). Results were normaüzed for an equal 

loading quantity of 18 S n i m a l  RNA intensity. Histograms illustrate the 

quantification of the most representative hybridization experiment (shown) where m o n  

bars represent the d e p e  of error in the quantification method. In the analyses, we 

considered a difference of magnitude of transcript accumulation of two-fold or pater to 

be significant . 

2.3 Results and discussion 

23.1 Isolation and characterization of PgCHSI parthl cDNA clone 

The PgCHSI partial cDNA of 267 bp was isolated using a PCR strategy combined with 

the use of degenefate primers derived from conserved regions of other known CHS genes. 

Three randomly chosen clones were identical at the DNA level, howwer, the fourth 

sequence was different from the three others, ahhougb it encodes the same putative 

peptide sequaice. Translation of the PgCHSI partial cDNA sequence yielded an open 

readirig h e  of 89 amino acids (Fig. 1 A). This predicted amino acid sequence is highly 

homologous to that of other known CHS proteins (Fig. 1 B), and shares 99-lW! identity 

over the 89 amino acids with CHS fiom coniferous species and 95% with CHS fkom 

angiosperms. PgCHSI cDNA partial clone represents a very well conse~ed region of the 

CHS gaie. Thus the P g H S i  probe used in this study is not gaie specific but mther CHS 

gaie family specific. 



2.3.2 Southcm hybridization anrlysis 

Southan melyses had revealed that PgCHSI probe detected a C .  muitigene family in 

Picea glmm (Fig. 2). These resuhs confirm the results of Baker and White (1996) who 

showed the presence of many fiagments related to CHS and s t i l b  synthase in white 

spruce and other gymnosperms as weU. Baker and White (1996) have hypothesized that 

the multigenk nature of these genes in conifers may indicate that or@ some of them are 

important to defase. The importance of these genes in conifers Mght also reflect the 

need for massive production of CH$ transcripts to obtain acceptable level of CHS 

activity. Duplicate experiments have show identical results. 

2.3.3 Tissue specific expnssioii of CHS 

Northem blot analysis of total RNA fiom various organs and tissues of non-stressd 

white spmces indicated that PgCHSi is primarily expresseci in female buds as weil as in 

the second stage of vegetative buds and the first of male buds (Fig. 3). Moderate 

expression was observed in the other stages of developing vegetative buds. While the 

second and third development stages of male buds had a low levd of deteeted rnRNAs 

wliich was smiilar to those detected in vegetative tissues. Netdles and stems tissues had a 

relatively low level of CHS mRNA accumulation while roots had a barely detectable 

transcript level. CHS is known to be expressed in flowers, and highly associatecl with 

cdor production in these tissues through flavonoids biosynthesis (Mol a al., 1996). 

Developing buds fiom white spruce are colored, maidy with red pigments and female 

buds are more intensively colored than other bud types. It would be hteresting to sec if 

these pigments are directly associateci with C f I S  activity. CHS çould also play a 

defensiw role in protedng the ovule or the fonngig seeds in the f d e  coae againsi 

ptedators or microor@sms. 



23.4 Induction of CRS mRNA espression by meehrnicil wounding and jrsnionate 

trertments 

Northem analyses revded different patterns of accumdation of C .  transcripts in 

needle tissue following either mechanical wounding or JA treatments of white spnice 

seediings. A time course experiment on 2-year-old seedlmgs fouowing a smgle stress 

showed different patterns of transcript accumulation for wounding, systemic wound 

response and JA (Fig. 4). High levd of CHS transcnpts was observed 2 h following the 

wound treatment and attauied a peak by 4 h. We were interested Ui detemiring if 

systemic accumulation of CHS could be obtallied. Systemic wound response has been 

mostly characterized with respect to the production of defense products such as protease 

inhibitors; however systemic accumulation of CHS genes has also been reported (%con 

and Païva, 1995). Such a systemic induction of CHS was observed and, as expected, this 

activation was less immediate than the response observed with the wound treatment since 

the maximum level of expression was reached at 8 h foUowing wounding compare to 4 h in 

the wound experiment (Fig. 4). CHS rnRNAs starîed to accumulate more rapidly in the 

wound response (2 h) than in the systemic one (4 h). The P S H S I  probe detected two 

transcnpts with a size range of 1.383-1 -908 kb. The number of transcripts detected could 

reflect the highly conserved region used as a probe for this study and iikely represent 

different members of the family expressed during the treatment. 

In the JA treatment, CHS transcripts started to accumulate by 8 h, reached a maximum b y 

10 h and remained high for up to 24 h after the occurrrnce of the vaponzation. The delay 

observed in the systemic wound response as weli as in IA treatment compare to wound 

response d d  possibly rdect, in th case of systemic wound nspoase, the tirne 

required for the plant to synthesize or reiease enough of the signal molaile to have an 

inauence on transcript accumuiation. The similar delay in the JA mponse suggests a 

possible involvement of jarnomtes in the wound activation of the CHS gme in spruce. 



Effect of JA on CHS accumulation was also stronger thaa the effects of both wound and 

systemic wound treatments suggesting a more efficient activation mechanism through this 

putative wound response mediatoi. Jasmonates have already been Mplicated in the 

elicitor-induced response of cuîture ceus by the initiation of de novo transcription of 

gaies involved in the phenylpropanoid pathway (Dittrich et ai., 1992; Gundlach et ai., 

1992; Mueiîer et al., 1 993; EUard-Ivey and Douglas, 19%). 

Successive mechanical woundiig treatments or repeated JA treatments increased the 

accumulation of transcripts for up to 8 h d e r  the occurrence of the first stress treatrnent 

in 2-year-old seedlings (Fig. 5). In comparing the accumulation of PgCHSl transcripts 

d e r  a single wound-treatment (Fig. 4) and aAer multiple wound treatments, it can be 

noted that the application of a second wound mess enhanced the level of transcnpt 

accumulation of CHS and led to a higher transcrip levd 8 h foilowing wound treatment 

(Fig. 9, compared to a diminution of transcript level which was detected after the 

oc- of a single wound treatment at 8 h (Fig. 4). The €dure to detect a further 

enhancement of mRNA accumulation at 24 h could eithet be due to the exhaustion of the 

vanscriptionai machinery or simply to the disappearance of the signal 16 h after the last 

wound treatrnent. This enhancement of transcription activation foilowing multiple 

wounds has already been observeci with protease inhibitors (Graham et al., 1986). SYiiilar 

to the enhancing effect of multiple wounding, an enhancing effect was observed folîowing 

the second application of JA on plants. Similady, we have faiied to detect fiirtha 

enhancing accumulation effect following the third application of JA, which could be due 

to the same reasons than in the multiple wound treatment or to the volatile aspect of JA. 

However, in gend, CHS mRNA levels were much higher in response to JA matment 

thm in response to wounding. This higher transcript accumulation achieved through an 

exogenous application of JA by 8 h suggests thet the g a ~  induction mechanism can be 

more efnciaitly saturrrted c o m p d  to what can be obtained through endogenous 



produaion of the signal molea.de followiag wounding and its subsequent defense 

response. This was also the case folowing a single JA-treatment application (Fig. 4). 

UI response ailowed the trmsnpt level of CHS to reach highest peak than multiple 

wounding treatment, but lower than in JA treatment. However in the tirne laps studied, 

mRNA level was still risin& and could possibly reflect a postponed response for MJ 

compare to JA simply on the basis of the concentration of jasmonate reached in plant 

tissues. As I A  was directiy sprayed on the plant, it was presumably absorûeâ faster than 

MJ, which had first to saturate the environment of the seedlings to mach sirnilar 

concentration in tissues which was probably more graduai compare to JA vaporization. 

However, since no evaluation of endogenous concentration of jasmonate in the plants was 

realized, this is only speculative. It could also be possible that MJ activation would allow 

mRNA to ammulate to similar level than JA one. Results fiom Tween (JA control) and 

ethanol (MJ control) have shown no significant variation in the transcript level 

accumulation (&ta not shown). Dupticate experimental treatments have shown similar 

results. 

Furthemore, we wanted to compare the capacity of two-weeksld fieshly grown 

seedlings to accumulate CHS mRNAs following wounding and jasmonate treatments with 

the capacity of their lignifieci 2-year-oM counterpart. The accumulation of mRNA 

observed with etiolated 2-week-old seedlings (Fig. 6 A) in response to wounding and JA 

were weaker than those reached in the 2-yearsld plants. Furthermore, MJ was lowering 

the levd of P S H S I  transcripts by opposition to what was first observed in 2-year-01d 

plants. To test if this difference was related to a light-dependent activation mechanism of 

CHSexpression in P. gfmcm, eqeriments were undertaken with tight-grown 2-weekdd 

seedlings (Fig. 6 B), which showed a stronger &kct on CHS transcript accumulation for 

ail of the three treatments. In A. Ihri im etiolateâ seedliaeJ, CHS was transcribeô et a 

vev low leveI (Kubasek et ai., 1992). Modulation of the transcription activity of CHS b y 



light bas ban observed (Talcda et al., 1993) and a light regdatory promoter element has 

been characterized firom CHS (Mol et al., 1996). in a hypersensitive remthn, CHS 

transcripts were accurnuiating to high levels in iight-exposed plants but not in da&- 

adapted plants which were aiso kept in the dark d u ~ g  induction (Leyva a al., 1995). 

Accordhg to our results, it is tikely that a iight-modulation element is involved in the 

wound response of CHS as well as in jasmonate induction. We have fded to detect 

transcripts of CHS in seeds of P. gIma 24 h f ier  germination (data not shown). 

However, this was sirnilar to results obtained in other plant species. CHS and flavonoid 

gaie have already been reported to be inducible in seedlings only &et a certain stage of 

dfierentiation (reviewed in van der Meer et al., 1993). CHS t ranhpts were also 

monitored during various period of the day (9 a.m., 3 p.m., 9 Pm., 3 a m )  and no 

significant variation was observeû (data not shown). 

In conclusion, a new CHS partial cDNA clone was investigated in conifers and a 

correlation between CHS mRNA accumulation and the response to various signal 

molecules as well as wounding was found. Such a correlation suggests a role of CHS in the 

defense mechamsm evolved during wound response as weii as a role for jasmomte in 

mediating this response. 
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ACTACCAGTGGAGTCGACA~CCGOAGCCGACTATCAGCT~C 
T T S G V D M P G A D Y Q L T  

TGCCGGAGGCACCGTTCTCCGC~GGCTMGGATCTGGCAGAGAACAATCGGGGAGCTCG 
A G G T V L R V A I D L A E N N R G A R  

L D S M V G Q A L F G D G A  

136 
Picea T T S  OVDHPOADYQ LTKLLOLRPS VItllVnnYQQO CIAOOTVLRV 
G.max T T 8  OVDMPOADIQ LTXLLOLRPS VXRYJUYQQO CIAOOTVLRL 
A . t h a  T T 8  OVDHPOADIQ LTKLLOLRPS VSllWUITQQO C I A O O T V L R I  
P.atr T T  S BVDWPOADYQ 'MTKLLOLRPS VKIV1O(YQQB C I A B O T V L I V  
P.ayl T T 8  OVDNPOADTQ LTKLLOLRPS VKRVXHYQQO CIAOOTVLRV 

224 
Picea AKDLABRVIO ARVLVVCSI 1 T A V T I R O P I D  'PHLD SMVOQA LIGDOA 
G.max AUDLAXNWM A R V L V V C S I I  T A V T I R O P S D  TIILDSLVOQA LPGDOA 
A . t h a  A l l D L A t l l R O  ARVLVVCBIX 2 A V T I 1 O P I D  THLD6LVOQA LFSDOA 
P. etr A R D L A I I l R O  A R V L V V C S I I  T A V T I R O P B D  THLDBMVQQA LFGDOA 
P. syl AKDLAXNIIRO A R V L V V C B I I  T A V T I R O P S D  TBLDSMVOQA LIGDOA 

Figure 1. A Nucleotide and deduced amino acid sequence of the amplifed PCR fiagrnent 
ofPgCHSf. The amui0 acid sequence is given using the single-lmer code. The underüned 
nucleotides show the position of the degeneraîed CHS consensus-based primas. B. 
Cornparison of aniiao acid sequences of the CHS @pmt fiom P. gloum (Picea) wwith 
other CHS proteins. The a l i v e n t  was done using the program Pileup. The souras of 
the sequences, identity score, Swiss-Prot or GenBank accession number and rekences 
ae as folîows: P. ~ I ~ K Y I ;  Ghr'ne rnm (G. m 8 ~ ) ,  95%* P30080, Akada et al. 1993; 
Arubidqhdp thrdi~l~l  (A. ha), 95%, Pl31 14, unpubfished; Pi- saobils (P. str), 9û%, 
AJOû480, Schrikler a el. 1998; Pharr syfvestns (P. syl), 1Wh. P30079, Fliegmsmi et al. 
1992. Col l~e~ed amim acids are in boldfiia. 



Figure 2. Southern anaiysis of PgCHSI. Genoniic DNA (15 pg) was âigested with Bgl II, 
EcoR 1 and Hind m. DNA fngments of ADNA digesteci with H i d  IIi wae used as 
moltailor mais merkas (idicated at the left). 



Figure 3. Northern blot analysis of CHS RNA accunulation in various tissues. Needle, 
stem and mot fiom 2-yearsld seedlings, and VB, MB, FB indicate vegetative, d e  and 
female buds respectively of 15-year-old field-planted trees. Where one to three stand for 
âiierent stages of bud Merentiation starting fiom early differentiation in spring (1) to 
fully expanded buds (3) and refer to the harvesting the. The membrane was stripped and 
rehybridizeâ with a 400 bp 18 SPicea g h c a  ribosomal probe (Riii)  to rnonitor loadng 
quaiity. Approximately 10 pg of total RNA was loadeû in each lane. Each sample 
represents RNA isolated fkom pooled mataid of five seedlings (nede, stem and rwts) 
or five to ten buds. Right panel indicates the relative migration distance for the transcripts 
detected with the two probes in the needle sample and m o l d a r  weight (RNA market, 
Romega). Histogram shows the normaiized mean values of CHS relative signal intensity 
prescnted as paantage of the highest due, where FB 3 was lW? intensity. Histogram 
represents scanning vahm of the most representative hybriâization expairnent and is a 
man of four diffèrent quantification r&s obtaind from densitometry scan analyses as 
well as phasphor imager quaRtification. Emr bars reprisent avcilige deviation. 



