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Résumé

La reproduction est un événement crucial pour la vie des plantes. Ce processus nécessite
la formation du pollen et des ovules. Les cellules germinales vont subir la méiose puis une
succession de mitoses, deux pour le pollen et trois pour I’ovule, ce qui va leur permettre
d’acquérir leurs structures finales. Une fois formés, ces deux gameétes doivent se rencontrer.
Pour cela, le grain de pollen va germer sur le stigmate puis former le tube pollinique. Le tube
pollinique en croissance va traverser les différents tissus femelles et ainsi tracter les deux
cellules spermatiques jusqu’a I’ovule, permettant la reproduction.

Un important réseau de signalisation cellulaire est nécessaire pour permettre ces
événements. Les cascades des Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs) sont I'un des
réseaux de signalisation les plus étudiés chez les plantes. Ces kinases sont impliquées dans de
trés nombreux processus développementaux tels que la formation de I’embryon ou des
stomates. Pour autant, leurs roles restent encore peu caractérisés pendant de la fécondation. Ce
projet a pour objectif de mieux comprendre le role que jouent les MAPK lors de la formation
des gamétes males et femelles ainsi que lors de la croissance des tubes polliniques. Plusieurs
membres de la superfamille des MAPKs ont été caractérisés pour leurs rdles dans la
reproduction sexuée des végétaux. De précédents travaux dans le laboratoire de Daniel P.
Matton, ont démontré I’implication de deux MAPK Kinases Kinases (MAP3K), la Solanum
chacoense Fertilization-Related Kinase 1 (ScFRKI) et ScFRK2. Ces deux kinases sont
nécessaires pour le développement de I’ovule et du pollen chez S. chacoense, une espece de
pomme de terre sauvage diploide.

Dans un premier temps, nous avons ¢tudié la fonction d’une nouvelle ScFRK, la
ScFRK3. Ce troisiétme membre de la classe des FRKs chez S. chacoense, est, elle aussi,
impliquée dans le développement des gamétophytes males et femelles. Du patron d’expression
jusqu’a I’établissement d’une voie de signalisation potentielle, en passant par la caractérisation
phénotypique des mutants, plusieurs expériences ont été réalisées dans le but de comprendre le
role de SCFRK3 lors de la formation des gamétes chez Solanum chacoense. Nous montrons que
la ScFRK3 est impliquée dans la formation du pollen ainsi que celui des ovules.

Nous avons ensuite poursuivi nos recherches en affinant le phénotypage du mutant de
surexpression ScFRK2. En effet, les précédentes études ont permis de montré que la
surexpression de ScFRK2 conduit le primordium ovulaire a la formation de structures
carp¢loides. Pour autant, les ensembles des primordius ovulaires ne sont pas devenu des

strutures capéloide. Nous montrons ici que seulement 10 % des ovules dans 1'ovaire sont devenu
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des carpéloide. Notre étude montre qu’en plus des structures carpéloides, un grand nombre
d'ovule n'ont pas de sac embryonnaire a I'anthése ce qui explique le faible nombre de graines
par fruit. L analyse du développement des sacs embryonnaires monte que la surexpression de
ScFRK?2 entraine I’arrét au stade mégaspore fonctionnelle. Ce phénotype est similaire a ce qui
a pu étre observé dans les lignées ARN interférant pour la ScFRK1 et la ScFRK3.

De précédentes ¢tudes faites chez Arabidopsis thaliana semblent montrer que les
membres de la superfamille des MAPK ne sont pas essentiels pour la croissance du tube
pollinique. Pour comprendre le réle que jouent les MAPK dans I’élongation du tube pollinique,
nous avons utilisé un inhibiteur des MAP Kinase Kinase (MKK), appelé¢ U0126. La présence
de cette drogue dans le milieu de croissance des grains de pollen provoque une diminution de
la germination et de 1’¢longation du tube pollinique. L’utilisation de la méthode semi-in vivo
montre une perte de la polarisation de la croissance des tubes polliniques causée par 1’inhibition
des MKK. La présence de I’inhibiteur conduit a la diminution de la quantité de filaments
d’actine ainsi qu’a leur désorganisation a ’apex du tube. L’exocytose est aussi affectée par
I’inhibition des MKK. Les cascades MAPK sont nécessaires a la croissance polarisée du tube
pollinique chez Arabidopsis thaliana.

Pour finir, nous avons voulu identifier certains membres de la superfamille des MAPK
impliqués dans la croissance du tube pollinique. Nous nous sommes intéressés en premier lieu
aux orthologues de la famille ScCFRK chez Arabidopsis thaliana. Les AAMAP3K19-20-21 sont
les orthologues les plus proches de ScFRK3. Ces AtMAP3K sont exprimées lors du
développement des grains de pollen et lors de I’¢élongation de tube pollinique. L’analyse du
pollen des différentes lignées mutantes montre qu’en leur absence, le pollen ne présente aucun
probléme de développement contrairement a ScFRK3. Par contre, les doubles mutants et le
triple mutant pour les AtMAP3K19-20-21 montrent une diminution de la capacité de
germination. L’¢longation du tube pollinique est affectée lors de la mutation d’au moins une
des AtMAP3K. Ces deux études démontrent que les MAPK sont essentielles dans la formation

et I’¢longation du tube pollinique.

Mots-Clefs : Cascade de signalisation, Mitogen-Activated Protein Kinases, Fertilization-
Related Kinase (FRK), Développement, Pollen, Sac embryonnaire, Tube pollinique, Solanum

chacoense et Arabidopsis thaliana.



Abstract

Reproduction is a crucial event for plant life. This process requires the formation of
pollen and ovules. The germ cells will undergo meiosis and then a succession of mitosis, two
for the pollen and three for the ovule, which will allow them to acquire their final structures.
Once formed, these two gametes must meet each other. For this, the pollen grain will germinate
on the stigmas to form the pollen tube. The growth of the pollen tube will pass through the
different female tissues and thus pull the two sperm cells to the ovum for reproduction.

An important cellular signaling network is necessary to allow these events to occur. The
Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPKSs) cascades are one of the most studied signaling
networks in plants. These kinases are involved in a wide range of developmental processes such
as embryo formation and stomata. However, their roles remain poorly characterized during
fertilization. The aim of this project is to better understand the role played by MAPKs during
the formation of male and female gametes as well as during the growth of pollen tubes. Several
members of the MAPK superfamily have been characterized for their role in the sexual
reproduction of plants. Previous work in Daniel P. Matton's laboratory has demonstrated the
involvement of two MAPK Kinases (MAP3K), Solanum chacoense Fertilization-Related
Kinase 1 (ScFRK1) and ScFRK2. These two kinases are necessary for egg and pollen
development in S. chacoense, a diploid wild potato species.

In a first step, we studied the functionality of a new ScFRK, ScCFRK3. This third member
of the class of FRKs in S. chacoense, is also involved in the development of male and female
gametophytes. From the expression pattern to the establishment of a potential signaling
pathway, through the phenotypic characterization of mutants, several experiments have been
performed in order to understand the role of SCFRK3 in the formation of gametes in S.
chacoense. We show that SCFRK3 is involved in the formation of pollen as well as that of the
embryonic sac.

We then continued our research by refining the phenotyping of the overexpression
mutant SCFRK2. Indeed, previous studies have shown that SCFRK2 overexpression leads the
ovular primordium to the formation of carpeloid structures. However, the sets of ovular
primordia have not become capeloid structures. We show here that only 10% of the eggs in the
ovary have become carpeloid. Our study shows that in addition to the carpeloid structures, a
large number of ova do not have an embryonic sac in the anthesis, which explains the low

number of seeds per fruit. The analysis of the development of the embryonic sacs shows that



overexpression of SCFRK2 leads to the cessation of the functional megaspore stage. This
phenotype is similar to what has been observed in interfering RNA lines reducing expression
of ScFRK1 and ScFRK3.

Previous studies in Arabidopsis thaliana suggest that members of the MAPK
superfamily are not essential for pollen tube growth. To understand the role that MAPKSs play
in pollen tube elongation, we used a MAP Kinase Kinase (MKK) inhibitor called U0126. The
presence of this drug in the growth medium of pollen grains causes a decrease in germination
and elongation of the pollen tube. The use of the semi in vivo method shows a loss of
polarization of the pollen tube growth caused by the inhibition of MKK. The presence of the
inhibitor leads to a decrease in the number of actin filaments and their disorganization at the
apex of the tube. Exocytosis is also affected by MKK inhibition. We show in this chapter that
MAPK cascades are necessary for polarized pollen tube growth in Arabidopsis thaliana.

Finally, we wanted to identify some members of the MAPK superfamily involved in
pollen tube growth. We were first interested in the SCFRK family orthologs in Arabidopsis
thaliana. AtIMAP3K19-20-21 are the closest orthologs to ScFRK3. These AtMAP3K are
expressed during the development of pollen grains and during the elongation of the pollen tube.
Pollen analysis of the different mutant lines shows that in their absence the pollen does not
present any development problems unlike SCFRK3. On the other hand, double mutants and
triple mutant for AtMAP3K19-20-21 show a decrease in germination capacity. Pollen tube
elongation is affected when at least one of the AtMAP3Ks is mutated. These two studies
demonstrate that MAPKSs are essential for the formation and elongation of the pollen tube and

that AtMAP3K19-20-21 participate in these biological processes.

Keywords : Signaling cascade, Reproduction, Mitogen-Activated Protein Kinases [1],
Fertilization-Related Kinase (FRK), Development, Pollen, Embryo Sac, Pollen tube, Solanum

chacoense and Arabidopsis thaliana.



Enivrez-vous

Il faut étre toujours ivre. Tout est 1a : c'est I'unique question.
Pour ne pas sentir I'horrible fardeau du Temps qui brise vos
épaules et vous penche vers la terre, il faut vous enivrer sans tréve.

Mais de quoi ? De vin, de poésie ou de vertu, a votre guise.
Mais enivrez-vous.