Wound 

Systemic wound response 



Figure 4. Northem blot andysis of the effect of wounding and JA treatments on CHS 
transcript expression. Two-yearsld seediing needles were severely wounded throughout 
the entire plant or just on basai branches for systemic wound response at time O. For the 
systemic analysis, tissue collection was only from branches above the woundeû ones. A 
single JA-treatment consists in spraying plants to saturation at the  O. Tirne indicates the 
harvesting period foiîowing the beginning of the treatment. Each sample represents total 
RNA extracted from pooled material of five seeâlings. Membranes were stripped and 
rehybridizeâ with a 400 bp 18 S Picea gIaucu nbosornal probe (Ribo) to monitor equal 
loading of RNA samples. Tbirty pg of total RNA was loaded in each Iaue. Right panels 
indiate the relative migration distmae for the transcripts detected with the two probes in 
the t h e  O h samples and molecuiar weight (RNA marker, Romega). Histograrns show the 
nodized mean values of CHS presented as relative intemity values, whae O h were 
chosen as 1W/o intensity. Intensity values represent the intensity of the two CHS bands 
d e t d .  Histogrm represent scanning values of the most representative hybridization 
experiment and is a mean of four Metent quantiEication d s  o b e d  fiom 
densitometry scan analyses as weU as phosphor miaga quantifjcatioa Em>r bars 
represent average deviation. 



Wund JA MJ 

Tirne (h) 0 4 8 2 4 4 8 2 4 4  8 2 4  

Figure 5. Northem analysis of CHS mRNA accumulation following multiple wound- and 
JA-treatments and MJ-treatment on 2-yeatsld white spruce seedhgs. Plants were 
wounded or treated with JA at t h e  0,4 and 8 h. MJ-treated plants were placed in plastic 
bags containing a cotton swab containing a UT solution. Time O represents material pnor 
to any of the mentioned treatments. Collection times of the material are indicated. 
Membranes were stripped and rehybridized with a 400 bp 18 S Piceu glmrw n i s o d  
probe (Ri) to verify equal loading of RNA samples. Thiny pg of total RNA was l o d d  
in each lam. Eadi sample represents RNA isolated fiom pooled materiai of 20 (wound) or 
five seediïngs (JA and MJ). Right panel indicates the relative migration distance for the 
transcripts detected with the two probes in the MJ 24 h =pie and molecular weight 
(RNA marker, Romega). Histograrn shows the normalized mean values of CHS relative 
signal intensity presented as percentage of the highest value, where JA 8 h was 1000h 
intensity. Histogtam represents scanning values of the most representative hybridization 
experiment and is a mean of four mirent quantification results obtained h m  
densitometry scan d y s e s  as well as phosphor hapr quantification. Enw bars 
represent a ~ a g e  devirition. 





Figure 6. CHS mRNA accumulation in treated 2-week-old seedhgs. A. In dark gmun 
dl ings .  Histograrns show the normalized mean values of PgCHSI relative signal 
intensity presented as relative percentage value where O h wae chosen as 1 Wh. Thirty 
pg of total RNA was loaded in each lane. & Light grown seedlings were treated for 6 h. 
Histogram represents data as percentage of the highest vahe, where the wound sample 
represent the 1Wh value. Ten pg of total RNA was loaded in each lane. Membranes wae 
stripped and rehybriâiied with a 400 bp 18 S Picea glmw r ibosod probe (Rh) to 
monitor quai loading of RNA samples. Right panels indicate the relative migration 
distance for the transcripts detected by the two probes in the O h samples and molecular 
weight (RNA merka, Romega). Each sample represents RNA isolated fiom pooled 
mataial from 30 seedliqgs. Histogram represents sCPMiDg values of the most 
representative hybridization expriment and is a mean of four ciiffisrrat quantification 
nsults obtained from densitometry scan analyses as wefl as phosphor 
quantification. E m  bars represent avmge deviation. 
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Un clone d'ADNc codant potentiellement pour un gine de deshydrine a été i d 6  d'une 
banque d'ADNc obtenue à partir d'ARNms provenant d'aiguüles de Picea ghm.  Le 
clone d'ADNc, appelé Pghhnl (pour &ceu gfmcu dehydrh), a une taille de 1 159 
nucléotides, comprenant un cadre de lecture ouveit de 735 pb codant pour une séquence 
déduite de 245 acides aminés. La séquence protéique démiite de PgDbnl est hautexneut 
hydrophile et possède quatre segments K répétés (EKKGIMDKLKEKLPG) riches en 
lysine ainsi qu'une série de huit résidus sérine, commun à plusiairs déshydrines, 
précédant le premier segment K. Cependant, le motif consewé DNGNP est absent de la 
séquence protéique putative de PgDhnl. Les ARNms correspordam à I'ADNc de 
PgDhil sont induits chez des semis d'épinette blanche suivant un stress de blessures, de 
sécheresse ou de froid. Us sont également induits par l'acide jasmonique (JA) a le 
méthyle jasmonate (MJ). Chez les plantes non-stressées, le plus haut niveau d'expression 
des transcrits a été détecté dans les tiges, certains stade des bourgeons d e  et végétatif et 
de façon moindre dans les racines. Le niveau de transcrits de PgDlnl dans les aiguilles et 
les bourgeons fernelies était faible, et une augmentation d' ARNms a été observée dans les 
bourgeons végétatifs en développement ainsi que dans les bourgeons d e s .  À la suite 
d'un stress de sécheresse, un fort niveau de transcrits est d'abord observe dans les tissus 
racinaires suivant 6 heures de traitement, puis dans les tissus foliaires mivant deux joun 
de sécheresse. L'induction par le tioid de PgDhnl a été observée après 6 heures de stress 
chez des semis de deux semaines. 

A cDNA clone aicoding a putative dehydrin was isolated fiom a cDNA library prepared 
fiom white spruce needle mRNAs. The cDNA, designateci PgDhnl (for Picea gIam 
dehydrin), is 1159 nucleotides long and has an open reading fime of 735 bp with a 
deduced amino acid seqwnce of 245 residues. The putative PgDhnl amino acid sequence 
is highiy hydrophilic and possesses four conserved repeats of the characterized lysine 
nch K-segment (EKKGIMDKIKEKLPG), and an &serine residue stretch prior to the 
first lysinench repeat that is common to many dehydrins. Howeva, the DEYGNP 
conservai motif is absent in the putative PgDhnl sequence. The mRNAs corresponding 
to P g M  cDNA were induced upon wounding, drought and oold treatment of white 
spruce seedlings. They were dso induted by jasmonic acid (JA) and methyl jasmonate 
(MJ). In non-stressed plants, the highest levd of transcripts was detected in stem tissue, 
certain stage of deveiopment from male and vegetative buds and in roots to a lesser extent. 
Transcript levd in needles and f e d e  buds was low, and an increase in mRNAs was 
observed in developiag vegetative buds as weii as in developing d e  buds. Following 
drought stress, a high level of transcripts was observed fint in rwt tissue der 6 h of 
treatment. A hi@ level was reached in needk tissue aAa 2 days of droughî stress. Cold- 
induction of P g W  transcripts was obsaved in 2-week-old seedîings afta 6 h of 
treatment. 
Key wordx dehydrin, wounding, jasnonate, Piceaghca, colci, drought, stress 



3.1 Introduction 

DuMg tbar life cycles, plants have to deal with various environmental stresses. A 

common element in response to many environmental stresses is cellular dehydration. A 

lack of soii moisture, low relative hurnidity, water loss fiom wounding [32], elevated 

temperatures [35] and reduced xylem conductivity caused by pathogens are among the 

conditions and treatments that can a f f i  tissue water potential in plants and cause water 

deficiency symptoms. Plants have evolved many mechanisau to defend t hemselves 

againsi stresses. Dehydrin genes, which are also known as late embryogenesis abundant 

protein group II (LEA) or LEA D 1 1, have been most extensively studied in relation to 

droughî and wld stresses. However, some examples exist where they are aiso induced 

upon wounding [36,22, 15,3 1, and for a review on dehydin see 12, 131. For instance in 

wheat, induction of transcripts of Wcor410, a dehydrin g m ,  is obsemd 3 h followiiig 

wounding [ 1 SI. 

Dehydrins are characterited by consewed amino acid motifs, including a DEYGNP motif 

and a lysine-rich block (KKEKLPG) often present in one or more copies 110, 1 1, 13, 181 

and a string of serine residues, which is also a cornmon fature of many dehydîins (401. 

The lysine-nch block can also be viewed as a longer but less conserved stretch of amino 

acids, the K-segment (EKKGIMûKIKEKLPG) [for a review see 12, 131. nie polyserine 

region hss been identified as a site for phosphorylation [34] a d  this phosphorylation is 

purportedly related to nuclear transport activity [22,23, 331, but this tagBing fiinction of 

phosphorylation hypothesis needs nirther support. Other fatures can also be present in 

the dehydrin sequeme like glycinerich repeats [reviewed in 12, 131. 

Dehydrins display no known enzymatic hction but are predicted to a a  as stabilizers [4, 

12,131. Close [12] hypothesized that dehydrin and compatie solutes act synergisticdy 

to stabiie miiaomoldes such as proteins and nudeic acids, thereby stabiiîzing the 



protoplasm. This stabilization couid be achieved tlitough the hydration of the hydrophiüc 

regions of the dehydrin resulting in the formation of an emrelope of ordaed water tbt, 

especially in the presenœ of compatible solutes, operates though a prefereatial exchision 

mechanism to either drive a partially unfoldeci protein back into a folded state or at legst 

inhibit further denaturation [12]. Irnmunoelectron microcopy analyses of the dehydrin 

Wcor4 10 from wheat have revealed that these proteins accunnilate in the vicinity of the 

plasma membranes of the cels where fkeeze-induced dehydration is likely to be more 

severe [14], and these new results fiirther support the hypothesis of stabilizhg funetions 

of dehydrins. 

Using specific antibodies that recognize a dehydnn synthetic peptide (KIKEKLPG), 

Close et al. [IO] reported the presence of dehydrins mging from 15 to 120 kDa in several 

species of monocots and dicots and in two families of gymnosperms, the Pinaceae (Phus 

e&is Engeh) and the Ginkgoaceae (Ginkgo bilobo L.). The only c l o d  dehydrin genes 

fkom conifers are the thm DF65 cDNAs from Douglas-fir [25]. To date, studies 

conceming dehydrin in tree species have focuseci mainly on cokl acclimation, 

stratification, âeePng and desiccation tolerance [l, 3, 2 1, 25, 401. Although information 

on dehydrin genes fiom various plant species is avdable, üttle is kKMl about these 

genes in conifers. We report here the isolation of one cDNA clone from Picea gfmcn 

(Moench) Voss encoding a putative dehydrin isolated fiom a cDNA library d&ed fiom 

mRNAs that wae pooled fiom needles of wounded, JA- or MJ-treated 2-year-old white 

spruce seedlings. In order to leam more about the potential rok of dehydnn gaie 

expression in cornfers? we studied the effea of some stresses, as weîl as hown mediating 

signai molecules of these stresses, on PgDhni mRNA levels. 



32 Mattrials and mtthods 

33.1 Plant miterial 

h'ceugIaucu (Moench) Voss d s  were getnnnated on moist f i l ta  paper in Petri dishes 

and grown at 22'C under a 16 h photoperiod, light intensity of 58 pmol mo2 s-' for 2 

weeks. Two-year-old white spruce seedlings, provided by the ministère des Ressources 

naturelles du Québec, which were phenologically maintained in a sustained growth rate 

during experimentq were kept under n o d  greenhouse conditions. Vegetative, male and 

fernale bud tissues were colected fiom 15-year-old field-planted trees 1161 during the 

spnng of 1996 (May 7,17 and 29) and immediately stored on dry ice. Root material from 

non-stressed 2-year-oid potted plants were hawested from plants that had been washed 

gently by soaking the mots in tap water for 1 min to remove soii or otherwise mentioned. 

Excess water was absorbed on Whatman paper and roots were cut and frozen 

immediateiy in liquid nitrogen and stored at -80%. 

3.2.2 Jasmonate and wounding treatments 

Two-year-old plants were wounded by thunhg the first 5-15 mm of various needie tips 

on every branch of the plant with scissors (5 plants per expriment). To study the 

systemic wound response, the needles of five bottom branches fkom the 2-year-old 

seedlings were initially severely wounded with scisson by rem~vhg th& n e d e  tips and 

material was harvested from five identifid non-wounded branches toward the apical 

region of the seedlings (5 plants per expaiment). Multiple mechanical wounding 

treatments on 2-year-old white spruce were camied out over the entire plant and repeated 

at 4 1  intervals (20 plants per expniment). 



JA treatments consisteci in spraying the plants until they were dnpping with a 100 pM 

JA-solution [19] prepared in 0.05% Tween 20 (5 plants per experiment). In the time 

course experiment, plants were sprayed with 0.05% Tween 20 alone as a control 

treatment (5 plants per experiment, wliich were isolated in an adjacent greenhouse to 

avoid cross contamination of the treatments). 

Plants treateâ with MJ (Bedoukian Research Inc.) were placed in plastic bagP containhg a 

Cotton swab to which 500 (iL of a IO?% MJ solution prepared in ethan01 was added (5 

plants per experhnent) [NI. MJ control plants were in the same condition except that the 

swab contained only ethanol solution (5 seedlings per experimeni which were isolated in a 

neighboring greenhouse). Care was taken to ensure that plants did not touch the swab. 

Two-year-old plants wae kept under nonal greenhouse conditions during treatments. At 

collection time, plant matexid was fiozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Northem 

analyses were performed in duplicate. 

3.2.3 Drought and coîd treatmenta 

Cold treatment was performed by exposing the 2-week-old seedüags at 4°C (30 seedhgs 

per experiment). Two-ywold seedlings (5 plants per experiment) wen tranderred to a 

growth chamber at 4% under a 12-h photoperiod, with a iight intensity of 

79.3 pmol m-2 sgl. 

Drought stress was induced by lcaving the 2-week-old shoots on dry filter papa at rmm 

temperature (30 seedlings per scperiment). Two-year-old plants wae washed completely 

to rernove soii and left to dry on f'iiter papa in the greenhouse (5 plants per expallnent). 

To evaluate the water loss caused by the stress on 2-yearsld plants, the fiesh weight of 

the seeùiings and weight pnor to bsrvesting wae m d .  RelrtM water loss of the 



plants was calculated as a ratio of water loss weight compareci with initial fi& weight of 

the plant, which was consideml as 1Wh. 

Two-year-old plants were kept under normal greenhouse conditions d u h g  treatments 

unless specified. AU tissues were coilected at various intervals of the stress treatments, 

fiozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Treatments and hybriâization were done in 

duplicate. 

3.2.4 cDNA library construction, screeniag, isolation and sequencing 

A directionally cloned cDNA library was constructed in U A P  vector (Stratagene) ushg 

poly(A') RNA, prepared from pooled fiactions of total RNA isolated from needle tissue 

of 2-year-old white spruce seedlings that had been wounded, W-treated, or JA-sprayed 

at 2 h intervals for 8 h before hmesting. Total RNA was isolated 8ccordin8 to Chang et 

al. [SI and poly(Ai) RNA was purificd with a PolyATract mRNA Isolation System 

(Promega). The library containeû 8.6 x 106 clones with 75% possessing an insert that 

varied in size fiom 0.5 to 4 kb (data not shown). The putative dehydrin cDNA was 

serendipitously isolated fiom the library while screening 1 x 1 o6 clones of the library with 

a 358 bp PCR hgment probe bearllig homology to a protein kinase gaie (Richard and 

Séguin, unpubiished). Plasmid purification was achieved using a QIA-prep-8 PlasMd Kit 

(QIAGEN) foUowing in vivo excision of the cDNA clone. The complae nucleic acid 

sequence of both strands of the fitU Iength cDNA were determined using the dideoxy 

chah termination method 1381 with an AB1 373 autornated DNA sequencer stretch 

(Perkin-Eher). Protein translation, nucleic acid and amho acid sequence al ipents  wae 

performed using the GCG software package [17]. The hydropathic character of the 

deduad protein was estimateci accorâing to Kyte and Doditue [29] with the PEPPLOT 

fiom GCG using a window of 9 redues [lq. 



3.2.5 Totd RNA isolation and northern analysis 

Total RNA fiom needles, mots and 2-week-old seedliiigs was isolated and purified 

accorâing to Chang et al. [SI fiom pooled material of individuals used in each experiment. 

Total RNA from stems, mots of 2-year-old seedhgs and fiom 5- 10 vegetative, male and 

female buds of 15-year-old field-planted trees was extracted using the Chang et al. [5] 

extraction buffer together with the QIAGEN RNeasy total RNA kit. RNA was finally 

redissolved in DEPC-treated water and RNA concentrations were determined by 

absorbante value at 260 nm Equal arnounts of total RNA samples (10-30 pg) were 

denatureâ with fomamide/formaldehyde and fiactionated on a 1.2% agarose 

formaldehyde gel [3q.  Total RNA quality was c o h e d  by ribosomal RNA integrity 

observed by ethidium bromide stainhg of the gd. The gel was blotted onto Nytran Plus 

positively charged nylon membranes (Schkicher and Schueii), and hctionated RNAs 

were crosslinked to membranes by W radiation. 

33.6 EybridWtion conditions 

Probe production was reaîized through PCR ampütication of the excised cDNA insert 

using T7 and SK primers in a reaction containhg 0.1 pM of eech primer, 0.2 mM of each 

dNTP, 100 ng of DN& 0.025 units/pL Taq DNA polymerase (8oehringer Mannheim) 

and 1 xof the supplied reaction buffer. PCR was d e d  out for 35 cycles (94'C, 1 min; 

SOT, 45 sec; 72'C, 1 min) followed by 10 min. at 72°C in a 480 DNA thermal cycle 

apparatus (Perkin Elmer). PCR products were purified using a QIAquick PCR 

purification kit (QIAGEN). Ruified cDNA inserts were radioactively labeled b y d o m  

priming with the High Prime labelmg kit (Boehringa Mannheim). Radiolabeled probes 

wae purifieci with QIAquick micleotide removai kit (QIAGEN). Membraws were 

prehybridized in Church and Gilbert [8] buffer for 2 h prior to addiqg [ a - 3 2 ~ ] - d ~ ~ ~  

radiolabeled probe (1 x 106 cpmlmL Mc). High-strhgency hybridization conditions 



were achieved by hybridieag the membranes at 65'C for 16 h and washiag twice with 1 x 

SSC and 1% SDS at 6S°C for 30 min. Membranes were stripped by bo'ig for 15 min in 

0.1 x SSC and 0.1% SDS and rehybridized with a white s p w  400 bp 18 S ribosomal 

probe to monitor RNA loading quantity. The ribosomal probe was generafed by PCR 

under the above mentioned conditions using 100 ng of P. gluuca gemrnic DNA togethn 

with the primers NS51 and NS61 (5'-GGGGGAGTATGGTCGCAAGGC-3' and 5'- 

TCAGTGTAWGCGCGTGCGGC-3' respectively; [39]). Membranes were exposed on 

X - O M A P  AR ScientSc ImagLig Film (Kodak) for 12-36 h ancilor exposed to a Storage 

Phosphor Screen where hybridization signals were recordai with a Fuji Bio imagnig 

anaiyzer. 

Quantifications of transcript accumulation were evduated by a Phosphor imager analyzer 

and by densitometric measurement of autoradiograms using the RFLPscan Plus 3 .O 

program (Scanaiytics, a division of CSP inc.). Results wae normalited for an equal 

loading quantity of ribosomai signais. Histograms illustrate the quantification of the most 

representative hybridization expriment (shown) where mors bars represent the degree 

of error in the quantification method. In the analyses, we considered a diffence of 

magnitude of transcript accumulation of two-fold or gr- to be significant. 

3,2,7 DNA isolation and Sou thtrn 

Picea glauca genomic DNA was extracteci fiom white spruce ernbryogenic calli as 

described by Charest et al. [7]. Genomic DNA was dissolved in water and digesteû with 

restriction enzymes (Bgl II, EaoR 1 and Hind III), fraaionated by agarose gd 

electrophoresis (0.8% w/v) and transferred onto Nytran Plus membranes foilowing the 

matlllfacturer's recommendations. Hybriâization conditions were as previously 

mentioned except that the hybridization and washes wae perfonned at 60% and washes 



were in 2 x SSC and 0.1% SDS. DNA extraction and Southan experiments were done in 

dupiicate. 

3.3 Rcsults and discussion 

33.1 isolation of &Dhnl, sequence analysis and conparison 

The putative dehydrin cDNA was serendipitously isolated while screening for a protein 

kinase clone. PgDhnl is presumably a fuli-length cDNA clone enuxüng a putative 

dehydnn gene fiom the conifer P. glmrca. The nucleotide sequence of PgDhnl is 

accesstble on the GenBank Database under accession number AF 1099 16. PgDhn l is 1 1 59 

nucleotides long and possesses an open reading h e  of 735 bp encoding a deduced 245 

amino acids polypeptide with a predicteû molecular weight of 27 kDa and a pI of 6.9. A 

stop codon (TAA) is present in frame, 99 nucleotides upstream of the putative ATG 

translation start codon [271 (Figure 1 A). 

PgDhnl is sunilar to the dehydria gene firom various plant species and possesses many of 

the charactexistic features shared by several dehydrins. The deduced protein encuded by 

PgDhnl has four repeated K-segments of 15 amino acids (WCGIMDKIKEKLPG) [12], 

and an &serine residue stretch upstream of the first K-segment (Figure 1 A). In the last 

three K-segments, we observed, at the sarne position, the insertion of one amim acid at 

the fourth position of these segments (Figure 1 B). However, the first repeat fkom PgDhn 1 

as weiJ as the three proteins deduced from Douglas-fi sequences [25] do not possess 

such an insertion and this insertion is also absent fiom known angiospenn K-segments as 

reported by Close 1121. This suggests that the insertion ocaured before the segment 

dupiication event took place in the PgDhnl sene but &a the divergence between 

angiospemis and gymnosperms. So the first segment here appears ancestral to the three 

others. However, the lysine-rich block (KEEKLPG) in the last thne K-segments are 



more similar to the angiosperm lysine-nch block than the ones obsemd in Dougias-tir 

[ZS]. Sirice the extra amho acid lies outside the higbiy co~l~erved lysine-rich bldc,  there 

could have been less constraints in this part of the K-segment Ieading to subsequent 

amhm acid substitution. Highly conserved blocks of 13 and 7 amiao acids upstream and 

downstrearn respectively of the last three K-segments were observecl (Figure 1B). These 

consend regions have not been reported to date in other hown dehydrim, fiinber 

supporthg the occurrence of a duplication event of the K-segment in PgDhnl. This 

finding suggests an important role of these amino acids in the still unknown fùnction of 

this K-segment. The consenation of the K-segment in PgDhnl contùms that 

gymnosperms are not different from angiospems with respect to the dehydrin K- 

segment, and brings in new data to update the speculation of Close [13] on the differences 

observeci in this segment while comparing the three known sequences of Douglas& 1251 

and other known dehydrins. 

The presence of an 1-serine resichie stretch in the PgDhnl polypeptide raises the 

possibility of a phosphorylative dehydrin [34] in spnice. as weil as a potential nuclear 

targeting fundon [22]. The deduced sequeme of PgDhnl does not possess the con- 

DEYGNP motif that is present in several known dehydrins; however, there are some 

examples of dehydrins lacking this ~ 0 n ~ e ~ e d  motif in angiospenns as well as in Douglas- 

fir [25]. The three cDNA DF65 clones isolated fiom a 2-week chilled Douglas-fir seed 

cDNA library by subtractive hybridization were found to be expfessed in stratified seeds 

(4% and moist dormance breakage treatment) but not in those lefi at 20aC [25]. The 

DF65 ORF was identifieci on the bais of strong sequeme homology with class II LEA 

proteins. However, the lysine-rich block was not perfectly conserved and the DEYGNP 

motif, as weU as the continuous nui of nine serines, were absent from than [25]. PgDhnl 

shares the generai tendency of dehydrins to be frre of tryptophan aud cysteine residues 

[9] in that it possesses no tryptophan and onîy two cysteine redues (Figure 1A). Many 

simiiarities exis between PgDhl and a dehydrin fiom wheat (Wcor410); both shan the 



sarne ratio of giycine residues (1 3. SN), contain simiiar amounts of giutamjc acid residues 

(13.5% and 15.3% for PgDhnl and Wcor410 respectively) and do not possess any 

glycine-rich repeats [15]. Bascd on the glutamaterich composition, the absence of 

glycine-rich repeats as well as the conmed DEYGNP, Danyluk et al. [IS] suggested that 

Wcor410 was part of a subfamily of dehydrins. Given these shand similadies with 

Wcor410, PgDhnl could presurnably be another m d e r  of this subgroup. 

The number of K-segments in dehydrin proteins beiag variable (between 1-1 1 [12]), it is 

therefore unusual to have a very high degree of homology over the entire length of known 

dehydrin sequences. It was reported that most dehydrin sequences have an avexage of 

identity [2]. Cornparison of angiosperxn dehydrins and PgDhnl (at the amino acid 

level) showed b e m n  4 1.6-57.4% similarity and between 3 5.2-48.2% identity, where 

identity corresponds to proportion of shared amino acids, aiad similarity is the match aml 

mismatch scores of arnino acids according to a matrix of evolutionary distances between 

them. The highest scores (57.4% similarity, 48.2% identity) were obtained with dhnl 

from Sorghum vulgare (Figure 2). Identity scores obtained with the DF65 cDNA clones 

fiom Douglas-fir [25] were 32.34% over 54 residues (data not show). 

PgDhnl is a highly hydrophilic protein in which oniy a small part, located in the first 20 

amino acid residues, is hydrophobic (Figure 31, a general characteristic of dehydrins [Il]. 

Using restriction enzymes that do not ait PgDhnl (Bgl II), Southem analysis has 

reveeled that PgDhnl could possibly be pari of a small gaie faMly with two to four 

members in white spruce (Figure 4). Duplicate experiments have show sidar resuits. 

Differences in transcript levels wae observeci in non-stressed plant tissues of 2-year-old 

plants and nom buds of 15-year-old field-planted trees @igue 5). A high kvd of 



expression was observed in stem tissue. The PgDhnl probe was able to detect mon than 

one transm-pt rdecting the possible expression of other members of the dehydria family 

in P. giuucco. This hybridization is likely to occur based on the high homology as weil as 

the high number of the K-segments between known sequences. In stem tissue RN&, at 

least three difEerent sized transcripts were observed compard with two in other tissues 

with particular transcript king more important in one tissue compareci with mother. This 

may corroborate other dehydnn studies on trees in which many dehydrins were expressed 

in bark tissue, with some k i n g  seasonaily expressed and others constitutively [a]. The 

peak observed in the accumulation of PgDhnl in vegetative buds at stage 2 corroborates 

with the period when buds are decapsulating, which exposes the fonning ncedk tissue to 

the air. The removal of the protective sheath fiom the needles probably creates drought 

stress. This stress then likely up-regulates PgDhnl accumulation to counteract the 

cellular dehydration stress. As needles mature and creaîe protection through wax 

deposition, P g W  levd retums to those of unstressed n d e s .  In male buds, PgDhnl 

transcripts accumulate to higher level at stage 2. PgDhnI expression in this tissue could 

be related to the maturation of the pollen, which undergoes dehydration by the end of its 

maturation before being dispersed by the wind as cones open (stage 3). This might also be 

the reason why in stage 3 the transcript level is less important than in stage 2, as pollen 

have aiready stnrted to gd out of the cones. Since all bud types were collected on the 

sarne &y, a cliiate stress caused by temperature is not likeiy to be involved in PgDIal 

accumulation, otherwise a sirnilar effect would have been expected in the f e d e  buds as 

well. 

3.3.3 Effcet of wouading and jismonite trcatments on PgDknl mnrcript 

erpmsion 

Since PgDhnl was isolated &om a cDNA library isolated 6om wounded and jasmonate 

treated white spnice, we first wanted to investigaie wheîhs or not the presence of this 



putative dehydrin mRNA had been induced by these treatments or whether it was 

constitutivdy expressed. 

Experimeats were undertaken to analyre the expression of PgDhnl. Kinetics experiments 

were performed followng the ocmence of a single treatment (t = O) (Figure 6A). In the 

wound tirne course experiments, seedlings were severely wounded by cutting the needles 

f?om each branch; needles were harvested at the times indicated. No signifi~ant transcript 

level variation ocavred foUowing this treatment. 

A systemic wound response was induced by harshly cutting the needles fiom basal 

branches at t = O and subsequently collecting material fiom upper branches. Systemic 

accumulation was observed upon wounding of basal branches. This accumulation reached 

a maximum level d e r  6 h and was lowered by 24 h and close to initial level (Figure 6A). 