Et si quelquefois, sur les marches d'un palais, sur I'herbe verte
d'un fossé, dans la solitude morne de votre chambre, vous vous
réveillez, l'ivresse déja diminuée ou disparue, demandez au vent,
a la vague, a 1'étoile, a 1'oiseau, a l'horloge, a tout ce qui fuit, a
tout ce qui gémit, a tout ce qui roule, a tout ce qui chante, a tout
ce qui parle, demandez quelle heure il est ; et le vent, la vague,
I'étoile, l'oiseau, I'horloge, vous répondront : « Il est I'heure de
s'enivrer | Pour n'étre pas les esclaves martyrisés du Temps,
enivrez-vous sans cesse ! De vin, de poésie ou de vertu, a votre
guise. »

Charles Baudelaire — Le Spleen de Paris, XXXIII
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1 Introduction

1.1 Laformation du pollen.

1.1.1 Description morphologique

Les grains de pollen tiennent leur origine de 1’hypodermiale archésporiale qui est
localisé aux quatre coins des anthéres immatures [3]. Les cellules de 1’archesporiale subissent
une division périclinale et donnent le primordium pariétale et une couche de primordium
sporogene. Le primordium pariétal donne la couche du milieu et le tapetum. Ces deux tissus
cellulaires sont indispensables pour la formation du pollen mature. Le tapetum joue le role de
cellule nourriciere et se désagrége a la fin de la formation du pollen pour permettre la libération
de ce dernier. Le primordium sporogene, quant a lui, se développe en microsporocytes, aussi
souvent appelées « les cellules meres du pollen ». Ces cellules subissent la méiose et forment
ainsi quatre microspores haploides appelés tétrades. Chacune d’elles forme une paroi de callose
trés épaisse, ce qui conduira a leur séparation (Figure 1). Les microspores haploides se
développent en microsporocytes et subissent une mitose asymétrique (PMI), car la division
nucléaire est adjacente a la paroi cellulaire et ’orientation du fuseau mitotique est positionné
de telle facon qu’une cellule est plus petite que 1’autre. Cette division cellulaire permet de
former un grain de pollen bicellulaire avec la cellule végétative, la plus grosse cellule, et la
cellule générative, la plus petite cellule (Figure 1) [4]. Les deux cellules ont une destinée
différente. La cellule végétative est a I’origine de la formation du futur tube pollinique [5]. La
cellule générative subit une mitose appelée PMII, formant les deux cellules spermatiques
(Figure 1) [6, 7]. Chez A. thaliana, le pollen subit une étape de déshydratation dans les anthéres,
ce qui conclura la formation du grain de pollen. La fin de la formation du pollen est corrélée a
la dessiccation de ’anthére permettant sa libération. Chez A4. thaliana, la pollinisation du
stigmate se produira alors que la fleur n’est pas encore ouverte, favorisant ainsi son
autofécondation. Par contre, Solanum chacoense est une plante qui est auto-incompatible, c’est-
a-dire que le pollen va devoir €tre transporté jusqu’a une autre plante pour qu’il puisse féconder

les fleurs.
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Figure 1: Développement du gamétophyte male.

Représentation schématique des différents stades morphologiques du développement du
gamétophyte male. Au cours de la microsporogéneése, les microspores subissent une division
méiotique pour produire une tétrade de microspores haploides, libérées par la suite. Durant
la microgamétogéneése, la microspore libérée subit une mitose pollinique | (PMI) pour produire
un pollen bicellulaire avec une petite cellule générative (germ cell) incluse dans une grande
cellule végétative (vegetative cell). Par la suite la cellule générative subit la mitose pollinique
II (PMII) pour former deux gametes males (sperm cells) identiques. Extrait de Borg et al. 2009

[8].

1.1.2 Signalisation cellulaire

Le développement du pollen est un modele pour étudier les génes impliqués lors de la
méiose et les mitoses dans le réegne végétal. La méiose est importante dans le cycle de la vie
sexuelle des plantes. Elle permet la réduction du niveau de ploidie des gamétophytes males et
femelles nécessaires a la fécondation. Apres la méiose, chaque microsporocyte formera quatre
microspores haploides [9, 10]. A ce jour, le mécanisme qui gouverne I’entrée d’une cellule en
méiose reste peu caractérisé dans le régne végétal. Chez le riz, la mutation du géne MIL 1, codant
pour une CC-type-glutarédoxine, conduit a 1’arrét total de la différenciation méiotique male
[11]. La perte de fonction d'autres génes, chez des especes telles que A4. thaliana ou le mais,
conduit régulierement au blocage des gamétophytes au niveau de la prophase 1 [12, 13].

Autant pour la mitose que pour la méiose, le cycle cellulaire est controlé par deux
familles de protéines : les cyclines et les Cyclin-Dependent-Kinase (CDK). Dans le régne
végétal, la méiose suit ce modele général. Les cyclines vont cibler et activer spécifiquement les
CDK. Ces complexes sont nécessaires pour 1’entrée et la progression dans le cycle cellulaire
[14, 15]. Par exemple, le pic de concentration de la CDKA;1 active permet la progression en
métaphase I et en métaphase II (Figure 2). La mutation de CDKA conduit a un retard de la
phase S, la cellule germinale va se diviser plus tardivement et pour un grand nombre d'espaces,
la PMII s’effectuera dans le tube pollinique [16-18]. Par contre, les cyclines conduisant a la
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progression lors de la méiose ne sont pas encore caractérisées. On dénombre, dans le génome
d’A. thaliana, 21 cyclines A et B, dont les fonctions et les caractéristiques cytologiques restent
a ce jour méconnues [19]. La méiose est une étape clef de la vie des plantes, car elle permet la
formation des tétardes de microspores haploides. Peu de génes spécifiques a la méiose des aux
gamétophytes males et femelles ont été caractérisés [20].

La premiére division mitotique (PMI) est asymétrique, c'est-a-dire que les cellules filles
sont différentes par leur taille et leur destinée cellulaire. Ainsi les microspores se divisent en
une grosse cellule fille appelée cellule végétative qui donnera le grain de pollen et une petite
cellule fille appelée cellule germinale qui donnera les deux cellules spermatiques (Figure 1). Ce
type de division permet au pollen de former deux lignes cellulaires distinctes [9]. Lorsque les
microspores de tabac sont cultivées en présence de colchicine, les cellules se divisent
symétriquement ou ne se divisent pas. Dans les deux cas, les cellules prennent 1’identité de
cellule végétative [21, 22]. Cette expérience montre I’importance de la division asymétrique
pour la prise d'identité des cellules germinales. Chez A. thaliana, des marqueurs de la cellule
végétative doivent étre présents pour que les cellules puissent prendre cette identité. L’absence
de division asymétrique n'est pas suffisante pour qu'elle devienne une cellule végétative. Cela
inclut les génes impliqués dans la polarité des microspores et la cytokinése du pollen comme
GEMINI POLLEN 1 (GEMI) [23] et la combinaison des régulateurs du cycle cellulaire
CDKA;1, FBL17, E2F [12, 24] ou les facteurs de transcription tels que MYB81, DEFECTIVE
REGION OF POLLEN 1 (DROP1) et DROP2 (Figure 2) [25-27].

La division asymétrique des microspores nécessite (1) la polarisation cellulaire,
impliquant la migration nucléaire vers le pole de la cellule germinale, (2) la division nucléaire
orientée selon un axe prédéfini et [28] la cytokinésie guidée dans I’espace pour isoler les deux
lignées distinctes de cellules filles [9]. Ces étapes ont besoin de réguler précisément les
microtubules. L approche génétique a permis de mettre en ¢vidence un grand nombre de genes
impliqués dans le fuseau mitotique. Les génes GEM1 et GEM?2 codent pour des protéines de la
famille des Microtubule-Associated Protein [1]. La mutation de GEMI ou GEM?2 entraine une
perte de la division asymétrique conduisant a la formation de pollen bi-cellulaire puis a la mort
de la cellule germinale (Figure 2) [23, 29, 30]. Les études faites, chez A. thaliana et le tabac,
ont démontré un phénotype analogue provenant d’un probléme de migration du noyau lors de
PMI. Plus récemment, ’analyse cytologique d’un mutant nommé GEM3, di a la similarité de
phénotype avec les deux précédents genes, perturbe aussi la PMI [31]. Cette mutation touche

le géne AUGMIN subunit 6 (AUG6) qui code pour une sous-unité du complexe augmin ayant
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pour fonction de relier les microtubules au centrosome de la cellule. Cette étude démontre une
fois de plus I'importance de 1’organisation des microtubules lors de la division asymétrique
PMI [31].

Chez le tabac, la mutation du gene TWO-IN-ONE (TIO) est totalement différente des
précédentes mutations. La perte de fonction du géne 770 ne modifie pas la migration et
I’orientation des noyaux lors de la division asymétrique. Par contre, en raison d’une plaque
cellulaire incompléte pendant la cytokinésie, cette mutation produit des grains de pollens
binucléés (Figure 2) [32]. Ce géne 770 code pour une protéine kinase Ser/Thr FUSED. Cette
protéine est localisée a la ligne médiane du phragmoplaste naissant et elle va interagir avec
deux kinésines ayant une redondance fonctionnelle, PAKRP1/Kinesin-12A et
PAKRP1L/Kinesin-12B [33, 34]. Ces kinésines sont aussi localisées au niveau de la ligne
médiane du phragmoplaste et vont participer a I’organisation des microtubules. Des tests
d’interaction avec la méthode de doubles hybrides ont montré que TIO interagit également avec
TETRASPORE (TES), une autre kinésine jouant un role dans la cytocinése végétale [34]. TES
et HINKEL (HIK) sont deux protéines de type kinésine redondantes, importantes pour
I’expansion du phragmoplaste lors de la PMI. La cytocinese de la PMI restera incompléte si ces
deux génes sont mutés, soit le méme phénotype observé chez le mutant tio [35]. TES et HIK
sont les orthologues de AtNACK1 et AtNACKZ2, des kinésines bien connues dans la voie de la
cytokinese chez A. thaliana [36]. Les différentes études montrent que la protéine TIO active la
cascade NACK-PQR qui est une cascade de signalisation MAPK (voire la partie 1.5.1). Une
fois la kinésine NtNACKI1 activée par TIO, celle-ci va phosphoryler la MAP3K NtNPKI1
(AtANPI1, 2, 3). La NtNPK1 activée va phosphoryler la MKK NtNQK (AtMKKS®6), et enfin,
cette MKK activera le MPK NtNRKI/NTF6 (AtMPK4). La NtNTF6 activée favorisera
I’expansion du phragmoplaste en phosphorylant la Microtubule Associated Protein 65
(MAP65) et d’autres protéines associées aux microtubules [36-38]. L’ensemble de cette
cascade MAPK est directement impliquée dans la fertilité du pollen.