This systemic accumulation of rnRNAs involved the activation of a mediator in the 

wound response to activate transcript accumulation. Duplicate experiments have shown 

similar results. 

Jasmonate refers generally to JA and MJ. These compounds are known to be involved in 

the wound response that results in the induction of defense proteins, like protease 

inhibitors and enzymes involved in the phenylpropanoid pathway [20]. Treatrnents were 

perfonned to determine Xa wound inducible dehydrin transcnpt awld also be induceâ b y 

jasmomte. Following a single application of JA, PgDhnl mRNAs begm to accumulate 

der  1 h. PgDhnl transcript levels ranaiwd constant up to 6 h, then began to nse 

suggesting that JA might act upstream of the PgDhnl mediator in the cascode of reaction 

leading to the gew activation. JA-treatmeat had an effect similar to that of the systemic 

wound response in th& maximum l d  of accumulateci transcripts. NO signiftcant 

variation in transcript level was obmed upon the application of Tween 20 alone (JA 

control, data not shown). hiphcote experiments have show siaiilar d t s .  



in the kinetic experiment of MJ treatment, we observed first an accumulation of mRNAs 

at 1 4 folîowed by a â i i u t i on  of traascripts levels. This levd was back to a non- 

induced level by 6 h followed by a second increase at 24 h. However, this latter increase 

was not signincant since ethanol treatment (MJ control) had a d a r  &ect on transcript 

level, whiie it remainecl stable fiom 0-6 h (inclusively, data not shown). Duplicate 

hybridizations showed a sirnilar effect. 

Funher experiments were undertaken to see if there could be any cumulative effects on 

transcript accumulation by multiple treatments. Multiple wound treatments had a strong 

effbct on PgDhnl rnRNA accumulation. Transcript levels increased d e r  4 b following the 

first wound treatment and reacheâ a maximum dler 8 h (Figure 6B). As for wounding, the 

highest level of transcripts was observed &er 8 h following the first JA application. 

When comparing with the JA induction observed in Figure 6A where transcript level was 

already diminishing afler 4 h, it seems that the second JA application at 4 h resulted in a 

fiirther accumulation of PgDhnl transcripts resulting in a higher maximum level at 8 h 

(Figure 6B). The ody difference between MJ treatrnents in Figures 6 A and B was the 

coiiection time since treated plants wae in constant contact with MJ vapors during the 

expriment. MJ-treateû plants also showed an increase of expression that remeined 

constant over the period anaiyzed (Figure 6B). 

The ditFerence between the transcript accumulation patterns of wound and synemic 

wound response ükeiy reflects the action of an endogenius signal molecule that must 

migrate through the plants to systemically activate the transciipt accumulation of 

PgDhnl. The cumulative &ect on transcript accumulation in the multiple wound 

treatment is closely associated with pater  water loss through more open d a c e s  akhg 

in the former treatment compared with a sin& w o d  treatment. 



In the kinetic analysis, the MJ response was sidar to the JA response with respect to 

the accumulation pattern of the transcriptq however at a lower I d .  The diffaena 

ôetween the results with JA and MJ could simply be a matter of diffkring intemal 

concentratioas of jasmonates. 

33.4 Effet of drought and cold stresses on trrn~ript accumulation 

To investigate if PgDhnl mRNAs could accumulate under drought and cold treatmentq 

seedlings were subjected to these stresses. Drought treatment of the 2-year-old seedlings 

induced accumulation ofPgDhni transcripts 6 h &et the stress was imposed (Figure 7). 

By then, plants had already lost an average of 30% of their fiesh weight in water. 

Transcript level was higher in roots than in needle tissue, reflecting a severe initial effect 

of drought treatment on the roots of the plant. A f k  2 days of drought, the plants had 

lost an average of 66% of their fiesh weight in water, and at this stage, plants seemed to 

be beyond the possibility of recovery since needles were dried out and were falling off 

their branches as we handled the seedhgs. At that point, root accumulation of transctipts 

was stifl hi*. In needles, a 2-day stress causecf a higha accumulation of P g h l  mRNAs 

than a 6-h stress. This delay might refiect the rate of water loss fiom n d e  tissue 

compared with roots, or the sensitivity of mots ex@ to air. However in the case of 

mot transcript accumulation, we cannot ascertain at this time whether or not this 

nsponse rdects only the dmu@ response and not a response to washing the soi1 fiom 

the roots, which could create a stress or a possible combination of the two stresses. 

Resuhs of the various treatments of 2-week-old seedlings der  6 h show a nroag 

induction in cold-stressed seedings as well as those that wae wounded, or trmed with 

JA and MJ (Figure 8). In dark grown seedlings, a 6 4  dmught tnotment had a stronger 

on PgDhnl transcript accumulation than in wld treatment (data not shown). CoId 

tnatment of 2-ye8r~ld plants Id to an accumulation of mRNAs in neede tissue which 



was higher &er 2 days of stress than after 6 h (data not shown). Cold induction of 

PgDhnl was dso obsmed U1 stratifiai seeds of P. ghca  (exposed to moisture at 4'C to 

initiate seed germination) where transcript level was higher ia cornparison with the 

expression observed in non-stratified seeds exposeà to 22% (data not shown). 

The work of Cellier et al. [6] has shown a correlation ôetween drought-adaptative 

response and dehydrin transcnpt accumulation in lines of sunfioweis. Differences wae 

observeci between resistant and tolerant sunflower lines, where transcnpts were storngly 

increased in the resistant plants cornpared with the susceptible ones. Recent work by 

Danyluk et al. [14] has also show that the expression of the dehydrin Wcor410 gaie was 

associated with fieezing toierance in several Grmineue species, and that the 

accwnulation of Wcor4lO proteins correlated well with the capacity to cold acclimate and 

the development of fieezing tolenuice as well. 

Even though no clear evidence exists between dmught and cold resistance capacity of 

plants and the presence or absaice of dehydrin gene in the gemme, more evidence 

suggests that the control of the expression of these genes in plants correlates well with 

their hability to resist these stresses. Wth its accumulating characteristics upon several 

stresses such as cold, drought and womding, PgDhnl becornes an interesting candidate to 

pursue for stress resistance in white spruce and other conifers. Since PgDhnl is closely 

related to Wcor410 based on their sequence characteristics, it would be interesthg to see 

if PgDhn 1 would also be involved in tteezing and drought tolerance of white spruce. 
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1 GAATTCGGCACGAGCGTTAATTCGTTGCCTGTTATATCGTCTGGAATTTTGACGAAGTTA 6 0  - 
6 1  TTTACTCATTCTGCTATACATATCTGGATTTGTTCTTTGAGAGCTTAAGTATTATATG 1 2 0  - 

B! A -  
1 2 1  CCGAACAAGCGCCAGAGCACCAGGACCGCGGTATGTTTGGTCTATTCGGTAAGAGAGG 1 8 0  

E Q A P E H Q P R G ~ F G L F G K K K E -  
1 0 1  AAGAGGAGGGAAGGCAGGATGATCAGATTTCGCAGACTCCTGCCACTCATACCCACAATG 2 4 0  

E E G R Q D D Q Z S Q T P A T H T E N E I  
2 4 1  AGGCTCAGACTGAGGCTGCTTCGTATTATTATCCAACTTCTCCGCATGAAGTAAAACCGCC 3 0 0  

A Q T E A A S Y Y P T S P H E V K H G P -  
3 0 1  CGGGTCACGGTCACGAAGGGCAACTTACACCTGAAGCTGAGCAACAGAAGCTAAGG 3 6 0  

G H G H E G Q L T P E E A E Q Q K H K G -  
3 6 1  GTTTGGTGGGAAAGCTTCACCGCACGCACAGTTCCAGCTCCAGCTCTTCGAGCGATGAG 4 2 0  

L V G K L H R T I ? 8 S S S S S S S D E E -  
4 2 1  AGGAGGAAGGCGGGAAGAAGAAAGAAGTGGGGAGGAAGAAGAAAGGCGCAAAGGACAAGA 4 8 0  

E E G G K K K E V G R K K R G A K D K T -  
4 8 1  CCAAGGAAAAGCTCCCCTCTGGCGGACATCATTCTTCAGATCATTGTGGGGGTGAAGAGA 5 4 0  

R E K L P S G G B B S S D B C G G E E E -  
5 4 1  AGAAGAAGGCGGGTATGGTAGATAAAATCAAAGAGAAGCTCCCGGGACATCAGGAAAGC 6 0 0  

K K A G U V D K I K E K L P G H Q E X L -  
6 0 1  TCCCCGCCGGCGGAGAACATTCTTCAGATCAGTGTGGGACTAAAGAGGAGAAGAAGG 6 6 0  

P A G G E H S S D Q C G T R E E K X T G -  
6 6 1  GTCTGCTAGATAAAATCAAAGATAAGCTCCCGGGACACCAGGAAAAGCTCCCCGGGGCG 7 2 0  

L L D K X K D K L P G B Q E K L P G G G -  
7 2 1  G A C A G C A T T C T T C A G A T C A G T A T G G G G G T A A A C A G G A O A A G A A G T G G T T T G T A  7 8 0  

Q H S S D Q P G G K Q E K ~ ~ G L L D K -  
7 8 1  AAATCAAAGAGAAGCTCCCGGGACACGAAAACAAGAACGATGGGGAAGAGGAAGAGAAA 0 4 0  

I X E K L P G R E N K N D G E E E E R n -  
8 4 1  A G C A T C C G C A T T A A T G T T A C T G T A A A C A A G A C C T T C T G C C C A A T G G A A T C T G T T T A  9 0 0  - 

H P H *  
9 0 1  ACTCTTCCTGGGAATCTGTGTTAACTCTTCCTTGGCTTTGCTTCAGCATGATGAAA 9 6 0  
9 6 1 T L I ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  1 O 2 0  

1 0 2 1  CAAAGATATCAATGTGATC~GATCGATCTGCATTGCCATGTTTATAGTTTGATTAGGTGG 1 0 8 0  
1 0 8 1  GAATTAGCTTGATAGGGTTCAGAGCACCAGCGTACCTGAGCGTATTCGATTTACGTT 1 1 4 0  
1 1 4 1  ThAAGTTGAAGTTATTAAT 1 1 5 9  

Figure 1. A Nucleotide sequence and predicted translation pcoduct encoded by the 
PgDhnl cDNA clone. The amino acid sequence is given in the singbletter code. A 
possible polyadenylation si@, the putative transcription start site [27] and the stop 
codons that are marked by an asterisk are doubk underbed. Conmed consensus 
sequaces are singly underlin4 and the lysine-rich blocks are italicized. This sequence is 
available fiom the GenBank Nucleotide Sequenœ Database, accession No. Al? 1 O99l6. B. 
Pamel inferreci PgDhnl amhm acid sequence. K-segments have ban aligned, for a maxird 
sunilarity, a gap was htrocaiced in the fint segment. Higbly consend aiamo aci& 
surromdiag the thne îast K-segments m W. 





F i , m  3. Hydrophobicity of PgDhnl estjmated acoording to Kyte and Doolittle [29]. 



Figin 4. Southern andysis of PgDhnl. Genornic DNA (15 pg) was digesîd with Bgl II, 
E4DR I and H i d  m. DNA hgments of M>NA digested with Hind III wae u d  as 
molecdar mass marLers (indicatai It the Mt). 



Ribo 

Figure 5. Tissue-specific accumulation of PgDhnl transcript in various tissues. Neeâle, 
stem and root from 2-year-01d seedlinp (pooled material fkom 5 Seedlings), and VB 
(vegetative bud), FB ( f d e  bud) and MB (mak bud) of 15-year-old field-planted trees 
(5-10 buds) and where 1 to 3 stand for different stages of bud Merentiation stariing &om 
early differentiation in spring (1)  to tiilly expandeci buds (3) and rd- to the harvesting 
tirne. The membrane was svipped and rehybridued with a 400 bp 18 S Piceta glOur;lll 

ribosomai probe (Rb) to monitor loading quality. Approltimately 10 pg of total RNA 
were loaded in each Iane. Right panel indicates the relative migration distance for the 
transcripts detected with the two probes in the stem sample and molecdar weight (RNA 
merker, hmega). Histograrn shows the normaiized mean values of PgDhnl relative 
si@ intensity presented as pacentage of the highest value, where MB 2 was I o ? ?  
intensity. Intensity vahies represcnt the intemity of al the detccted trenscripts. 
Histogam represents scanning values of the most teprtscntative hybridization 
experiment and is a mean of four different quantifidon W s  obtained fiorn 
densitometry scan analyses as weîî as phosphor imager quantification. Emr bars 
represent average deviation. 





B 
Wound 3A MJ 

Figtrre 6. A PgDhnl transcript accumulation in needles of 2-year-dd seedlings following 
a singk treatment. Two-year-old seedling needles were severely wounded throughout the 
entire plant or just on basal branches for systemic wound response at time O. For the 
systemic analysis, tissue coliection was only fiom branches above the wounded ones. A 
single JA-treatment consists in spraying plants to saturation at t h e  O. MJ-treated plants 
were placed in plastic bags comaining a Cotton swab bearing a UI soiution. Time 
indicates the hawesting period following the beginning of the treatment. Histograms show 
the normalirecl mean values of PgDhni as relative signal intensity, where t = O was 
chosen as 1Wh intensity. B. Northern analysis of PgDhnl mRNA accumulation 
following multiple wound and JA treatments and MJ treatment on 2 - y m l d  white 
spruce seedlings. Plants w a e  wounded or aeated with JA at time 0,4 and 8. UJ-treated 
plants were as described in A Tirne O represents mataial prior to any of the mmtioned 
treatments. Coliection times of the material are indicated. Histograms show the 
normalized mean values of PgDhni relative signal intensity presented as percentage of the 
highest value, where wounding 8 h was 1000h intensity. Mexnôranes wae sîripped and 
rehybndized with a 400 bp 18 S Piceu giwm ribosomal probe (Ri i )  to monitor louding 
quality. Thirty pg of total RNA wsn loaâed in each lane. Samples represent RNA Born 
pooled needles of five iadividuals except for wound in B (20 seedhg~). Righî panels 
indicate the relative migration distance for the transcripts detected with the two proûes in 
the t = O samples ancl rnoldar weight @NA madcer, Promega). Intensity dues 
represent the intensity of ail the dctected transcripts. Histogram repnsaits scrmniiag 
values of the most representative hybridization experimait and is a m a n  of four different 
quantification resuîts obtsineâ h m  densitometry scan aarrlyses as w d  as phosphor 
imager qudntification. Enw bars npresent riwige deviation. 