La premicere division mitotique permet la formation de la cellule végétative et la cellule
germinale. Seule la cellule germinale va subir une deuxiéme division, cela indique que des
facteurs sont exprimés spécifiquement dans la cellule germinale pour induire une deuxi¢me
division. La PMII est bien différente de la PMI, car elle se fait symétriquement [9]. Pour
expliquer la spécificité de la PMII dans la cellule germinale, la protéine kinase CDKA;1 joue
la aussi un role important. Le géne F-box-Like 17 (FBL17) qui est seulement exprimé dans la
cellule germinale a pour fonction d'inhiber la Kip-Related protein 6 (KRP6) et la KRP7 qui sont
deux inhibiteurs des CDK [39, 40]. Cela permet 1’accumulation de CDKA;l et donc la
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progression en PMII de la cellule germinal. Ainsi la mutation de FBL17 entraine I’inhibition

de la CDKA;1 empéchant la deuxiéme divison (Figure 2) [40].

Cellules spermatiques

Figure 2: Schéma illustrant les lignées cellulaires et la progression du cycle cellulaire dans le
développement des gamétophytes males dans le contexte des mutations gamétophytiques
qui affectent la division asymétrique, la progression du cycle cellulaire et la structuration.
D'aprées Twell et al., 2011 [9].

La prot¢ine DUO POLLEN 1 (DUOI1) est un facteur de transcription MYB contrdlant
le développement des gamétophytes males [41]. Ce gene a été conservé durant 1’évolution, car
il est nécessaire pour la spécialisation des lignées spermatiques chez les ancétres communs du
régne végétal. Chez A4. thaliana, la mutation DUQOI conduit a une baisse d'expression de la
CYCLYNBI;1 aboutissant a 1'échec de la PMII pendant la phase G2/M (Figure 2) [42]. Le
facteur de transcription DUOI1 et deux autres facteurs de transcription ACTIVATED ZINC
FINGERI1 (DAZ1) et DAZ2 régulent I’expression des variantes histones H3.10 spécifiques aux
cellules spermatiques et des facteurs fusogéniques CELL-SPECIFIC 1/HAPLESS 2
(GCS1/HAP2) [25, 43]. Le facteur de transcription DUO3 controle 1’expression de certains
genes qui sont aussi régulés par DUOI1. La protéine DUO3 est nécessaire pour la phase G2/M

du cycle cellulaire de la PMII [44].

La description des génes qui régulent la formation du grain de pollen mature montre la
complexité de la signalisation pour obtenir un pollen avec trois cellules spécialisées. Il reste un
grand nombre de geénes a découvrir pour comprendre I’ensemble des mécanismes sous-jacents,
mais sa simplicité et sa facilit¢ d’acces rendent les recherches plus aisées que celles du sac

embryonnaire.
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1.2 Développement de lI'ovule

Le développement de I’ovule comme pour le pollen, est complexe et nécessite deux
étapes : la premicre, la méiose, est appelée mégasporogénese et la seconde étape qui est une

succession de trois mitoses est appelée la mégagametogénese.

1.2.1 Description morphologique

Le développement du sac embryonnaire est initié lorsque dans le gynécée sporophyte,
une seule cellule sous-épidermique se différencie en cellule mere mégaspore (MMC). Lors de
la différenciation, la MMC s’élargit, s’allonge et sa taille nucléaire double. La MMC entre en
méiose et forme ainsi quatre mégaspores haploides (Figure 3) [45]. La fin de la méiose est
marquée par I'accumulation de callose au niveau des parois cellulaires. Trois des mégaspores
dégéneérent, généralement celles les plus proches du micropyle, laissant une mégaspore
fonctionnelle (FM) qui donnera naissance au sac embryonnaire (stade FG1) [46-48].

Par la suite, I’ovule entre dans la phase de mégagametogénese. La FM va subir trois
mitoses successives sans cellularisation afin d’obtenir un syncytium contenant huit noyaux
(Figure 3 et Figure 7, panneau de droite). La premicre division mitotique se fait dans 1’axe
micropylaire-chalazal afin de positionner les deux noyaux aux deux extrémités du sac
embryonnaire. Ces deux noyaux vont étre physiquement séparés par une grosse vacuole. Ces
noyaux vont subir deux mitoses successives pour former quatre noyaux a chaque pdle (stade
FG2) [45]. La position des noyaux lors des divisions est cruciale pour la cellularisation qui
cloisonne le gamétophyte femelle en sept cellules. De plus, leurs positions selon 1’axe
micropylaire-chalazal déterminent leurs futures identités cellulaires. Une fois que les huit
noyaux sont formés au stade FGS5, les noyaux les plus centraux de chaque pole vont migrer au
centre du sac embryonnaire puis fusionner pour donner la cellule centrale diploide. Les trois
cellules restantes au pdle chalazal se cellularisent et forment les cellules antipodales qui vont
généralement dégénérer. Deux des trois noyaux du pole micropylaire se cellularisent et forment
les synergides (Figure 3 et Figure 7, panneau de droite). Ces deux cellules sont essentielles pour
la fécondation, car elle sécréte un grand nombre de protéines pour guider le tube pollinique a
travers le tissu femelle. Le noyau le plus central du c6té micropylaire se cellularise pour former

la cellule ceuf qui une fois fécondée donnera le zygote [46-49].
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Figure 3: Le développement des ovules et des sacs embryonnaires chez Arabidopsis thaliana
et Solanum chacoense.

A. L'initiation du tégument se produit en méme temps que la mégasporogenese. B. Une cellule
mere mégaspore (MMC) subit deux méioses successives pour former une tétrade, dont trois
cellules dégénerent. La megaspore va devenir la mégaspore fonctionnelle (FM). Cette cellule
va subir trois mitoses successives puis du repositionnement des noyaux, suivie de la
cellularisation puis de la différentiation des cellules. Le sac embryonnaire mature comporte
deux synergides (en bleu), une cellule ovulaire (en mauve) et une cellule centrale. FG1-7,
femelle gamétophyte stade 1-7. D'aprés Chevalier et al., 2013[45].

1.2.2 Signalisation cellulaire

La formation du sac embryonnaire nécessite un grand nombre de génes contrdlant la
division cellulaire, la migration des noyaux, la prise d’identité¢ cellulaire et surtout une
synchronisation entre ces différentes modifications cellulaire.

La différenciation d’une cellule en MMC est I’événement initial du développement de
I’ovule. Les marqueurs de cette différenciation restent a caractériser. Cependant, une
importante voie de signalisation a été¢ identifiée dont WUSCHEL [50]. Cette protéine est
requise pour le maintien des cellules souches des méristemes floraux [51, 52]. La diminution
de I'expression de ce géne empéche la différenciation d’une cellule du primordium ovulaire en
MMC [53]. A I’inverse, certains génes peuvent induire une multiplication des cellules MMC
dans un primordium ovulaire. Chez le riz, le géne MULTIPLE SPOROPHYTE (MSPI) est
exprimé dans le noyau des cellules autour de la MMC et code un récepteur kinase leucine-rich
repeat qui a pour ligand le géne TAPETUM DETERMINANT [54-56]. La suppression du geéne

MSPI duriz, ou la perte de fonction de son orthologue chez le mais, conduisent a la formation
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de primordium ovulaires avec un grand nombre de MMC et des problémes lors de la méiose
conduisant a la stérilité [54, 57].

Une fois que la MMC est formée, elle va rentrer en méiose. Beaucoup des genes
impliqués dans la méiose du pollen participent aussi a la méiose de la MMC (Figure 3). Par
exemple, la CDKA;1 est nécessaire pour la progression de la MMC en phase G1/S de la méiose
[58]. Comme pour le gamétophyte male, les génes KIP-RELATED PROTEIN 4 (KRP4), KRP6
et KRP7 ainsi que des inhibiteurs des CDK jouent un réle important pour la progression lors de
la méiose et la différenciation des cellules du sac embryonnaire [59]. Contrairement au pollen,
peu de genes spécifiques a I’ovule ont été découverts. Pour autant, les derniéres études mettent
en ¢évidence ’'importance de 1’¢tat de la chromatine dans la spécificité de la méiose du
gamétophyte femelle [60]. La méiose de la MMC permet la formation de quatre cellules
haploides, les mégaspores. Trois d’entre elles dégénerent par la voie de la mort cellulaire
programmeée, tandis qu’une survit et donne naissance a la FM [60]. Les protéines KRP sont
nécessaires pour la sélection de la FM. Chez A. thaliana, le septuple mutant KRP empéche la
dégénérescence des mégaspores [61].

La mégagametogénese est initiée lorsque la FM subit les trois cycles de divisons
nucléaire. Ce processus inclut une fine régulation des divisions mitotiques, le positionnement
des noyaux selon 1’axe polaire, mais aussi I’acquisition des différentes identités cellulaires pour
assurer la fertilit¢ du gamétophyte femelle [62]. Les régulateurs du cycle cellulaire tels que
CDKA;1 et les KRPs jouent la encore un réle important dans la transition de la phase G1/S [24,
63]. Lors de la formation du pollen, la protéine F-BOX-LIKE17 (FBL17) est impliquée dans la
PMII de la cellule germinale. Lors du développement du sac embryonnaire, la mutation de
FBL17 et CDKA;1 conduit a I'arrét du développement de 1’ovule a la phase FG1 ou FG2 puis
sa dégénération (Figure 3) [24, 58].

L’¢établissement de I’identité cellulaire dépend de 1’axe polaire. L’histidine kinase
CYTOKININ INDEPENDENT1 (CKI1) va permettre d’établir I’identité des synergides et de
la cellule ceuf. Cette protéine est localisée dans le réticulum endoplasmique périnucléaire des
noyaux au pdle chalazal au stade FG2 [64]. L’expression ectopique de CKII dans la cellule
centrale est suffisante pour lui donner I’identité de synergide ou de cellule ceuf [65]. D'autres
types de protéines sont nécessaires pour la différenciation de la cellule ceuf comme les facteurs
de transcription RWP-RK domain-containing (RKDs) [66, 67]. Dans le génome d'4. thaliana,
cinq génes codent pour la famille des RKD et ils sont tous exprimés lors du développement de
I’ovule. La combinaison a différentes mutation suggere leur implication dans la
mégagamétogese. La surexpression ectopique de AtRKDI et AtRKD?2 cause une prolifération
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des tissus. De plus, cette surexpression est suffisante pour conférer a une cellule le méme profil
d’expression que la cellule ceuf [50, 68]. Chez Marchantia polymorpha, ou n'est présente
qu’une seule copie du géne MpRKD, la mutation nulle de ce geéne affecte la différentiation de
I’ceuf et des cellules spermatiques [66].

La présentation des voies de signalisation connues a ce jour, a pour but de mettre en
évidence I’importance de I’expression des geénes, de la localisation des facteurs de transcription,
du cytosquelette, des facteurs du cycle cellulaire, des récepteurs, etc. Ceci démontre le role
crucial des cascades de signalisation dans la régulation et dans la coordination des différents

facteurs impliqués dans la formation des gametes males et femelles.

1.3 Pollinisation

1.3.1 Hydratation et germination

Chez les Brassicaceae, le stigmate est sec, c¢’est-a-dire que la présence d’un grain de
pollen sur le stigmate, conduit a la sécrétion localisée et spécifique de vésicules lui permettant
de se réhydrater [69]. Cette étape de reconnaissance entre le manteau d’exine du grain de pollen
et le stigmate fait partie d’une des barrieres sélectives du pollen [70, 71]. Une fois que le pollen
est reconnu par le stigmate, une signalisation intracellulaire dans les cellules de la surface du
stigmate permet la fusion et la sécrétion d’un grand nombre de vésicules contenant un grand
nombre d'éléments permettant la réhydratation des grains de pollen. Des pompes calciques sont
apportées par ces vésicules parce qu'un important efflux de calcium des papilles stigmatiques
vers le pollen est nécessaire pour I’hydratation de ce dernier [72]. Chez les espéces comme
Solanum chacoense, le stigmate est dit humide [45]. Contrairement, au stigmate sec, I’ensemble
des pollens présents sur le stigmate vont s’hydrater et germer. Pour ces especes, cette étape n'est
pas sélective. La sélection des gameétes males s'effectuera plus tardivement. Apres 1’hydratation,

le pollen germe et forme le TP (Figure 7) [45].

1.3.2 Croissance du tube pollinique

Le TP doit traverser le stigmate puis le style par le tissu de transmission pour tracter
les deux cellules spermatiques jusqu’a l'ovule (Figure 7). Ces différents tissus sont
indispensables pour la croissance et le guidage du TP (le guidage du TP sera décrit dans la
partie 1.4). Le transport des cellules spermatiques dans les papilles stigmatiques est effectué
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par la croissance polarisée du TP. Cette croissance est rapide. Par exemple, le TP de mais croit
de 1,66 um par heure alors que le TP d’A. thaliana a une vitesse maximale de 0,2 um par heure
[73, 74]. Cette élongation rapide du TP repose sur un grand nombre de mécanismes
cellulaires. L'influx ionique a I'apex du TP est le premier a avoir été démontré. Un grand
nombre de canaux calciques se localisent spécifiqguement dans la région apicale, conduisant a
la formation d’un gradient calcique (Figure 4 et Figure 5) [75]. L'augmentation intracellulaire
de la concentration calcique joue le role de second messager et régule le dynamisme et
I'organisation du cytosquelette [76]. Le cytosquelette contrdle le trafic vésiculaire et le
mouvement des organites ainsi que le transport des cellules spermatiques (Figure 4) [77, 78].
Les études successives ont permis de mettre en évidence trois processus cellulaires essentiels
pour le développement des TP. Le premier est le flux ionique et les protéines qui lui sont
dépendantes. Le deuxiéme est le cytosquelette et le troisieme est le trafic vésiculaire.

Région
Apical

Région
Subapicale

Région
Distal

Apex

0282628688 Filament d'actine © Petite vésicle

I___l Gradient calcique ‘ Grosse vésicle

Figure 4 : Schéma d'organisation du gradient calcium, des filaments d'actine (FA) et du trafic
vésiculaire pendant la croissance du tube pollinique.
Le calcium forme un gradient dans le tube pollinique avec une forte concentration dans la région

apicale. Les filaments d'actine (FA) se décomposent en trois régions. La région apicale (RA)
contient des FA trés courts, trés dynamiques et trés nombreux. Dans la région subapicale (RS),
les FA sont plus longs, mais sont moins nombreux et moins dynamiques ce qui permet la
formation de la frange d'actine (actin fringe). Dans la région distale (RD), les FA sont trés longs,
mais peu nombreux et peu dynamiques. Le trafic vésiculaire est dépendant des FA. Les longs
FA, dans la RD, vont permettre de tracter les grosses vésicules. La frange d'actine va retenir les
grosses vésicales et laisser passer les petites vésicules jusqu'a la RA. Les petites vésicules vont
fusionner avec la membrane plasmique dans 1'apex di a la forte concentration de calcium. Fait
part Mazin B.
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1.3.2.1 Flux ioniques

Brewbaker et Kwack (1963) ont mis en évidence I’importance de I’influx de calcium

(Ca*") intracellulaire pendant la germination et 1’élongation du TP [79]. La méthode Yellow
Cameleon apparue en 1990, permettant une localisation du Ca® cytosolique, a démonté un

gradient calcique avec une forte concentration de calcium a I’apex du TP [80-84]. Ce gradient
se met en place des le début de la germination, ce qui permet la polarisation du TP (Figure 5).
La constitution du gradient de Ca’" intracellulaire nécessite une localisation des canaux
calciques dans la région apicale (Figure 4 et Figure 5). Trois types de canaux sont exprimeés
dans le TP : les Cyclic Nucleotide-Gated Channels (CNGC), les Mechanosensitive ion chanels-
like (MSL) et les Glutamate-Receptor-Like (GRL) [85-87]. Les CNGC sont les mieux
caractérisés tant sur le plan fonctionnel que celui de leurs roles biologiques. Ces canaux sont
des hétérotétrameres et chaque unité est structurée par six domaines transmembranaires (S1-
S6) comprenant un pore (P-loop) entre le S5 et le S6. En C-terminal, il y a la présence d’un
domaine Cyclic Nucleotide-Binding (CNB) puis d’un domaine Calmodulin-binding. Ces deux
domaines dans la partie intracellulaire vont permettre la régulation du canal [88, 89]. Les
canaux CNGC7, CNGC8 et CNGC18 sont impliqués dans le gradient de Ca®* dans le TP. Leurs
localisations cellulaires montrent une haute spécificité pour la région apicale [90]. D’autres
types de canaux calciques, tels que le AtMSL8 ou encore AtGLRI1.2 et AtGLR3.7, sont
cruciaux pour la mise en place et le maintien de la forte concentration de calcium dans la région
apicale (Figure 4 et Figure 5) [91-93].

Le fort influx calcique localisé dans la région apicale va permettre 1’activation des
protéines dépendantes du calcium (CBP) spécifiquement dans cette région. Les données
transcriptomiques du TP d’A. thaliana montrent que quatre familles codant pour des CBPs sont
fortement exprimées. On compte 3 isoformes de calmodulines (CaM), 18 protéines CaM-like
(CML), 17 protéines kinase dépendantes au calcium (CPK) et 4 protéines calcineurin B-like
(CBL) [86]. Les CBP montrent une forte activité (Figure 5), 1a ou la concentration calcique est
la plus ¢levée. La diminution de 1’expression des CBP, comme la ZmCPK32 chez le mais ou
encore la AtCBL2 et la AtCBL3 chez A. thaliana, conduisent a la diminution de la vitesse de
croissance et une perte de la polarisation du TP [94, 95]. Le mutant CML25 présente des
problémes de germination ainsi qu’une croissance plus lente. Il semble que la protéine CML25
soit un régulateur de I’influx de Ca>" et K* [78].

D’autres flux ioniques tels que K*, CI-, H" sont cruciaux pour la signalisation
intracellulaire et la pression de turgescence [96-98]. Pour autant, les études semblent montrer
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que l’influx et I’efflux de ces ions sont dépendants de ceux du calcium. L’ensemble de ces
données montrent I’importance du Ca*" pour la germination du pollen, la polarisation et la

croissance.

1.3.2.2 Cytosquelette

Depuis les années 1970, I’implication du cytosquelette dans la croissance du TP a
clairement été¢ démontrée. Les études sur le TP ont mis en évidence I’importance des filaments
d’actine (FA) pour la croissance et le guidage [99-102]. Quant aux microtubules (MT), ils ne
semblent pas essentiels [76].

Le TP est un systeme cellulaire trés important pour comprendre I’implication des FA
dans la polarisation des cellules en croissance. La premicre chose a noter est la formation de
trois zones distinctes qui présentent une organisation différente des FA le long du TP (Figure 4
et Figure 5) [103, 104]. Dans la région distale du TP, les FA sont arrangés de facon parall¢le et
uniforme a la paroi du TP. Cette organisation va permettre le transport des organites ou des
grosses vésicules de la base vers I’apex du TP [105]. Dans la région subapicale, les FA ne sont
pas parfaitement organisés. Ils forment un filet appelé frange d'actine, ce qui empéche les
organites et les grosses vésicules de passer [103, 106-108]. Enfin, dans la région apicale, les
FA sont beaucoup moins abondants, mais beaucoup plus dynamiques. Cette activité importante
dans I’apex du TP a été observée dans les tubes polliniques chez le tabac, le lys et 4. thaliana
(Figure 4 et Figure 5) [109-111].

Cette organisation des FA est dépendante du gradient de Ca®*. De nombreuses protéines
liant ’actine (actin-binding proteins, ABP) font le lien entre la concentration en Ca’" et
I’organisation des FA [112, 113]. Par exemple, plusieurs membres de la superfamille des
villine-gélosine-fragmine régulent le dynamisme et 1’organisation de 1’actine dans le TP [114].
Chez A. thaliana, le double mutant VLN2/VLN5 présente une diminution de la quantité de
filaments ainsi qu’une augmentation du temps de vie des FA dans le TP, ce qui suggere que les
villines VLN2 et VLNS aident a la dépolymérisation en présence d’une forte concentration de
Ca®" (Figure 5) [114, 115]. D'autres protéines telles que RIC1, un membre de la famille des
ROP-interactive CRIB motif containing, régulent la croissance du TP [116, 117]. RIC1 est
principalement localisée a la membrane plasmique dans la région apicale du TP (Figure 5). Le
mutant R/C/ entraine la diminution de la stabilité¢ des FA dans la région apicale, démontrant
ainsi l'implication de cette protéine dans le processus de régulation des FA. Il a aussi été

démonté que RICI fait le lien entre les extrémités des FA et la membrane plasmique[117].
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Figure 5: Distribution et régulation des éléments du cytosquelette et des canaux calciques
dans le TP.