N R N N R N N R  - + + + +  

Figure 7. Northem analysis ofPgDhnl dunng drought treatment of  2-yem-old seedlings. 
N (needle), R (mot), + and - signs refkr to the ocairraice or absence of treatment 
respectively. The O represents tissues coiîected immediately aiter plants were washed to 
remove soil. Control needie expression at tirne 6 h and 2 days originated h m  non-washed 
plants. Membranes were stnpped and rehybridized with a 400 bp 18 S Picsa g k c a  
n b s o d  probe (Ribo) to monitor loading qudity. Samples reprcsent RNA h m  pooled 
material Born five individuals. Thirty pg of totai RNA were loakd in eich lane. Ri@ 
panel indicates the relative migration distance for the vanscripts daected in the R 6 h + 
sample and m o ~ ~  weighî (RNA rnarker, Romega). Hsto8f8m shows t h  normalized 
values ofP@knI prcsented as paœntagc of the highcst value, where R 6 h + wu 1Wh 
intensity. Histogram reptesents scanning values of the most npicsci~tative capaiment 
and is a man of four diffénnt qmnification resuits obtawd h m  densitometry san 
anaiyses as weN as phosphor imager quuitificatioa. Emw ban represmt a- 
dtviation. 



F i p e  8. Cornparison of PgDhnl mRNA accumulation upon several stresses of 2-week- 
old üght grown seedlings. Saedlings were treated for 6 h, t = O represeftts the basai 
expression prior to any treatments. The membrane was stripped and rehybridizcd with a 
400 bp 18 s Pfcea g h m  n b s o d  probe Wb) to m0ht0r îoading quaîity. 
Approxirnately 10 pg of totd RNA were loaded in each hue. Right panel indicatm the 
relative migration distance for the transcripts daected in the t = O sample and mol& 
weight (RIVA marker, Pro-). Histogram shows the normalized values of P@hnI 
presaned as the pacentage of the highest value, where MJ was 1000h intensity. Samples 
represait RNA fiom pooled matefial fiom 30 seedlings. His tow r-esents scaaiiing 
values of the most representative hybrid'ition eqmhent and is a mean of threc 
M i e n t  densitomîry scan analyses. 
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Un clone vraisemblablement complet d'ADN complémentaire ( M c )  codant pour une 
protéine riche en glycine et liant potentiellement 1' ARN a été isolé d'une banque d' ADNc 
préparée dans le vecteur AZAP, à partir d ' m m  isolés d'aiguiiles provenant de plants 
d'épinme blanche de 2 ans ayant été blessés ou traités aux jasmomtes. L'ADNc, nommé 
P g W  (pour «Piceu glawri RNP protein>>), possèâe un cadre & lecture de 468 pb a 
code pour une protéine de 155 acides aminés. Ce polypeptide possède un motif de liaison 
à I'ARN (le RNPGS, pour «n%onucleoprotein consensuw)) a un domaine d a i r e  riche 
en glycine. L'alignement avec des séquences protéiques connues rhrèk des homobgies 
importantes avec des protéines riches en glycine possédant k RNP-CS observées chez 
d'autres espèces de plantes. L'analyse génomique suggère que le gèm P m  fait partie 
d'une petite famile constituée d'au moins quatre membres. Les analyses d'ARN 
montrent que les transcrits de PgRNP sont exprimés dans tous les tissus provenant de 
plants non stressés. Un niveau de transcrits contitutif a été observe dans les aiguilles de 
sem*s de 2 ans témoins ou traités au mWlyle jasmonate. Le traitement de blessure n'a pas 
eu d'effet net sur le niveau de transcrit. Le traitement à l'acide jasmo~que et la réponse 
systémique aux blessures ont eu un léger effet positif sur l'accumulation des transcrits. 
L'accumulation de transcrits n'a pas été induite par un traitement au fkoid dans les 
aiguiues et été réprimée par la sécheresse dans les tissus foliaires et racinaires des semis de 
2 ans. 

A presumably full-length cDNA encodii a putative glycine-nch RNA binding protein 
was isolated from a AZAP cDNA library prepand from mWAs extraieted fkom needles 
of 2-year-old white spnice seedlings, which had been either wounded or jasmonate- 
treated. The cDNA, designated P m  (Piceu g~4uca RNP protein), prescrits a 468 bp 
open nading h e  encoding a 155 anMo acid protein. This polypeptide possesses an 
RNA binâhg domain (RNP-CS) and a glycinerich domain. Comparative alignment 
reveals extensive homologies to glycine-rich RNA binding proteins coataimag an RNP-CS 
found in otha angiospenn specks. Genomic hybndization e>cperimems suggest that the 
P g W  gme is part of a small muhigene family with at least four members. RNA blot 
analysis reveakd that the P m  transcript is expressed in ail tissues frwi non-stressed 
plants. Constitutive mRNA levd was found in needle tissue fiom conml as weli as 
methyl-jasmonate treated plants. Wounding had no clear induction e f f i .  Jasmonic m d  
treatment and systemic wound response had a slight e f f î  on transcript -dationn 
TrmmCpt accumulation was not inducd by ooM in needles ad repressed by drought 
stress in both n d e  and root tissues of 2-yeatold plants. 

Keywords: Giyciaerich RNA bindhg protein, ribonuckopcottàn, woundllig. jrsmonate, 
cornfa, gme expression 



The plant glycine-rich proteins (GRPs) have been subdivided kt0 classes. The first and 

most characterized class in plants represents a family of c d  wall proteins (rewiewed in 

Showalter 1993). These GRPs have beai show to be involved in wound healing 

following viral infection (Fang et al. 1991) and wounding (Condit and Meagher 1987, 

Keller et ai. 1988, Showahet et al. 1992). The second class plays no structural role but 

could bind a variety of RNA molecules and could participate at several levels in RNA 

biosynthesis and processing, such as polyadenylation, stabiiization or repression (Kenan 

et al. 1991, Guiltinan and Niu 19%). These modifications of RNA molecules can resuit 

from ontogenic processes or from environmental and stress responses. The fùnction of 

glycine-rich RNA binding protehs is still unknown, although some hdings in maize and 

tobeax, proteins suggest a role in pre-rRNA processing (reviewed in Alba and Pagès 

1998). Glycine-rich RNA binding proteins contain a large RNA binding domain of about 

90 amino acids called RNPICS (for niinucleoprotein consensus), which is present in one 

or more copies and which contains two highly consewed RNP (nbonucîeoprotein) motif 

sequaces; RNP 1 consists of eight amho acids (RGFGFVTF) and RNP 2, of six amino 

acids (CFVGGL). This W - C S  is thougbt to be required for RNA recogfation, where 

RNP 1 and RNP 2 have beai invohed in nucleic acid interactions (Mari1 e< al. 1988, 

Nagai a ai. 1 WO), whereas the glycine-rich domain would interact with other components 

required for RNA processing (Stekrt a al. 1991). Translational control as wel as 

speçific mRNA degradation is ohm mediated by RNA binding protehs (Alexander a ai. 

1998). Many weU-characterized RNA-bindhg proteins exist thet do not contain this 

motif (reviewed in Bandnulis 1989) and the RNP motif is present in only one class of 

RNA-bindhg proteins. The remainder of an RNP RNA binding protein is charaicterized 

by an d a r y  domain, which can be glycine-rich, prolinerich or ghitamc a d  aspartic 

acid-rich. These iwxiülry domah would play a mie in protein-protein interactions, but 

d d  also influence the poiynucleotide binding propedes. 



In plants, several glycine-nch RNA binding proteins possessing an RNP motif have beai 

identiaed. It h a  been suggested that some may play a role in stress response as th& 

mRNA accumulation Id was modified foiiowing exposure to cold (Horvath and Olson 

1998, Bergeron a al. 1993, Carpenter a ai. 1994), wounding ( S m  1992, Gornez et al. 

1988), acute hypersensitive response (Naqvi et al. 1998). ABA treatment (Carpenter et 

al. 1994, Gomez a al. 1988, Bergeron et al. 1993), salicylic acid treatment (Naqvi et al. 

l998), water stress (Carpenter et al. 1994, Gomez et al. 1988, Bergeron et al. 1993). and 

exposwe to heavy metal (Nqvi et al. 1998, Didiejean et al. 1992). Howewr, these 

proteins have been characterked primarily in angiosperm species. In this study, we 

report the isolation and sequence analysis of a presumably firli-length cDNA clone 

e n d h g  a putative glycine-rich RNA binding protein in the gymnospenn white spnice. 

This is the first report conceniing this type of protein in conûers and in gymnospams as 

weii. PgRNP possesses one RNP-CS including both highly cunserved motifs RNP 1 and 

RNP 2, and a glycine-nch adw domaia. In this papa, we d e m i  the cloning of an 

hdividud member of the glycine-rich RNA binding protein geie f e l y  of Piceu ghuc~. 

Expression studies at the RNA transcript levd accumulation of this gene in response to 

wounding as weii as with other environmemal stresses and the effea of some compounds 

known to mediate plant response to these stresses are presented. 

4.2 Expcrimcntai, rmults and diseusrion 

4.2.1 Isolation of @RNP cDNA clone 

We have constnicted a cDNA libnuy in U A P  vector (Stratqene) using poly(A') RNA, 

prepared from p i e d  fktions of totaî RNA isolated fiom needles of white spruce 

seedhgs, which haâ ban previously woundeâ, or jumonate med at 2 h intervsls for 8 

h befôre hsrvesting. Total RNA w u  isdated accordhg to Chang et I (1993) and 

poly(A+) RNA was pudieci with the PolyATract mRNA Isolation Systan @vmqa). A 



cDNA was serendipitously isolated duhg plaque hybridization screenbg the AZAP 

l i b q  (Sambmok et al. 1989) with a [ a s p l  dCTP-labeled probe of a 306 bp PCR 

fhgment bearing homology to a protein kinase gaie (Richard and Séguh, unpublished). 

The cloned cDNA insert and the pBluescrïpt plasrnid containeci within the lambda v a o r  

was exciseci in vivo according to the mufàcturer's (Srnagene) recommendations. 

Plasmjd DNA bearirig this cDNA was purified with a QIA-prep-8 Plasrnid Kit 

(QIAGEN). The complete nucleic acid sequence of both strands of the presumably full- 

length cDNA (GenBadc accession No. AFlû9917) was detennined ushg the dideoxy 

chah termination method (Sanger et al. 1977) with an AB1 373 automated DNA 

sequencer (Perkin-Elmer). The complete sequence, klucluding the deduad primary 

structure of PgRNP protein, is show in Fig 1. PgRW encodes a putative glycine-nch 

RNA biidiq protein possessing an RNP-CS sequence. This cDNA is 930 nuclaotides 

long with an open readuig h e  starting and ending at nucleotide number 117 and 584 

respectively. The cDNA sequence contains several putative polyadenylation signal8 

(AATAT/A) that are underlineâ in the 3' untranslateci region. The deduced protein 

encodes a 1 55 amino a d  peptide, with the consetved regions typicai of these proteins 

such as RNP 1 and iWP 2 sequences in the hger RNP-CS sequence, as wel as a glycine 

rich dornain (Figs. 1'2). 

4.2.2 Sspuence cornpariroi 

The reiationsbip between PgRNP and known glycine-rich RNP RNA bhdhg proteins 

fiom various plant species is shown in a multiple alignment of amho acid sequences Pig. 

2). This alignment shows that PgRNP s h e s  hi& simüarity in the RNP-CS as wel as in 

the glycinerich portions with the protein seguence of other glycine-nch RNA bmding 

proteins coaisimng an U i - C S .  Simüanties rage fiom 7Ph to SPA ad identities hom 

67% to 7Ph, where identity conesponds to proportion of sbsred raiin0 acids, and 

similarity is the match and mismatch scores of anmio acids accdhg  to a msÉm of 



evolutioxwy distances between them. The highest homology scores (82% similarity and 

77% identity) wae obtained with the grpla gaie nom the white mustard S i v i s  a l k  

(Heintzen et ai. 1994). Sequences âom Miment species reported in Fig. 2 wae 

approximately the same size. Hydropathy plots with a window of nhe tesidues (Kyte 

and Doulittle 1982) shows that the glycine-rich portion of PgRNP is highly hydrophilic 

(data not shown). It has been suggested that this portion of the protein (the auxiliary 

domain) is holved in protein-protein interactions and may also innuence the RNA- 

binding activity of the protein (Bandnulis 1989). This infetred proteia has an evaluated 

molecular weight of ca. 15 kDa and an isoeiecuic point of 8.0. 

42.3 Southem hybridization analysis 

P. g h m  genomic DNA was actracted fiom white spnice embryogenic di as described 

by C h t  et al. (19%) and used to determine the structural organization of the PgNW 

g a r  Genomic DNA was digest4 with various restriction enzymes and analyzed by 

Southem hybridization using P m  fbll cDNA mence as the probe (Fig. 3). Digestion 

with restriction enzymes that do not cut the cDNA sequence ( h H  I, EaoR I, Himl IIï) 

released at least four major fiapmts. These results suggest that the P @ W  gene is 

member of a s d  multigene family of four to six members. In other plants, glycinerich 

RNA binding proteins han been shown to be either present as single copy genes (Li et ai. 

1991) or as members of small muhigene f8mjlies (Howath and Olsoa 1998, Didie jean et 

al. 1992, Bergeron et al. 1993). The P m  probe hybridized strongiy to a 2.6 kb Hinû III 

hgment, suggdng that two genes of this faniily c d d  possibly be tandemly linked in 

the white spruce genome. 



4.2.4 Organ-specific transcript trpression ofpSRNP in non-strcrsd plants 

In non-stresssd plants, P m  mRNAs of the expeaed size (ca 955 bases) wae detected 

in aii tissues analyzed, with steady-state levels king more important in buds, especidly 

f e d e  cones and in the first stage of male and vegetative buds of 15-yeorsld field-planted 

trees. A iarger transcrîpt was a h  detected in northem analyses; this larger transcript of 

ca. 1.908 kb was detected more intensively in buds and was undetectable in differentiated 

vegetative tissue (Fig. 4). However it was sometimes detected in needle tissue (Fig. 5). 

This larga tranxrîpt could represent a pre-mRNA or the expression of a larger member 

of this gaie faMly. Alternative splicing of pre-mRNA generating two different proteins 

was reported for a RNP protein gaie (Buvoli et al. 1990). 