Plusieurs protéines sont impliquées dans I'organisation des FA ou du gradient calcique, telles
que les VLN2, VLN5, RIC1 et MDP25. lIs sont impliqués dans la régulation de la construction et
de la dynamique des FA dans les différentes régions. De longs et épais faisceaux de MT
orientés axialement existent dans la tige distale du TP et sont relativement plus stables. Les
canaux calciques sont localisés spécifiguement a I'apex du tube pour maintenir le gradient
calcique. L'influx de Ca®* semble étre régulé par la formation de ROS, qui sont produits par
Rboh. Fait part Mazin B.

Chez beaucoup d’especes, les microtubules (MT) ne sont pas considérés comme
essentiels a la croissance du TP. En effet, des ¢tudes pharmacologiques ont démontré que la
dépolymeérisation de I’ensemble des microtubules ne conduit pas a un arrét de la croissance du
TP [102]. Cependant, chez le tabac, les MT sont impliqués dans le mouvement du noyau
végétatif et des cellules spermatiques, mais aussi dans I’endocytose et 1’exocytose [77]. Les
MT corticaux s’organisent en deux groupes distincts (Figure 5). Le premier, présent dans la
région distale, s'organise sous la forme d’épais faisceaux. Le deuxiéme groupe se compose de
petits fragments de MT dans la partie subapicale et apicale du TP [76]. Ce groupe est beaucoup
plus dynamique que le premier. A ce jour, les acteurs moléculaires permettant la polymérisation
et la dépolymérisation des MT dans le TP n’ont pas été caractérisés. Plusieurs protéines
associées aux microtubules (microtubule-associated proteins, MAP) sont certes exprimées dans
le TP, mais il a ét¢ montré que les protéines MAP18 et MICROTUBULE-DESTABILIZING
PROTEIN 25 (MDP25) affectent seulement le dynamisme des FA [118-120]. Les régulateurs

des microtubules ainsi que le lien entre les MAP/MDP et leur effet sur le FA restent a découvrir.

32



1.3.2.3 Trafic vésiculaire

Le gradient calcique et le cytosquelette organisent spatialement et temporellement le
trafic vésiculaire dans le TP. Le maintien d’une croissance polarisée requiert la localisation
spécifique de I’exocytose a I’extrémité du TP [121, 122]. Ces vésicules contiennent les
composants de la membrane plasmique, des parois cellulaires, des canaux ioniques, des
récepteurs pour la communication cellule-cellule et un grand nombre d’enzymes pour la
modification membranaire [121, 123, 124].

Un lien tres fort existe entre la distribution des FA et le trafic vésiculaire. Les longs FA
trés stables dans la partie distale vont permettre aux cellules germinales, au noyau végétatif,
aux réticulums endoplasmiques ainsi qu’aux mitochondries d’étre tractés par les myosines
durant la croissance du TP. Cependant, les grosses vésicles ne pourront pas traverser la partie
subapicale principalement due a leurs tailles. La frange d'actine composait de petits et de trés
nombreux FA forme un filet naturel qui va retenir la progression des grosses strutures dgqns Iq
région distale du TP (Figure 4). Di a la forte concentration de Ca®* dans cette région, les
myosines se détachent des FA. Ainsi, seules les vésicules de petite taille peuvent traverser la
région subapicale pour se rendre a ’apex et ainsi fusionner avec la membrane plasmique. Les
études génétiques ont montré que plusieurs mutations des Actin Binding Protein (ABP)
perturbent le trafic vésiculaire et les mouvements des gros organites (Figure 4) [77, 125, 126].
De plus, les différentes concentrations de Ca®* favorisent les différentes étapes de I’exocytose
[127-129]. En 2015, Wang et al. ont identifi¢ une calmoduline, SYNAPTOTAGMIN 2 (SYT2),
impliquée dans la formation des vésicules [130].

D’autres études ont montré un lien entre I’exocytose a I’apex et la voie de signalisation
dépendante des ROP1 (Rho GTPase of Plant). La localisation a la membrane plasmique de
I’apex de ROP1-active va permettre la fusion de vésicules spécifiquement a cet endroit. Pour
autant, nous ne savons pas par quel mécanisme le Ca®* régule le verrouillage des vésicules et
leur fusion a la membrane plasmique. L’exocytose est aussi associée a la signalisation
moléculaire permettant le guidage du TP (voir partie 1.4.3 ) [131, 132].

Le TP a besoin de contrebalancer 1’exocytose avec 1’endocytose, car un exceés de
membrane plasmique conduirait a une diminution de la pression de turgescence, et donc une
diminution de la vitesse d’¢longation. Pour autant, trés peu de facteurs ont été identifiés comme

jouant un role dans I’endocytose. Ces deux flux vésiculaires permettent 1’apport de nouveaux
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composants pour la membrane plasmique et la communication, sans pour autant diminuer la
pression de turgescence nécessaire a la croissance du TP [133].
Nous avons pu montrer dans cette partie un lien étroit entre 1’influx de calcium, le

cytosquelette et le trafic vésiculaire. Ces trois mécanismes biocellulaires sont interdépendants.

1.4 Interaction pollen-ovule et fécondation

La pénétration du TP dans les tissus femelles se fait en dégradant le tissu femelle et en
sécrétant des enzymes telles que des polygalacturonases ou des extensines. Une fois qu'ils
ont atteint I'ovaire, chaque TP est guidé individuellement par un seul sporophyte afin de faire
sortir le TP du tissu de transmission et de I'amener sur un septum puis sur un funicule (Figure
7). L'étude de la croissance du TP est essentielle pour comprendre la reproduction. Un autre
aspect intéressant est la capacité du TP a recevoir les signaux femelles pour étre conduit du
stigmate jusqu’au micropyle. Différents types de guidage ont été décrits. Le guidage dans le
style et le tissu de transmission va permettre d’orienter le TP du dessus du stigmate jusqu’a
un funicule. Le guidage funiculaire puis le guidage micropylaire vont permettre la sortie du TP

du tissu de transmission pour aller jusqu’a I'ovule (Figure 7).

1.4.1 Guidage par le style et le tissu de transmission

Le guidage commence a partir du moment ou le grain de pollen sec s’hydrate. L influx
d’eau en provenance de I’exsudat du stigmate va polariser le grain de pollen pour permettre une
germination du TP qui est déja orientée. Il a été trouvé dans la matrice extracellulaire du stigma
du lys une petite protéine, la chémocyanine, et chez A. thaliana, 1a plantacyanine, une protéine
similaire a 86,8% [134, 135]. Ces petites protéines d'environ 10 kDa sont des acteurs
d'attraction stylaire. Les expériences de surexpression chez 4. thaliana dans les tissus femelles
entrainent des défauts de pénétration de TP sauvage dans les cellules papillaires [136].

Dans le tissu de transmission, différents types de guidage peuvent étre mis en place, et
cela, en fonction des espaces. Le guidage est dit « passif » comme chez le lys, Torenia fournieri
ou encore S. chacoense, car la structure creuse de leurs styles suffit pour exercer sur les TP une
direction unique [137, 138]. Chez A. thaliana, le guidage fait intervenir des acteurs moléculaires
agissant sur le TP pour guider et favoriser sa croissance [139]. Ainsi, ’acide y-aminobutyrique

(GABA) forme un gradient croissant du stigmate aux ovules, aidant le guidage des TP [140].
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Le pic de concentration maximale est atteint au niveau du tégument interne des ovules. Pour

autant, I'implication de GABA dans le guidage du TP n'est pas encore bien comprise.

1.4.2 Guidage ovulaire

1.4.2.1 Guidage longue distance

L’ovule sécréte des molécules chimioattractantes pour permettre aux TP de s’extraire
du tissu de transmission et les conduire vers un funicule. Chez A. thaliana, 40% des TP ont
tendance a émerger du tissu de transmission au niveau du premier ovule. Chez les mutants sin/,
dont les ovules sont dépourvus de sacs embryonnaires, les TP ne sortent plus de fagon
préférentielle au niveau des premiers ovules [141]. Aucun acteur moléculaire n’a été identifié,
mais des résultats non publiés dans le laboratoire du professeur Tetsuya Higashiyama a
I’Université de Nagoya (Japon) ont suggeré une protéine s€crétée par 1’ovule qu’ils ont nommé
CALLI1, qui serait impliquée dans I’attraction des TP dans le tissu de transmission chez T.
fournieri. Le guidage longue distance va emporter le TP du tissu de transmission au bord du

funicule (Higashiyama et al., unpublished results).

1.4.2.2 Guidage funiculaire

Le guidage funiculaire permet de guider le TP du tissu de transmission jusqu’a 200 um
du micropyle. Les tests faits in vitro ont montré que les ovules avec le funicule ont une capacité
d’attraction de 53% alors que les ovules sans funicule ont une capacité de 35%. Cette expérience
simple montre que le funicule n’est pas enti¢rement nécessaire pour le guidage, mais augmente
la capacité d’attraction des TP. Son rdle reste a caractériser, mais il pourrait étre un support
physique pour le TP, et participer a la génération et au maintien du gradient des

chimioattractants. Pour autant, aucune protéine sécrétée par 1’ovule n’a été caractérisée [142].

1.4.2.3 Guidage micropylaire

Le guidage micropylaire conduit le TP du funicule jusqu'a I’oosphére en passant par le
micropyle pour permettre la double fécondation. Il est généralement admis que le guidage
micropylaire commence a ~200 um des synergides. Un grand nombre de protéines sécrétées
par les synergides permettent de guider le tube pollinique [ 143, 144]. Certaines de ces protéines

sont des petites protéines riches en cystéine (cysteine-rich proteins, CRP) appartenant a la
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famille des défensines qui sont aussi appelées LURE1 [145-147]. Ces peptides se caractérisent
par un motif de cystéines spécifiques qui leur donnent une structure tridimensionnelle
essentielle pour le contact avec un ou des récepteurs exprimés sur le TP. Chez A. thaliana, cette
famille comporte 6 génes, dont quatre codent pour des protéines chimioattractantes
(AtLUREL.1, AtLUREL.2, AtLUREIL.3 et AtLURE1.4) [147, 148]. AtLUREI.5 est exprimée
par les synergides, mais la perte d'une cystéine la rend inactive. Quant a A¢{LURE].6, elle est
considérée comme un pseudogene. L’ensemble de ces geénes sont sous le contrdle du facteur de

transcription MYB98 présent seulement dans les synergides [144].

1.4.3 Réception des signaux par le tube pollinique

Un grand nombre de chimioattractants sont présents pour guider le TP du stigmate au
micropyle. Le TP doit recevoir I’ensemble de ces informations pour modifier sa vitesse de
croissance et changer de direction [149]. Les voies de signalisation vont jouer un role clé pour
agir sur les trois acteurs de la croissance (I’influx calcique, le cytosquelette et le trafic
vésiculaire) pour répondre aux signaux extracellulaires. L’ensemble des recherches menées ces
dernieres décennies se sont concentrées essentiellement sur le guidage micropylaire. Nous ne
connaissons aucun récepteur et aucune voie de signalisation impliqués dans I'orientation de la
germination, du guidage tissulaire et du guidage a longue distance. Pour le guidage funiculaire,
il a été démontré que deux mitogen-activated protein kinase, MPK3 et MPK6, sont impliquées
dans la voie de traduction des signaux ovulaires [150].

Récemment, il a ¢été démontré que les récepteurs hétérodimériques MALE
DISCOVERERI1 (MDIS1) et MDIS1-INTERACTING RECEPTOR LIKE KINASE1 (MIK1)/
MIK?2 sont impliqués dans le guidage micropylaire [151]. Les mutants de ces trois geénes ont
montré un probléme partiel lors des tests semi-in vivo, cependant le guidage n’est pas affecté
in vivo. Les différents tests biochimiques montrent une liaison entre LURE1.2 et MDIS1, MIK 1
et MIK2 [151, 152]. Il reste a déterminer leurs roles dans le guidage micropylaire.

En parallele de cette recherche, un autre récepteur du type LRR receptor-like kinase a
été démontré essentiel pour le guidage micropylaire [153]. Le RECEPTOR-LIKE KINASE 6
(PRKO6) est directement impliqué dans la réception du signal du peptide AtLURE1.2 chez
A.thaliana [154]. Les tests de guidage semi-in vivo ont démontré une perte totale de sensibilité
pour le peptide LUREI en contexte mutant. La localisation cellulaire de PRK6 lors des tests de
guidage montre une accumulation asymétrique avant une réorientation du TP, ce qui démontre

qu’il fait partie des récepteurs intégrant les chimioattractants. PRK6 est impliqué dans la
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croissance du TP avec trois autres récepteurs : PRK1, PRK3 et PRKS8 [154]. Cette méme étude
a aussi montré une interaction directe entre PRK6 et PRK3.

L’interaction entre le domaine extracellulaire de PRK6 et la LUREIL.2 entraine la
phosphorylation du domaine intracellulaire du récepteur [152]. Le domaine intracellulaire du
récepteur va interagir avec une Rho-likeGTPase des plantes - Guanine Exchange Factor (Rho-
GEF) qui va activer deux voies antagonistes essentielles pour la polarisation et le guidage du
TP. Pour cela, la Rho-GEF modifie ROP-GDP en ROP-GTP dans la région apicale conduisant
a l'activation de RIC4 qui favorise la polymérisation de I'actine et de RIC3 qui va favoriser la
dépolymeérisation des filaments d'actine en augmentant la concentration calcique intracellulaire.
De plus, ROP-GTP active ICR1/RIP1, qui semble étre nécessaire pour le verrouillage des
vésicules a la membrane plasmique lors d'exocytose a l'apex [129, 155]. Cependant, nous ne
savons pas comment RIC3, RIC4 et ICR1/RIP1 font pour modifier I’activité de ces différents
acteurs de la croissance. En plus de cette voie, ces protéines jouent un réle dans le guidage du

TP, mais nous ne savons pas quels sont leurs rdles précisément. (Figure 6).
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Figure 6 : Controle par Rho-like GTPase (ROP)1 de la croissance du TP.

La ROP1 est activée localement a la membrane plasmique. La voie RIC4 favorise la
polymérisation des FA et induit I'accumulation de vésicules exocytaires a I'apex. Il favorise
également des boucles de rétroaction positive pour augmenter la zone de ROP1 actif. ROP1
active également la voie RIC3-calcium. RIC3-dépendante Ca?* favorise la dépolymérisation des
FA et facilite I'exocytose a I'apex. L'exocytose est également favorisée par deux autres
protéines ROP1 et ROP Interactive Partner 1 (RIP1 / ICR1), par la suite avec la sous-unité
d'exocyste SEC3 qui assure la médiation de I'attachement des vésicules exocytaires sur les PM.
L’exocytose polarisée provoque la migration de la protéine activatrice de la GTPase Rho (GAP)
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REN1 vers la MP apical, qui désactive la ROP1 active localisée dans les MP. Figure extraite de
Craddock et al., 2012 [156].

Le réticulum endoplasmique (RE) semble jouer un role important pour le guidage. Trois
protéines du RE ont ¢ét¢ montrées comme essentielles pour le guidage micropylaire.
L'ABNORMAL POLLEN TUBE GUIDANCEl (APTGl) codant pour une
mannosyltansférase localisée au RE affecte aussi le guidage micropylaire [157]. Les mutants
APTG] affectent la localisation cellulaire de COBL10 suggérant ainsi qu'APTGI est impliquée
dans la synthése du GPI pour COBL10. POLLEN DEFECTIVE IN GUIDANCE (POD1) est
aussi localisée dans le RE. Cette protéine interagit avec la Calreticulin 3 (CRT3) pour aider au
repliement des protéines membranaires (106). Leurs mutations conduisent a une perte de
sensibilit¢ aux chimioattractants. L’hypothése émise est que PODI1 et CRT3 aident au

repliement de PRK6.

Ces dernieres décennies ont permis de mieux comprendre comment le pollen regoit et
traite les informations pour changer sa vitesse de croissance et sa direction. Cependant, un grand
nombre de questions restent en suspens : comment RIC3/RIC4 interagit-il avec I’influx calcique
et les FA ? Quels sont les roles des PRK1/3/8 dans le guidage et la croissance ? Comment
MIK1/2 et MDISI influencent le guidage ? De plus, nous ne savons pas quelles sont les voies

de signalisation du guidage a longue distance et funiculaire.

1.4.4 Double fécondation

Une fois qu’ils ont atteint le micropyle, les TP ralentissent permettant ainsi de traverser
lentement 1’appareil filiforme jusqu'au micropyle (Figure 7) [158]. Les cellules synergides
dégénérent apreés ’arrivée d’un TP. L’extrémité du pollen va éclater a I’intérieur d’une
synergide. Les cellules spermatiques vont sortir du TP pour se placer entre la cellule germinale
et la cellule centrale. Les deux cellules spermatiques s’immobilisent pendant
approximativement 7,4 min [74]. Apres ce temps d’immobilisation, la premiére fusion avec une
cellule spermatique et la cellule centrale se produit, puis s’ensuit la deuxiéme fusion entre
I’autre cellule spermatique et I’oosphére [74]. Chez A. thaliana, les cellules spermatiques ne
sont pas prédéterminées pour fusionner avec 1’'une ou 1’autre des cellules femelles [159]. La

fusion d’une des cellules spermatiques et de 1’oosphere donne le zygote. Quant a la fusion entre
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la cellule centrale et la seconde cellule spermatique, elle donnera 1’albumen. Cette double

fécondation permettra la formation de la graine.
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Figure 7: Structure du pistil et déroulement de l'interaction avec le pollen chez A. thaliana.
A droite, une vue détaillée d’une coupe longitudinale d’ovaire présentant les derniéres
interactions avant la fécondation. Fait par Mazin B.

1.5 Les cascades des mitogen-activated protein kinase

1.5.1 Information générale sur les MAPK

Chez les eucaryotes, la phosphorylation est la modification post-traductionnelle la plus
répandue: jusqu’a 30% des protéines sont phosphorylables [160]. Cette modification chimique

est effectuée principalement par des protéines appelées sérine/thréonine/tyrosine kinases. Elles
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se décomposent en plusieurs grandes familles. L’une d’elles est appelée mitogen-activated
protein kinase [1]. Cette famille de kinase est celle qui est le mieux caractérisée tant au niveau
fonctionnel qu’au niveau mécanique [161]. Nous savons que ces protéines sont nécessaires pour
la réponse a de nombreux signaux extracellulaire, comme lors de stress biotique ou abiotique,
du cycle cellulaire et du développement tissulaire [162]. Chez A. thaliana, les études
génomiques montrent que 51 genes font partie de la famille des MAPKSs. Cette famille se divise
en trois sous-classes qui interagissent sous la forme d’une cascade moléculaire.

L’activation d’une cascade MAPK est induite par la liaison entre un ligand
extracellulaire et son récepteur transmembranaire (Figure 8). Ce récepteur qui se trouve a I’état
monomérique va se dimériser en présence du ligand permettant I’activation de son domaine
kinase intracellulaire. Ce domaine va activer une MAPK Kinase Kinase (MAP3K) en la
phosphorylant. Le domaine régulateur de cette MAP3K situé¢ dans sa partie N ou C- terminale
va changer de conformation et ainsi libérer son domaine kinase. La MAP3K activée va
phosphoryler une MAPK Kinase (MKK) sur ses résidus S/T-X-X-X-X-X-S/T (serine/thréonine
- cing acides aminés — sérine/thréonine) ce qui permettra son activation [163]. A son tour, la
MKK va phosphoryler une MAPK (MPK) cytoplasmique ou nucléaire qui, une fois
phosphorylée sur ses résidus T-X-Y (thréonine — D/E — tyrosine), va phosphoryler un ou
plusieurs facteurs de transcription (transcription factors, TF). Ces protéines vont modifier
I’expression génique de la cellule permettant une réponse spécifique aux signaux exogenes
[164]. Le génome d'A. thaliana contient >60 MAP3KSs répartis en trois familles : les Rafs, les
Ziks et les MEKKs, 10 MAPKK (MKK) et 20 MAPK (MPK) [1, 165]. Nous nous intéresseront
uniquement aux sous-groupe des 21 MEKK que nous nommeront MAP3K pour simplifi¢ la
compréhension des cascades designalisation durant cette these.

Depuis la découverte de ces cascades de signalisation, il a ét¢ démontré a nombreuses
reprises qu'une MAP3K peut activer directement une MPK (Figure 8) [166]. Par exemple, la
MAP3K20 interagit directement avec MPK18 et la phosphoryle. Cette cascade non canonique
est impliquée dans la dépolymérisation des microtubules dans les racines [167, 168]. D'autres
voies non canoniques ont ét¢ bien caractérisées, par exemple 1’activation directe d’une MPK
par une autre protéine. La MPKS est activée directement par la CaM3 lors d’une blessure des
feuilles. Cette voie de signalisation permet I’inhibition trés rapide de la formation de ROS

homéostatique [169].
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Figure 8: Cascade MAPK canonique et non canonique.