4.2.5 Effcet OC wounding and jasnonate treatment on tmaseript accumulitioa 

The pattern of expression of the P m  gaie was arangned under various stress 

conditions. Some glycine-rich RNA binding proteins in plants have beai s h o w  to be 

wound-inducible (Sturm 1992, Gomez a al. 1988). Jasmonates are aiso known to mediate 

wound response in plants (Famer 1994). We investigated the possible implication of 

P m  activation in wound response of P. glas and the potential of jasmonate in 

mediating this response. Needles of 2-year-old plants, which were phenologically in their 

sustained growth phase period and kept under greenhouse conditions, were h h l y  cut 

with scissors by trimming the first 5-15 mm of tips on every branch of the plant. To 

study the systemic wound response, the needles of five bottom branches îrom the 2-year- 

old seedlings wae  initially severely wounded with scisson by temoving th& noeâle t ips 

and material was harvested fiom five identified non-wounded branches toward the a p i d  

region of the seedluigs. JA treabnents consisted in spraying plants with a 100 phd JA 

solutioa (Farmer et ai. 1992) prepand in 0.05% Twan 20 (Sigma) untii t b y  wac 

dripping. JA-contr01 plants wae sprayed witb 0.05% Twœn 20 done. Methyl jasmonate 



(MJ, Bedoukian Research Inc.) treated plants were placed in plastic bags containing a 

cotion swab to which 500 (rL of a IPh MJ solution prepand in ethaool was addd 

(Famer et ai. 1992). MJ-control plants were incubated in similar conditions but with 

Cotton swabs containkg only 500 pL of ethanol. Can was taken to ensurs that plants did 

not touch the wab. JA and MJ control treatments were achieved in a di fkent  

greenhouse to prevent cross contamination between treatments. PgRNP transcript levels 

were constitutive in controls (tween and ethanol) and MJ-treatment (Fig. SA). Level of 

the ca. 0.955 kb transcript varied slightly during wound treatrnent, however no clear nse 

or decrease in the amount of mRNA could be correlate to the wound response. The 

systemic wound response led ta an increment in the l e 4  of P '  transaipt 10 h 

following wound treatment. This systemic induction of transcript accumulation suggests 

involment of a signal molede that acts systemically in the plant to modulate transcript 

accumulation of PgWP. In JA-treated plants, a similar rise h transaipt level was 

observed starting 4 h after the onset of the treatment and increasing to 24 h. From the 

results of this study, no clear conclusions could be drawn to explain the seemingly 

random presence of the ca. 1.908 kb transcript detected by the P m  probe. Thot could 

represent either another member of the family or a pre-mRNA that couid be further 

maturate through alternative sp iicing . 

To investigate fbrther PgRNP accumulation &ring early seed development, white spruce 

seeâs were genninated on moist filter paper in Petri dishes in the dark at 22% for 2 

weeks. Subsequently, the plant material was wounded several times with flat-bladeâ 

tweezers by cnishing the seedllligs randomly aü over, or spraying with JA or incubating 

in seaied Petri dishes with a swab saturated with a 10./. MJ solution. No significant 

transcript acwmilation was observed in womding except after 24 h at which point a 

decrease was observed. Nor was any sipifiani variation obsaved in the JA, nor the M J 

treatments (Fa. SB). Shdar wounding and jasmonatt treatments of 2-year- and 2-wak- 



old seeàiings Id to signiîicam accumulation of CHS transcripts (Richard a al. 

unpubfished). . 

Merences observed in expression kinetics Mght nflect, in the case of wounding, the 

delay requireû for the synthesis of an intemai mediator, jasmonate for example, to repress 

PgRnrP transcript accumulation. Ilifferences obsewed between 2-week- and 2-year-old 

plants might be the consequence of ontogenic ciifferences, a light modulation e f f a  is not 

likely to occur since no significant variation was obsmed in diurnal cyck expression (Fig 

6B.). RNA levels of P m  in briefly irnbibed seeds (24 h) were higher than in 2-week- 

oki seedlingq suggesting a specific function of P g W  in sad development or a role in 

protection against environmental stresses. 

4.2.6 Eff- of drought, cold and diunial cyck on transcript iccumulition 

Desiccation stress generaiîy causes various physiologid effects in plants, induding 

stomatal closure, r e d u d  transpiration rate and a drop in photosynthesis. This biotic 

stress is also associateci with the accumulation of transcript of rnany genes including RNP 

proteins (Carpenter et al. 1994, Gomez a al. 1988, Bergeron et al. 1993). Drought stress 

treatrnents wae conducted on 2-year-old plants fiom wbich soil was rcmoved, and they 

were left to dry on filter paper in a greenhouse for either 6 h or 2 days. To evaluate the 

water loss caused by the stress, fresh weight of the Seedlings, and the weight pnor to 

harvesting were measured. Relative water loss of the plants was ddated u a ratio of 

water weight loss compared with initial fiesh weight of the plant taken as 1Wh. 

Foliowing 6 h of dmught stnss, the seediings had lost an avemge of 3(r/o of their fresh 

weight, and caused a reduction in the kvd of detected P m  mRNh in n d e  and root 

tissues (Fig.6A). P m  transcnpts were almost undeteaabk &et 2 dry, at which 

point plants had lost an avemge of Wh of th& eesh weight (Fig. 6A). At this stage, 

plants scmKd to be at a point of impossiie stress recovery since d e s  wae dried out 



and the needle abscission phenornenon had already started. hough matmenta petfomed 

on 2-weekold etiolated seediings for 6 h had a s i i a r  e f f a  by lowering the detected 

trmscript levd of P '  (data not shown). Transcript level diminution has also been 

reported for m e  of these genes in response to ABA treatment (Guiltinan and Niu 1996, 

Carpenter a al. 1994). Since it is generally accepteci that dehydration stnss causes ABA 

accumulation in plants, it would be interesting to know if the transaipt reduction 

observed here is simply a response to drought stress andor a response to an endogenow 

rise of ABA content in P. glouca. Transcript accumulation of Picea gl'm dehydnn was 

observed upon sllnilar stress conditions (Richard et al. unpublished). 

We further analyzed the induction of PgRNP transcript accumulation in response to 

various environmental stresses. It has been previously shown that the expression of some 

of these proteins was transcriptionally modifieci upon exposun of the plants to cold 

(Bergeron et al. 1993, Carpenter et ai. 1994, Horvath and Olson 1998). Cold treatments 

were perfbrmed by trderring 2-year-old seeâiïngs for either 6 h or 2 days in growth 

chambers at 4'C under a 12-h-photoperiod, with a light intensity of 79.3 pmol mo2 s*'. 

Northem analysis revded that cold treatment had no significant effect on P@W 

  an script levd (Fig. 6A). No evident variation was observed during diunial expression 

(Fig. 6B). 

4.3 Conclusions 

(1) We have describecl the cloning and characterization of a fiil-length cDNA, P m ,  

a putative glycine-nch RNA binding protein in P. ~ ~ C C I ,  a cotiiferous species. 

(2) The inferreci amino acid sequence shows high homology to known glycimnch 

RNA binding proteins containing the RNP-CS and conserved RNP 1 and RNP 2 

motifs obscrved in rngiospams. 



(3) This gene is part of a s d  muhigene f d y  of at leest four rnembcrs. 

(4) The transcripts detected by the P m  probe are of the expeded Jize of 0.955 kb 

as deduced from the cDNA sequence. A longer transcript o f  approximately 1.908 

kb could be anotha member of the gene family or an immature transcrip that will 

be fiirther processed or alternatively spliced to gemate two transcripts. 

(5 )  Transcripts are present in al1 tissue types of non-stressed materials, with a b e r  

transcipt king more prominent in buds. The presence of hi& levels of mRNAs 

in seeds suggests a rok in seed development or in protection againsi environmental 

stresses. 

(6) P@W was not reguleted by woundùig or MJ treatments in 2-year-old plants 

under greenhouse conditions. However, systemic wound response as well as JA 

treatment had an effect on transcript accumulation, suggesthg a mon or less 

indirect &ect of wounding on PgMW accumulation, which could reflect the 

regulating action of a wound signal molecule on P@Wf transcript accumulation. 

This could also be me for JA. P m  mRNA l d  is low under drought stress. 

Cold trament had no significant effe* on transcript accumulation. 



1 GCACGAGCCTGGTTCTCTTTGTTTCGGTTCGTTTCCGGTTCTGGTTCTGGTCCTGTGTTA 60  
6 1  G T G G T T T C T T G C T C T C T C T T T T T C T G T C A A G T T T G C T T A T A C G T C A G T C T G A G A A  1 2 0  

1 2 1  CTTCAGCAGATGTTGAGTTCCGGTGCTTCGTTGGAGGCCTTGCATGGTCCACAGATGATA 100 

1 8 1  GAAGCCTGCAGGAGGCTTTCAGTCCATATGGCGAAGTCGTGGAATCCAAGTTTTAGT 2 4 0  

2 4 1  ATCGGGAAACCGGTAGATCTCGTGGATTTGGCTTCGTGACCTTCAACGATGAGCAATCA 3 0 0  

R E T G R S R G F G E ' V T F N D E Q S U  

3 0 1  TGAGGGATGCCATCGATGCAATGAATGGCAAGATGCTTGACGGAGGAGCATCACCTTA 360  

3 6 1  ACCCGGCCCAATCCAGAGGGAACGGCGGTGGTGGCGGCGGCGGTGGTTCGCGTGGTTACC 4 2 0  

4 2 1  GTGGAGGCGGCGGTGGCGGCGGTTACGGTGGTAGCCGTGACCGTGGTGACCGTGGTTATG 4 0 0  

G G G G G G G Y G G S R D R G D R G Y G  

4 0 1  GCGGTGGTGGTGGCGGCTATGGCGGCGGCGGTGGTGGTTACGGTGGCGGTGGCGGTTCTC 5 4 0  

G G G G G O G G G G G G Y G G G G G S R  

5 4 1  GCTATGGTGGAGGTGGTTCTGAGGGCGGTAGCGGAGGGTAAGCATGATGATTTGGT 6 0 0  

Y G G G G S E G G S W R R *  
603  GATCGGTTAGGGTGTAGTTTTGTCTCGTGGTCTTATGTTTTGGTTCTGTAATAATCCTGT 6 6 0  
6 6 1  TGGTGGTAGAGCTTTATGCTGGTAACTGTCCTTGGTCTTGGTGTTTCGATGTTCTGTTAA 7 2 0  
7 2 3  CTCATGTCTGGTTTTTGATCTGGATCTCTGTGGCTCTTGCTGAGCTGTATCAAAACGAA 7 8 0  
7 8 1  AATCTGGTTCTAATATTTTGTAATGGCAATATCAATATGCAATATACGGGTTTTAATGTA 8 4 0  
4  TCTCTCTTGTCÂTZZFTTATGGTTTGATCAGCTTTGTAAATCTTGCTTTAATATTTGGAA 9 0 0  
9 0 1  ACTAAATTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 9 3 0  

Fig. 1. Nucleotide sequence and predicted translation product encodd by the PgRNP 
cDNA clone. P m  translation was pafonned using the GCG software package 
@eV- et al. 1984). The amim acid sequence is gMn ushg the singleletter code. 
Possible polyadenylation signal% the poly(A) tail, the putative transcription start site 
(Kozak 1989) and the stop codon, wliicb is mafked by an astaisl, are singly underlined. 
Conserveci RNP 1 and RNP 2 sequences are doubly uaderlined. This ~e~uence is adable 
fiom GenBank Nuckotide Wence Database, accession No. AF 10991 7. 
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Fie, 2. Cornparison of inferreà amino ocid sequences of PgRNP and glycine-rich RNP RNA binding protein fkom other plant species. The amino 
acid scquences are given in the one-letter code and have been aligned with the program PILEUP of the GCG software package @evereux et al 
1984). The sources of the sequences, references and GenBank accession numbers are as follows: P m :  Picea ghm,  this report, AF 1099 1 7; 
dc&: Darrcus carda, Sturm 1992, ~58146; cal:  Arabidopsis Wianu, Carpenter et al. 1994, 104 171; atgrp7: A.Miana, van Nocker and 
V I  1993,214987; athrbpb: A. rhUlam, van Nocker and Vierstra 1993, 100649; grpl a: Sinryis alba, Heintzen et ai. 1994, 13 1374; grp2a: 
Situpis alba, Heintzen a al. 1994, 13 1 3 77; STGRRBP: potato, unpublished, 249 197; ZMGLYR: Zea mqs,  Didierjean et al. 1 992, x6 1 12 1 ; 
bngrpl0: Brmica mps, Bergeron et d. 1993,214 143; RGP- 1 b: tobacco, Hirose et al. 1993, d 16205. In the consensus quence,  amino acids 
m o n  to dl sequences are indicated by capital letters and residues shared by a majority of sequences by lower cese letters. The RNP-CS and 
glycim-rich domaine are indicated. The consewed RNP 1 and RNP 2 are boxed. 