A gauche: le ligand X va interagir avec un récepteur spécifique a la membrane d’une cellule.
Une fois, dimériser, le récepteur va activer une cascade canonique des MAPK (MAP3K-MKK-
MPK) spécifique au récepteur. Cette cascade va activer des facteurs de transcription (TF) pour
répondre aux stimuli exogénes en modifiant I'expression génique de la cellule. A droite: le
ligand Y va interagir avec son récepteur et activer une cascade de MAPK non canonique. La
MAP3K va phosphoryler directement une MPK, ce qui va conduire a la régulation d'autre TF
que la cascade canonique. Fait par Mazin B.
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1.5.2 Implication des kinases

1.5.2.1 Lors du développement du pollen

Plusieurs études montrent la nécessité des cascades MAPK lors du développement du
grain de pollen. La voie MAPK la mieux caractérisée dans le développement du pollen est la
cascade NACK-PQR qui implique la AtMPK4. L’observation au microscope €lectronique a
balayage (MEB) du pollen mutant AtzMPK4 montre qu’un grand nombre de pollens sont
morphologiquement anormaux ou sont morts a I’anthése [170]. La protéine TIO va
phosphoryler les MAP3K nommées AtANP1/2/3. Ces protéines kinase vont activer la
AtMKKS6, qui conduira a la phosphorylation de la AtMPK4. La kinase va réguler 'activité de
différentes Microtubule Associeted Protein [1], telle que AtMAP34, en les phosphorylant afin
de réguler I'organisation des microtubules [36, 171]. Cette cascade de signalisation va permettre
la cytokinese lors de la division asymétrique du pollen PMI en régulant I’activité des
microtubules.

Chez A. thaliana, les kinases AtMAP3Kel et AtMAP3Ke2 (AtMAP3K7 et
AtMAP3K6) sont nécessaires pour le développement du gamétophyte male. Ces deux kinases
sont principalement localisées au niveau de la membrane plasmique. Le double mutant conduit
a une diminution du nombre de pollens arrivant a maturité. Cette ¢tude suggere qu’elles
pourraient étre impliquées dans la régulation de la membrane plasmique lors de la méiose de la
MMC (Figure 1) [172, 173]. Pour autant, nous ne savons pas quels MKK et MPK se trouvent
en aval de ces deux MAP3Ks.

La famille des FERTILIZATION-RELATED KINASE (FRK) est un sous-groupe de
MAP3K présent chez les solanacées. Les FRK connaissent une évolution et une expansion
rapide soutenant I’hypothése qu’ils ont acquis de nouveaux roles, principalement dans le
développement des gamétes males et femelles des solanacées [174]. Chez Solanum chacoense,
la sous-famille SCFRK se compose de six membres. Deux FRK, la FRK1 et la FRK2, sont
nécessaires lors de la formation du pollen. Le géne FRK est exprimé dans les cellules meres
du pollen et comme beaucoup de MAPK, la protéine est localisée dans le noyau [175]. Pour
étudier le réle de cette MAP3K, deux lignées RNAI1 ont été générées (ScFRK1-S1 et ScFRK -
S$27) pour diminuer I’expression de FRK1 dans la plante. La pollinisation d’anthéres sauvages
par du pollen mutant conduit pour la plante ScFRK1-S27 a une diminution du nombre de grains
et pour la lignée ScFRK1-S1 a1’absence compléte de grains [175]. L'échec de cette fécondation

indique que le gamétophyte male n'est pas capable de féconder le sac embryonnaire sauvage.
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L’analyse des grains de pollen permet d’observer une forte 1étalité dans ces deux lignées, 80 %
de pollen mort pour la plante ScFRK1-S27 et 99 % pour la lignée ScFRK1-S1 (Figure 9) [175].
L’¢tude du développement du gamétophyte male montre qu’il n’a pas de probléme lors de la
méiose, donc la formation des tétrades n’est pas affectée par la diminution d’expression de
ScFRK 1. Par contre, les microsporocytes n’arrivent pas a progresser en PMI. L’absence de la
division asymétrique conduit a la dégénérescence progressive des gamétophytes males.

ScFRK1 est nécessaire pour l'entrée en PMI (Figure 1) [175].
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Figure 9: Viabilité du pollen sauvage et de deux lignées de plantes transgéniques ScFRK1.

Figures du haut : les pollens sont colorés avec de I'acétocarmin 1%. Les grains de pollen viables

sont roses. Barre d’échelle=50um. Figures du bas : Pollen mature vue en microscopie

électronique a balayage. Barre d’échelle = 20um. Figure extrait de Lafleur et al, 2015 [175].

La ScFRK2 est aussi nécessaire pour le développement du pollen. Dans la jeune anthére,
I’ARNm de ScFRK?2 s’accumule principalement dans les microsporocytes et le tapetum [176].
Au moment de 1’anthése, I’ARNm ScFRK2 n’est plus exprimé dans le tapetum en
dégénérescence ou dans les grains de pollen, mais se trouve en abondance sur la paroi de
I’anthére, dans I’épiderme et dans I’endothélium. Des lignées transgéniques surexprimant
ScFRK?2 (ScFRK2-0OX) ont permis d’étudier le role de ce géne lors du développement du pollen.
Deux lignées ScFRK2-OX ont été identifiées et présentent un taux de mortalité¢ des grains de
pollen variant entre 31,5 % et 55 %. Pour expliquer ce probléme, cette étude suggere un
dysfonctionnement sporophytique di a I’augmentation de I’expression de ScFRK2 [176].

Chez A. thaliana, les orthologues putatifs de la sous-famille FRK sont au nombre de
trois (AtMAP3K19, AtMAP3K20 et AtMAP3K21) [174, 177]. Aucun de ces génes n’a été étudié
lors du développement des gamétophytes ou de la croissance du TP. Pour autant, les études

transcriptomiques ont permis de montrer une concentration élevée des transcrits de la
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AtMAP3K19 et la AtMAP3K20 lors du développement du pollen et du TP [178]. L'expression
de AtMAP3K21 n'a pas été analyser [178].

En plus des MAP3Ks, certaines MPK sont nécessaires a la fécondation. Par exemple, la
AtMPK3 et la AtMPK6 sont impliquées dans la formation des anthéres. Lors de leur
développement, ces kinases participent a la différenciation des cellules archésporiales [179,
180]. Il semblerait y avoir un mécanisme de controle de la concentration et de la distribution de
ces MPKs dans I’anthése, mais ce mécanisme n’est pas encore €lucidé. Par contre, il a été
démontré que ces MPKs phosphorylent SPOROCYTELESS et NOZZLE, qui sont deux
facteurs de transcription impliqués dans la prise d’identité des cellules archésporiales [180]. En
plus de leurs roles dans le développement de I’anthere, la AtMPK3 et la AtMPKG6 jouent un
role lors des premiers stades de développement du pollen. Les facteurs de transcription
spécifique du pollen, appelés AtWRKY34 et AtWRKY?2, sont nécessaires pour la formation du
pollen. La mutation de ces FT produit des pollens anormaux et une forte 1étalité des grains de
pollen a D’anthése. L’¢tude de ces FT montre qu’ils doivent étre phosphorylés par
AtMPK3/AtMPKG6 au début de la gamétogénése male pour obtenir un pollen fonctionnel [150].

Chez la tomate, les mutants pour les deux MPK, SIMPK7 et SIMPK2(, qui présentent
respectivement une diminution d'expression du geéne ou une mutation nulle, affectent le
développement du pollen [181, 182]. La mutation de SIMPK7 conduit a la formation anormale
du pollen, probablement due a son implication dans la dégradation du tapetum [181]. La
SIMPK?20 est impliquée dans le développement post-méiotique par la régulation de 1’expression
des genes qui intervient dans les métabolismes des sucres et des auxines [182]. La mutation de
cette MPK de la tomate conduit elle aussi a la formation de gamétophytes males anormaux.

L’ensemble de ces ¢tudes montrent que les MAPK sont indispensables pour I’ensemble

du processus permettant la formation du grain de pollen chez de nombreuses espéces.

1.5.2.2 Lors du développement des ovules

L'implication des cascades MAPK est moins compise lors du développement du
gamétophyte femelle. Pour autant certaines MAPK sont impliquées dans ce processus. Par
exemple ,chez Arabidopsis thaliana le double mutant AtMPK3,;AtMPKG6 conduit a I’infertilité
des sacs embryonnaires [179, 183]. Ces deux MPK sont impliquées dans le maintien de la
prolifération cellulaire durant le développement du tégument de I’ovule. La diminution de la
taille du tégument chez le double mutant entraine des problémes lors du développement de

I’ovule, ce qui conduit a I’infertilité¢ de 1’ovaire [179].
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Chez Solanum chacoences, les FRK sont aussi nécessaires pour la formation du sac
embryonnaire. L’analyse de ScFRK1 montre une implication directe des MAPK dans le
processus de développement du gamétophyte femelle [175]. Cette MAP3K nucléaire est
fortement exprimée dans le tégument et la cellule mére des mégaspores. A 1’anthése, ce géne
est exprimé dans les synergides et la cellule ceuf. La pollinisation des lignées RNAi-ScFRK 1
par du pollen sauvage produit de petits fruits avec dix fois moins de graines que la lignée
sauvage (Figure 10) [175]. L’observation des ovules a I’anthése des lignées RN A1 montre qu’un
grand nombre d’ovules présentent un sac embryonnaire dégénéré, ce qui explique le faible
nombre de grains apres la fécondation. L’étude du développement du sac embryonnaire de ces
lignées montre que la MMC se différencie et progresse en méiose formant ainsi la FM (Figure
2). Par contre, la premiere division mitotique ne se produit pas. Ne progressant plus, les sacs

embryonnaires vont progressivement dégénérer [175].
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Figure 10: Phénotype des fruits des mutants dont I’expression de ScFRK1 est réduite.

A. La diminution du nombre de graines par fruit (noir) et son volume (gris) chez les lignées
transgéniques Scfrk1-S1 et Scfrk1-S27. B. Comparaison de fruits et de tranches de fruits
provenant de plantes de serre et des lignées transgéniques S1, S27. Barre d'échelle = 1 cm.
Image adaptée de Lafleur et al, 2015 [175].