Fig. 3. Genomic Southan blot analysis of P g W .  Genomic DNA samples (15 pg) were 
digested with B m H  1, Bgl II, EmR I; and Hind III. The samples were hctionated b y 
agarose gd electrophoresis (0.8% w/v) and transferred onto a Nytran Plus nylon 
membrane cross linked with W (Schieicha and Schuell). Robes contallillig the entire 
coding region of P m  wae  synthesized through PCR amplification of cDNA insert 
(cDNA purification was achieved with QIA-prep-8 Plasmid Kit (QIAGRJ)) ushg T7 
and SK primers in a PCR reaction containing 0.1 fl of each primer, 0.2 mM of euh  
dNTP, 100 iig of DN4 O.MS unit/@ T q  DNA polymerase (Boehrinser Mannheim) and 
1 x of the supplied r a d o n  buffer. PCR was carried out for 35 cycles (94'C, 1 min; SOT, 
45 sec; 72'C, 1 min) followed by 10 min at W C  in a 480 DNA thamPl cycle apparatus 
(P& ELmei). PCR products were purifiecl using QiAquick PCR purification kit 
(QIAGEN) and labeled with [ a W 3 * p ] d ~ ~ ~  by random priming ushg the High Rime 
labeling kit (Boehringa Mannheim). Raâiolabeled probes wen purifieci with QIAquick 
nuckotide removal kit (QIAGEN). The membrane was prehybridized in Church and 
Gilbert (1984) b u f k  for 2 h prior to the aàdition of the probe (1 x 106 cpmlmL buffer). 
Hybtidization was achieved at 60'C for 16 b. The membrane ww then washed two times 
in 2 x SSC and 0.1% S>S a! W C  for 30 min. The membrane was exposai for 12 h to a 
Storage Phosphor Saeea and hybridintion signals were ncorded with a Fuji Bio h g h g  
analyzer. ADNA digestcd witb Hïnd Ili was used as a moiecuiar rnw matker (indiacd 
on the lefk). 
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Fig. 4. North- analysis of organ-specific expression of P m  in non-stnssed plants. 
Total RNA (approximately 10 pg per lane) was actracted accordhg to Chang a ai. (1993) 
tiom needie (N), stem (S) and mot (R) tissues fiom 2-yearilld seedlings maintrined in a 
sustained phenofogicai p w t h  state and fiom vegetative (VB), male (MB) and f d e  
(FB) bud tissues &om 15-year-old field-planted trees (Daoust et al. 1995) that were 
extf8cted with the Chang et al. (1993) extraction bder togdher with the QIAGEN 
RNePsy total RNA exmaion kit. The numbers 1 to 3 stand for Merent stages of bud 
maturation starting from eariy merentiation in spring (1, May 7th; 2, May 17th) to fully 
expanded buds (3, May 29th) where f e d e  buds wen îùlly opened, most of the poilen 
was dispersed fiom mak buds and where needles were Mly expanded fiom maturathg 
vegetative buds. Collected buds were kept on dry ice and then stored at -80'C. Total 
RNA was redissolved in diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated water and RNA 
concentrations wae detennined by absorbance value at 260 nm. E q d  amounts of total 
RNA were denatured with fo-*de/fomaldehyde and Monated  on denaturing 1.2% 
(w/v) agarose formaidehyde gel (Sarnbrook et ai. 1989). RNA quality was wnfirmed by 
nisomai RNA integrity obsmed by ethidium brornide. The gels were blotted onto 
Nytran Plus nylon membranes (Schleicha and Schud), aad hctionatd RNAs wae 
crosslinked to membranes by UV radiation. The membranes were probed with the fuli- 
length cDNA sequence of PgRn[P as described for Fig. 3. Membranes wae  stripped b y 
boiling for 15 min. in 0.1% SDS and 0.1 x SSC and nhybridized with a 400 bp 18 S h'm 
g h m  ribosornal probe (Ribo)? to assess quel 10- of RNA samples. The Ribo probe 
was synthesized through PCR conditions as described in Fig. 3 with the use of the 
primas NS5 1 and NS6 1 (5'-GGGGGAGTATGGTCGCAAGGC-3' and 
5'-TCAGTGTAGCGCGCGTGCGGC-3' respectively, Simon et ai. 1992) and 1 0  ng P. 
gI'm gmmic DNA. High-stringency hybridization conditions wae achieved b y 
incubation at 65'C for 16 h and by washing the membranes two times in 1 x SSC and 1% 
SDS at 65'C for 30 min and exposai on X-OMA'P AR (Kodak) for 12 h or exposed to a 
Storage Phosphor Scnen where hybridization signais wae noorded with a Fuji Bio 
imagnig analyzer. Each sample represents RNA isolated fiom pooled materiai of five 
seedlings ( n d e ,  stem and roots) or 5-10 buds. Right p d  indicates the relative 
migration distance for the vanscripts detected with the two probes in the FB 3 sample 
and molecular weight (RNA rnarker, Promega). Uppa  histograrn shows the nomiüzed 
mean values of the cl 1 908 kb PgRNP relative signai intensity presented as percemtage of 
the highest value, h e m  FB 1 w u  lW? intensity. Lowe histogram shows the 
normalized mean values of the ca 0.955 kb P m  relative signai intensity presented as 
percentage of the highest vahie? whae FB 1 was 1W/o intensity. Histogram represents 
scMnmg values of the most representative hybridization expriment and is a mean of four 
dif5nent quantification results obtcrined fkom densitometry scan anaiyses as well as 
phosphor imager quantification. Emx bars represent avaagc deviation. Histogrms 
illustrate the quantification of the most repre~etltative hyôridization e x p a b m  (Jhown) 
w h n  emrs ôars qresent the degret of arar in the quantification method. In the 
anaiyses, we considemi a differetlct of mgnitde of tnnscript rccinrilrtion of two-fold 
or V t o  bc sieeificant* 
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Fig. 5. P g W  expression in response to wounding and jasmonate treatments. Total RNA 
(30 pg) (A) from needles of wounded, or jasmonate-treated of material poded fiom five 2- 
year-old seedlings, (B) fiom 30 dask grown 2-weekold seedlings wounded or jasmonate- 
treated. JA (jasmonic a d ) ,  Tween (JA-control; 0.05% Tween 20 treatment alone, plants 
were isolated in a different greenhouse), MJ (methyl jasmonate), ethanol (M.-control; 
ethanol treatment done, plants were isolated in a difEerent greenhouse), thne O represents 
control expression prior to the treatments, S: total RNA extractecl from 30 seeds after 
imbibing for 24 h. Membranes were stripped and rehybndized with a 400 bp 18 S Prcea 
glauai ribosomal probe (Ribo) to assess equal loading of RNA samples. Membranes were 
exposed on X-OMAP AR (Kodak) for 12 h. Right panei indicates the relative migration 
distance for the transcripts detected with the two probes in the 24 h sample in Fig. 5 A 
and the O h sample in Fig. SB and m o l d a r  weight (RNA marker, Pro-). A Upper 
histograms show the normalized mean values of the ca. 1.908 kb P m  relative signal 
intensity presented es percentage of the highest vahe. Upper histograms represent 
scanning values of the most representative hybridization experiment and is a mean of 
three diffèrent densitometry scan anaiyses. Lower histograrns show the mrmalized mean 
values of the ca. 0.955 kb P m  relative signal intensity presented as a relative intensity 
where O h was chosai as 1Wh intensity. Lower histognun represents d g  values of 
the most sigdicant hybridization experiment and is a mean of four differait 
quantification results obtained &om deasitometry scan analyses as weU as phosphor 
imager quantincation. B. Histograms show the normrüzcd mean values of P m  relative 
signal intensity pnsented as a relative intensity where O h was chosen as 1Wh intensity . 
Hiaograms represent scanning vahies of the most representative hybridization 
@ment d is a m a n  of four âiierent quantification resuits oôtained fiom 
densitometry scan andyses as well as phosphor imager quantification. Error bars 
represent m q p  deviation. Histograms illustrate the quantification of the most 
representative hybridization expriment (shom) where aron bars represeat the degr& 
of emn in the quantification mcthod. In the anaiyses, we cousidend a d i f f i  of 
mrgriihde of tianscript accumulation of two-fdd or graster to k signifi~llllf. 
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Fig. 6. Nonhm analysis of P g M  ckuing drought and cokl treatments and diumal cycle. 
A Drought and cold treatments of 2-year-old seedlings. Needle (N) and root (R) tissue 
expressions at time 0, 6 h and 2 days (+). Control tissues (0). In the case of drought 
treatment, control at O h represents expression found imrnediately &er soi1 removal. 
Control expression in the aise of cold and other drought time points represents 
expression from non-stress4 plants that raained potted. B. Diurnal cycle expression in 
needle tissue of 2-yearsld seedlings. Tissues were sarnpleâ at 9 am, 3 p.m., 9 p.m. and 3 
am Membranes were stripped and rehybridized with a 400 bp 18 S M a  glairai 
nisornai probe (Ribo) to assess equal loading of RNA sarnples. Membranes were 
exposed on X-OMAP AR (Kodak) for 12 h. Tm pg of total RNA was loaded in each 
Iane. Right panel indicates the relative migration distance for the transcripts detected with 
the two probes in the needk O h sarnples in Fig. 6A and the 9 a m  sample in Fig. 6B and 
mokcular weight (RNA marker, Promega). Histograms show the normaiized mean values 
of the ca. 0.955 kb P '  relative signai intensity presented as perantage of the highest 
vdue. Histograms represent scanning vatues of the most representative hybiidization 
experiment and are a mean of four different quantitication resuhs obtUaed fiom 
densitometry scan analyses as wel as phosphor imager q'ucllltification. E m  bars 
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CONCLUSION 
* 8 

A l'aube de l'an 2000, force est de constater que la nature dans son ensemble vit des 

bouleversements considérables. Nous vivons dans une ère anthropologique où la majodte 

des activités humaines rnènem à des changements, voire à des perturbations climatiques et 

environnementales importantes. La diminution de la couche d'ozone, la croissance quasi 

exponentielle de la population planétaire (une augmentation de 90-100 millions 

d'habitants par année, Lakncette et Librowicz 1998)' la disparition de certaines espéces 

et l'expansion de certaines autres, les variations climatiques brusques a inattendues à h 

surface du globe appartiennent dorénavant à la réaiité moderne. En cette fin de siècle, l'une 

des conclusions les plus évidentes qui puissent être tirées de ces bouleversements est sans 

contredit que l'équiiibre de la nature est très fiagile a qu'un simple débalancement peut 

avoir des conséquences importantes. La présence de cette multitude de variations a, en 

quelque sorte, concentré les efforts d'un nombre grandissant de scientifiques afin d'en 

comprendre les effets dans le but de les éviter, les contrer ou POUT, à tout le moins, 

pouvoir les prévoir et les prhenir. Chez les plantes, tous ces bouleversements sont 

souvent perçus comme des stress. La portée de ces recherches est donc de mina paliier 

aux carences subséquentes ou encore de contrecanw les effets causés par ces stress chez 

les plantes. 

L'accroissement de la mécanisation et de l'industrialisation de ce siècle a créé de lourdes 

perturbations de l'environnement causées par une augmentation de la poilution à des taux 

dommiigeabks. Quelques uns des domges ainsi engendrés ont étt un rtkhauffment 

gloM de Ir Terre a la diminution de la couche d'ozone laquelie diminution permet 

maintenant à une plus grande quantité de rayons ultra-violets d'atteindre la s u r f i  & la 

T a n  ( m e  dans Bharti a K h u r a ~  1997). 



Les effets des radiations UV et des variations climatiques appartiennent à ces 

considérations qui prennent um importance de plus en plus grande chez les scientifiques 

puisqu'elles amènent une réduction de la biomasse produite. L'adaptation des plantes awc 

variations de température afin de leur permettre de survivre a de continuer leur 

production de biomasse revêt donc un caractère impiratif ; la réduction de biomasse 

pourrait en effet nuire aux efforts des chercheurs qui tentent au contraire de l'augmenter. 

En raison des difficultés subies par les plantes, les dernières décennies ont donc permis de 

mettre t'accent sur l'étude des systèmes de défense des plantes et sur l'importance de 

comprendre ces mécanismes. Cependant. ces co~aissances concernent majontairement 

les espèces agricoles, en raison du besoin toujours omniprésent de noumr I'humanitb. Par 

conséquent, les connaissances reliées au système de défense des essences forestières sont 

plus limitées. L'avancement des recherches sur les arbres, a plus particulièrement de 

celes portant sur les conifens a jusqu'à présent ressemble leur longue et lente vie : un 

temps de génération très long, reflet, somme toute, du temps requis pour l'avancement 

des connaissances dans ce domaine. Heureusement, l'avènement de nouvelles technologies 

toujours plus pedonnantes permet d'entrevoir des jours meilleurs et une percée plus 

rapide des cwnaissances dans les années à venir. 

Les plantes @mes, en raison de leur cycle vital plus long, doivent en théorie avoir 

développé, tout camme les plantes annuelles, des systèmes de défense efficaces leur 

permettant d'atteindre la maturite a de pouvoir se reproduire. A cause de cene longue 

vie? les arbres auront donc à subir de nombreux stress et à s u ~ v r e  a ce qui nous semble 

etre des catastrophes naturelles. De plus, des mécanismes d'adaptation eia stress 

hydriques et aux températures froides sont indispensables chez les plantes à génération 

longue pour SUNivre d'une aMCe A l'autre, et plus spécüiquement pour les comféns, qui 

doivent protéger leurs aiguüles tout l'hiver durant. 



Cette thése s'est donc a&ée sur certains systèmes de défense de h a  g k  (Moench) 

Voso. Les travaux ont plus spécifiquement porte sur les stress de blessures, k potentiel 

des jasmonates en tant que médiateurs chimiques soupçonnés d'être impliqués dans la 

réponse à ces stress chez les angiospermes et les mécanismes impliqués dans certains 

stress de température. Les objectifs de cette thèse étaient d'isoler des gènes d'épinette 

blanche impfiqués dans la réponse à ces différents stress, d'étudier leur expression a 

d'observer l'implication possible de certains composés chimiques comme médiateurs dans 

ces réponses. 

La technique PCR, combinée à l'utilisation d'amorces dégénérées, nous a permis d'isoler 

un clone partiel d' ADNc codant potentiellement pour la CHS (PgCHSI) chez 1 %pinette. 

L'étude d'expression de CHS nous a permis de voir que la CHS est potentiellement 

impliquée dans les processus de défense contre les blessures chez l'épinette blanche. 

Cette réponse aw blessures a aussi été plus importame lors de l'application d'un stress 

plus &ère, soit un traitement répété de blessure. Il est intéressant de noter la présence 

d'une communication interne chez la plante qui induit de f v n  systémique I'accumulation 

de transcrits CHS. Les jasmonates ont été propos& comme étant des moléailes 

signalisatrices associées a l'activation d'une @e variété de gènes de plantes en riponse 

aux blessures. Il semble que les jasmonates soient impliques dans le processus de réponse 

aux stress en ce qui concerne CHS chez l'épinette, w que ceux-ci puissent répondre a leur 

présence de façon similaire à cefle des angiospes. La CHS pourrait de même posséder, 

tout comme certaines CHS d'angiospermes, un élément de régulation par la lumidre. Les 

résultats présentés dans cette thèse confirment en quelque m e  a qui était déji cornu 

chez les angiospermes. Les résultats obtenus avex un clone codant présumément pour la 

CHS ont permis & vérifier sa capacité a êtn induite par les jasmonates (Lamb a Dixon 

1994) et p u  les blessures (van âer Meer et d. 1993). L'accumuletion des t r a m  CHS 

après blessure vient aussi valider les résultats des maux de Fliegmena et d (1992)' dans 



lesquels une augmentation du niveau catalytique de la CHS suivant la blessure de 

I'hypocotyle de Pinus sylvesms avait été obmée. 

Un clone d' ADNc a été isolé d'une banque fabriquée a partir d' ARN provenant d'aiguilies 

de semis d'épinette blanche blessés ou traités aux jasmonates. A partir d'homologie de 

séquences, ce clone, nommé PgDhnl, code potentiellement pour un gène de déshydnne. 

Les déshydrines auraient vraisemblablement un rôle de protection permettant de prévenir 

les dommages cellulaires causés lors de la déshydratation. Les ARNms de PgDhnl sont 

induits par les stress de blessures, de sécheresse et de fioid. Il ne semble pas que les 

jasmonates soient directement impliqués dans la production des deshydrines, du moins 

chez P. gIàum, puisque leur effet sur le taux d'accumulation des transcrits était plus fiiible 

que celui obtenu avec CHS. L'augmentation du niveau de tramaits lors de la 

décapsulation des bourgeons végétatifh en développement, de même que dans les 

bourgeons mâles, niggén un rôle protatif de PgDhnl pour du matériel jeune ne 

possédant pas encore suffisamment, dans le cas des aiguilies, de cire pour se protéger 

contre l'assèchement causé par l'air ambiant et le soleil. Les résultats de la deshydnne 

sont donc semblables a ceux connus chez les autres espèces, par sa capacité a être induite 

par divers stimuli. La séquence même de PgDhnl permet de réajuster les hypothèses 

avancées prudemment par Close (1997) pour tenter d'expliquer les différences 

importantes existant entre les séquences connues des angiospermes et celies des 

gymnospermes (JaMs et d. 19%). 

L'exploitation du clone PgDhnl pourrait d'une part s'avérer utile dans les plantes 

transgéniques pouvant résister au frod et, d'autre part, servir wme marqueur de 

résistance au fioid et à la séeheresse. Il pourrait ainsi être possible de repousser les limites 

de plantation de certaines essaices forestières très recherchées par les industries en 

Clargissont la supedcie de plantation de ces coiiiféns dans des endroits plus reçulés 

oomrne le nord quéôécoiq où l'on reboise présentement avec cerhhe espèces spécifiques 



comme le pin gris. L'exploitation de PgDhnl. qui pourrait s'avérer être un marqueur de 

résistance aa stress de fioidgel a de sécheresse, pourrait permettre un reboisement avec 

des semences et des semis plus résistants aw cycles répétés de gefddgd cpe doivent subir 

les plants, diminuant ainsi les pertes économiques causées par l'endommagement du 

matériel végétal imputable à ces stress. Il se peut égalemeni que cette résistance plus 

m e  au climat se réflète dans une plus grande production de biomasse annueile, œ qui 

pourrait donc se traduire par un plus haut rendement ou encore une diminution du temps 

de génération nécessaire avant la ricolte. Même si Finch-Savage et WH. (1994) soutiennent 

que la présencekbsence des ddshydrines ne peut être considérée comme un critère absolu 

de tolérance des semences au froid, la catégorie de deshyd~es dont parient Danyluk et 

COU. (1994, 1998) et à laquelle semble également appartenir PgDhnl permet d'entrevoir 

l'utilisation du niveau d'expression de cette protéine comme marqueur de discrimination 

entre les individus résistants et susceptibles au fioidfgel et a à sécheresse. Le niveau 

d'expression de PgDhnl pourrait de plus s'avérer un marqueur très utile en culture in 

vitro, entre autres pour détem-ner les lignées qui seraient les plus résistantes lors de la 

cryoconservation. Iî serait également possibie de transfomer les lignée tmsgeniques 

possédant un gène important ou les Lignées à fort potentiel au champ pour augmenter leur 

résinance aux variations de température a ainsi accroître les chances de réinduction du 

matériel cryocongelé. 

Nous avons isole un second clone vraisemblablement complet d9ADNc, no& P m ,  

codant potentiellement pour une protéine riche en glycine et liant 1'ARN. L'analyse 

génomiqw suggère que ce gène P g W  fasse partie d'une W l e  de gènes conaituée d'au 

moins quatre membres. Les transcrits P m  sont exprimes dans tous les tissus 

provenant de plants non stressés. Les transcrits s'accumulent à k suite d'un traitement à 

l'AJ et par une réponse systémique aux blessures. Par contre, les traitements & blessure 

et & MJ n'ont pas ai d ' a  net sur leur accumulaiion. La sécheresse a conduit une 

baisse du niveau de tmsaits dans les tissus foliaire et rachbe. Plusiam GRPs sont 



reconnues pour leur implication dans les réponses de dâaise contre les blessures 

(Show* 1993). Les protéines riches en glycine a liant 1'ARN font cependant partie 

d'une autre catégorie de GRP. Les résultats obtenus à ce jour chez d'autres espèces 

permettent de croire qu'elles sont impliquées dans les mécanismes de défense à divas 

stress. P g W  possède les caractéristiques nécessaires pour f&e partie intégrante de cette 

catégorie de protéines (Dreyfuss et al. 1988). Les résultats obtenus avec PgRNP ne nous 

permettent cependant pas d'afbmer son implication directe en présence de stress de 

blessures. Toutefois, ces résultats suggèrent que PgRNP serait peut-être induite par des 

stress utilisant certains médiateurs biochimiques impliqué dans la réponse aux blessures. Il 

serait par ailleurs intéressant de vérifier si une réaction d'hypersensibilité ne causerait pas 

une augmentation des transcrits P g W .  

De nombreuses avenues pourraient permettre d'approfondir cette étude. D'un cote, en 

caractérisant les médiateurs biochimiques internes impliqués lors de l'application des 

stress comme les jasmonates ou d'autres hormones potentiellement impliquées dans la 

médiation de ces stress tels les acides abscissique, hdok aeétique ou salicyiique tandis 

que, d'un autre côté, on pourrait caractériser davantage l'implication de ces gènes dans une 

plus grade diversité de stress. En ce qui concerne PgDhnl a PgRNP, une étude 

fondamentale pourrait aussi être réalisée afin de comprendre leurs mécanismes d'action et 

leurs fonctions. Enfin, dans le cas de la PgRNP, la caractérisation des ARNs avec lesquels 

elie interagit et les circonstances de ces interactions seraient importantes B définir pour 

comprendre son rôle et son implication potentieile dans la gestion des stress. 

Dans k poursuite des travaw, on devra caractétiser et rep&her les promoteurs & ces 

gènes qui se sont avMs inductibles par les stress. Ces promoteurs pourront ensuite êüe 

utilisés daw les constnictions de transformation pour les conifères. L'utilisation de 

promoteurs et de gènes homologues en transfomation pennettta de diminuer les risques 

de mcthylation de ces @ries a long terme, ah que les gies introduits puissent daaaim 



actifs tout au long & la vie des conifêres. Le développement de mu veau^^ promoteurs 

reposera également sur le repêchage de ~~~uveaux  gènes indu& par diffaents stnss. La 

technique PCR combinée à l'utilisation d'amorces dégénérées est bien mais 

s'avère inefficace pour découvrir des gènes hconaus induaiiles par blessure ou par 

d'autres stress. L'utilisation du c n i e  différentiel, qui consiste à hybrider une sonde 

d'ADNcs témoins sur une banque d'ADNcs traitée, est une technique très laborieuse et 

très difficile puisqu'elle consiste à repérer les clones qui seront négaus parmi une 

multitude de clones positifs. Par contre, le développement de la technique dite du 

((differentia! display pourra permeme d'isoler rapidement des gènes induits par les 

divers stress. Ces gènes pourront être déjà COMUS chez d'autres espèces, mais il se peut 

que les résulats nous amènent aussi vers de nouveaux potentiels de r6gdation et de 

mécanismes de défense. 

En considérant les avantages que les biotechnologies a le génie génétique peuvent 

apporta aux besoins toujours grandissants de h population, nous devrons sûrement leur 

ménager une place plus importante dans l'avenir forestier. Pour cibler un peu plus 

l'importance de leur utilisation, je cite ici un exemple agricole américain où, pour obtenir 

les mêmes quantités des 17 principaux produits obtenus en 1990 et en se reportant am 

conditions, techniques a rendement de 1940, il aurait f d u  une superficie supplémentaire 

de 188 miilions d'hectares cultivables, ce qui se traduirait par la transformation de Wh 

des forêts et des régions bides américaines en tems agricoles (Lalancette et Librowia 

1998). L'impact direct sur k proportion de terrain disponible pour la forêt est donc bien 

visible. L'explosion démographique a industrielle empiétant toujours plus sur la 

superficie de terre vouée à I'agriaihure, elle se traduit gdwemen~ par une diminution 

des tems destinées à la production forestière, du moins en forêt privée. Connaissant 

l'importance de la forêt tant au niveau écologique que réCrCstif au comrne ressource 

naturelle, on peut â'om et âéjà mesurer l'importance, tout comme en agiilturc, 

d'utiiiset a de développer des espéces de p l u  en plus paformantts, pepermeniat ck plus 



forts rendements a résistant a divers stress afin de répondre a la deminde croissante de 

cette matière première. Bien évidemment, ces percées technologiques ne reposeront pas 

uniquement sur l'utilisation de piants transgéniques, mais égaiement sur une gériétique 

classique et sur le développement de marqueurs qualitatifs (QTLo) visant à reconnaitre et 

à exploiter le potentiel existant ddja à l'état naturel. Ces progrès poumont permettre 

d'améliorer le rendement a I'hect are et de réduire l'utilisation de fertilisants, d'insecticides 

et de fongicides. ils auront par cons&quent un impact positif net à court et h long terme 

sur la qualité et la conservation des sols, des nappes phréatiques et de l'enviromement. 

L'utilisation de l'ingénierie génétique forestière au  veau entomologique comme outil aura 

certes bien des bénéfices. Reboiser activement avec, par exemple, des lignées ayant 

intégré le gine codant pour la toxine de Bacilitcs !huringiemis (Et.) pourrait aida à 

contrôler la population de la tordeuse des bourgeons de l'épinette. Cene technologie est 

d'ailleurs déjà utilisée avec succès en agriculture, notamment pour la résistance à la pyrale 

chez le mals. De plus en plus d'ententes contractuelles se signent présentement entre les 

fournisseurs (Monsanto, Pioneer) et les cultivateurs achetant les semences «hybrides~ BJ. 

(selon le terne employé par les compagnies!), pour que ceux-ci sèment également des 

parcelles de terrain avec du mais non-transformé. Ce temtoire, équivalant a un minimum 

de 5% de la superficie totale semée en maïs, ne sera traité avec aucun inseaicide afin de 

permettre à la pyrale de survivre, tout ai abaissant la pression de sélection sur la 

population d'insectes ciblée par le B.t. Les cultivateurs peuvent @aiement choisir 

d'ensemencer 2W de leur superficie totale de maïs avec du maïs non-transforme sur 

lequel ils pourront utiliser, si cela s'avérait neassain, des insecticides autres que oa A 

base de i3.r (Butzen 1998). Iî sera donc important d'utiliser une telle stratégie au niveau 

forestier. De toute fiqon, que l'on considère k problème de k tordeuse des bourgeons dc 

l'épinette ou cdui & tout autre insecte ou pathogène nuisible, il ne s'agit pas de viser k 

dispontion cornpléte des populations, mais plutôt & tendre vem un contde de ceII& 



qui éviterait qu'elles ne prennent des proportions épidémiques causant beaucoup de 

ravage. 

Puisque les résuhats obtenus dans cette thèse semblent démontrer une cataine homologie 

entre k système de défense de l'épinette blanche et celui des angiospefmes en genCral, on 

pourrait, au niveau stratégique, tirer plus d'analogies dans les schémas d'amélioration 

génétique. Les conifZres ne semblent pas être totalement différents des plantes à mute 

génération et, à tout le moins, les considérations de prudence a employer avec les espèces 

agricoles devraient être également prises en considération. En considérant la longue 

période pendant laquelle les plants transformés seront au champ et les risques vécus au 

niveau agricole avec la résistance d'insectes, il sera primordial de bien cemer la stratégie la 

plus sage et la mieux adaptée, d o n  les connai*ssances que nous possédons aujourd'hui, 

pour développer une stratégie adéquate pouvant servir pendant plusieurs années. 

Évidemment, les avantages devront être considérables si l'on souhaite que les compagnies 

forestière consentent a reboiser avec des individus modifiés génétiquement, &mt domé 

qu'üs seront plus coûteux lors de l'investissement initiai, tant au niveau du mataiel 

forestier que des coûts de reboisement. 

À l'échelle plmétaire, des choix a des décisions sont a devront êbe pris quant a 

l'utilisation de produits issus de l'utilisation des biotechnologies. Ii serait grand temps 

d'ailleurs que les solutions adoptées ne reposent pas uniquement entre les maina d'une 

certaine élite scientifique, mais qu'eues fassent plutôt l'obja d'une concertation réelle de 

gens tenant compte de l'opinion des utilisateurs. D'ailieun, on le voit bien depuis 

quelques armées, la crainte des produits dit «transfomiés» a un mouvement 

perceptible poussant certains consommateurs vers l'achat de produits dits «biologiquem. 

Or, on ne peut retourner en h è r e  : le besoin de la population de produire toujours plus 

et de ia fiçon h plus efficace qui soit pour fournir le strict nCassUrr .a populations est 

bien réel. Cependant, même avec les techniques les plus sophistiquées, un grad 



apprentissage devra être fait pour que toutes les nations, à tous les niveaux, puissent 

bénéficia de ces percées technologiques, le progrès ne comespndmt pas 

automatiquement à un partage équitable des richesses a des ressources. L'explosion 

démographique étant également concentrée dans les régions les plus pauvres et en voie de 

développement, on assiste encore bien malheureusement à un enrichissement des plus 

nantis au détriment des plus pauwes. 

Les connaissances acquises durant cette thèse et surtout celles qui pourront en découler 

permettront, du moins je l'espère, de dbelopper de nouveaux outils tels que de nouveaux 

marqueurs potentiels de résistance au froid et a la sécheresse, ainsi que des outils de 

biologie moléculaire plus adaptés aa coniferes, tels que des promoteurs inductifs par 

blessure ou autres stress. En terminant, je peux due que les objectif3 de cette thèse ont été 

atteints. Nous avons réussi à isoler de nouveaux gènes chez Piwa glmca a à étudier leur 

expression sous diverses conditions de stress, ainsi que le potentiel des jasmonates à les 

induire. 

A regarkr trop attentivemenf un seul arbre, on en oublie la fw8t. 

(Anonyme) 
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