L'ARN ScFRK?2 s’accumule tres tot lors du développement dans le mégasporocyte et
dans le tégument de I’ovule [177]. Le croisement de pollen sauvage avec des lignées
surexprimant ScFRK2 (OX-ScFRK?2) produit de petits fruits avec peu de grain. L’observation
des ovaires OX-ScFRK2 a I’antheése montre une conversion de certains ovules en structure
carp¢loide (Figure 11). L expression ectopique de ScFRK2 dans les tissus végétatifs ne cause
pas de modification visible de la plante. Ainsi cette étude suggere que la kinase SCFRK?2 est
impliquée dans [’établissement de I’identit¢ de 1’ovule durant les premiers stades de

développement [177].
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Figure 11: Développement de I'ovaire chez des plantes mutantes de surexpression ScFRK2.
En A, regroupement d’ovules a I'intérieur de I'ovaire de type sauvage lorsque la paroi de ce
dernier a été délicatement enlevée. En B, c’est un regroupement d’ovules photographiés de
la méme maniere qu’en A, mais chez les plantes mutantes. Les images C-D-E-F-G-H ont été
prises a partir d’'un microscope électronique a balayage (MEB). Les ovules provenant de la
plante de type sauvage (C) sont beaucoup plus organisés que les ovules provenant de la plante
mutante (D et E). En F, il est possible d’observer des structures «carpelloides» qui semblent
provenir du regroupement d’ovules, et en G, il y a élongation de ces structures. Finalement, il
y a établissement de papilles aux extrémités de ces structures (H), tout comme elles sont
présentes sur le stigmate. Barres de mesure : 1 mm pour (A) et (B), 100 um pour (C), (D), (F),
(G) et (H), 50 um pour (E). Figure tirée de Gray-Mitsumumne et al, 2006 [177].

1.5.2.3 Lors de la pollinisation

La pollinisation d’organe femelle par le TP requicre 1a encore les cascades MAPK. La
AtMPK6 joue un rdéle durant la croissance du TP. La mutation de cette MAPK n’est pas
suffisante pour observer un effet sur la germination et la croissance. Par contre, la double
mutations AtMPK6 et le facteur de transcription spécifique au pollen, AtWRKY?2, conduit a la
diminution de la germination et de la croissance des TP [184]. En plus de ce lien entre la
AtMPK6 et des FT, cette MPK participe a la régulation du trafic vésiculaire. La grande
concentration en phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PtdIns(4,5)P2) de la membrane
plasmique apicale est essentielle a la croissance polarisée des TP [185]. La biosynthese des
PtdIns(4,5)P2 est controlée par les phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinases (PI4P 5-
kinases). La PI4P 5-kinase 6 (AtPIP5K6) est nécessaire a I’endocytose médiée par la clathrine
et la croissance apicale des tubes polliniques[186]. L’étude parue en 2017 démontre que
AtPIP5K6 est une cible de la AtMPK6 c’est-a-dire que cette MAPK controle la production de
PtdIns(4,5)P2 et donc elle participe a la régulation du trafic vésiculaire dans le TP [187]. Pour
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autant, cette article confirme que le simple mutant AzMPK6 ne présente pas de diminution de
la germination ou de la croissance du TP [187].

En 2014, une étude a montré que la AtMPK3 et la AtMPK6 sont impliquées dans le
guidage funiculaire [150]. Ces deux MPKs sont aussi nécessaires dans le développement du
pollen, comme nous avons pu le voir précédemment. Pour étudier I’implication de ces deux
MPKs dans le TP, Guan Y. et al. ont utilis¢é la méthode de complémentation par étiquette
fluorescente, afin d’identifier des pollens AtMPK3-/-;AtMPK6-/-. 1ls ont pu ainsi montrer que
58% des TP AtMPK3-/-;AtMPK6-/- présentent des problémes lors du guidage funiculaire sans
pour autant affecter la croissance du TP [150]. Cependant, les essais de guidage semi-in vitro
montrent que le guidage micropylaire est normal. De plus, ils n’ont pas identifi¢ les kinases en

amont et les protéines phosphorylées en aval de ces MPKs permettant le guidage (Figure 12).

Wild type mpk3 mpk6 double mutant

Figure 12 : Guidage défectueux des tubes polliniques chez les mutants MPK3;MPKe6.

La croissance du TP en pistil de type sauvage a été visualisée par coloration au bleu d'aniline.
A. Un ovule fécondé par un tube pollinique de type sauvage en condition de pollinisation
limitée. B-C. La pollinisation des pistils de type sauvage avec des grains de pollen des plantes
MPK3-/- MPK6-/- gMPK6-YFP +/-. (B) et (C), les tubes polliniques MPK3;MPK6 errent sur
I'ovule sans trouver le micropyle. Fait par Guan et al., 2014 [150].

L’ensemble de ces résultats permet de montrer que les MAPK participent a I'¢longation
des TP. Aucune ¢tude ne montre qu'ils sont nécessaires durant la croissance et le guidage du
TP. Effectivement ces résultats sont a nuancer car chez les doubles
mutants AtWRKY2/AtMPK6, la croissance des tubes diminue, mais ne conduit pas a une
diminution ou I’arrét de la fécondation et aucune autre étude n'a permis de montrer I'implication
de MAPK dans la croissance du TP. L’implication des MAPK lors de I'¢longation du tube

pollinique reste a clarifier.
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1.6 Problématique et projet de recherche

Durant I’introduction, nous avons pu observer la complexité de la formation du
gamétophyte male avec la méiose, la division asymétrique de la PMI, la mise en place des
facteurs d’identité cellulaire ainsi que la divison de la PMII, qui sont des étapes complexes
nécessitant un réseau de signalisation précis (Partie 1). Le développement du sac embryonnaire
avec la détermination de la MMC, la méiose, les trois mitoses successives, la migration, la
cellularisation et la prise de I’identité des cellules nécessite des cascades de signalisation dans
le but de réguler et de coordonner la transcription des genes (Partie 2). La germination, la
croissance et le guidage du TP n’échappent pas a I'importance de la communication
intracellulaire (Partie 3 et Partie 4). Nous pouvons résumer en disant que la fécondation est une
histoire de communication moléculaire. Cependant, cette signalisation reste encore tres
méconnue.

Les cascades des mitogen-activated protein kinases sont caractérisées pour leurs roles
essentiels dans la signalisation cellulaire dans le régne végétal. De plus, les études ont permis
de montrer qu’elles jouent un role durant le développement des gamétophytes male et femelle,
mais aussi lors de la croissance et le guidage du TP (Partie 5). Pour autant, un grand nombre de
cascades restent a identifier pour comprendre le développement de ces structures complexes.
Les ScFRK semblent étre un bon point de départ pour comprend le role de certaines MAPK
lors de la fécondation. En effet, les études phylogéniques sur la famille des ScFRK semble
montrer qu'elles sont impliquées dans la formation des gametes et lors de la fécondation. De
plus, deux ScFRK ont démonté leurs implications dans le développement des gamétophytes
males et femelles.

Le chapitre deux a pour objectif de caractériser une nouvelle SCFRK, la ScFRK3, qui
est phylogénétiquement la plus proche des AtMAP3K19, 20 et 21 chez Arabidospsis thaliana.
Est-ce que la ScFRK3 est exprimée lors du développement des gamétophytes males et
femelles ? Joue-t-elle un réle lors de la formation des gamétes males et femelles ? Quels
ScMKK et ScMPK se trouvent en aval de cet MAP3K ?

Le troisieme chapitre essaye de caractériser plus finement les mutants surexprimant
ScFRK?2. La conversion de 1’ovule en structure carpéloide n'affecte qu'une partie des ovules
présents dans 1’ovaire. Le chapitre deux a pour but de savoir si la conversion des ovules est
suffisante pour expliquer la diminution drastique du nombre de grains dans les lignées
surexprimant OX-ScFRK?2 et si ce n'est pas le cas identifier la cause de cette diminution du

nombre de grain dans le fruit.
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Le chapitre quatre a pour but de comprend si les cascades MAPK sont essentielles a la
croissance polarisée du tube pollinique. Pour cela, nous avons utilis¢é une drogue, appelée
U0126 qui peut inhiber sept des dix MKK présentes dans le génome d'A. thaliana [188, 189].
Cette drogue affecte-t-elle la germination et la croissance polarisée du TP ? Et si oui,
l'organisation des filaments d'actine et du trafic vésiculaire va-t-elle étre affectée par I'inhibition
des MKK ?

Le chapitre cinq a pour objectif de caractériser les MAPK impliquées dans la
germination et la croissance des tubes polliniques chez A. thaliana. Les trois orthologues
putatifs de SCFRK3 chez 4. thaliana, la AtMAP3K19, la AtMAP3K20 et la AtMAP3K21 sont-
elles exprimées dans les tissus reproducteurs males et femelles et dans le tube pollinique ?
Jouent-elles un réle dans le développement des gamétophytes males et femelles ? Participent-
elles a la formation et la croissance du TP ?

Plus généralement, ma thése a pour objectif de mieux comprendre le role que jouent les
MAPK lors du développement des gamétophytes males et femelles et lors du développement

du TP chez Solanum chacoense et Arabidospsis thaliana.
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2 La Solanum chacoense Fertilization-Related Kinase 3 est
impliquée dans le développement des gamétophytes
males et femelles.

2.1 Une nouvelle mitogen-activated protein kinase kinase kinase Solanum
chacoense, SCFRK3, est impliquée dans le développement des gamétophytes.

Mazin Benjamin Damien
Institut de Recherche en Biologie Végétale, Département de Sciences Biologiques,

Université de Montréal, 4101, rue Sherbrooke est, Montréal, QC, Canada, H1 X 2B2.

2.1.1 Préambule

L'étude phylogénétique de la sous-famille des Fertilization-Related Kinases (FRK) chez
les Solanacées a permis de supposer que l'ensemble des membres sont impliqués dans le
développement des gamétophytes. Chez Solanum chacoense, deux membres de la famille des
FRK, ScFRKI et ScFRK2 ont permis de vérifier cette hypothése. Afin de parfaire nos

connaissances sur la classe FRK, nous avons entrepris la caractérisation d'une nouvelle SCFRK.

2.1.2 Sommaire

Dans le chapitre un, nous avons présenté deux membres de la famille de ScFRK, les
protéines SCFRK1 et SCFRK2, qui sont impliquées dans le développement des gamétophytes
males et femelles chez Solanum chacoense. Dans ce deuxiéme chapitre, nous présentons un
nouveau membre de cette sous-famille, la SCFRK3, qui est requise pour le développement du
pollen et du sac embryonnaire. Le géne ScFRK3 est fortement exprimé juste aprés la méiose et
lors des €tapes de la mitose dans les deux gamétophytes en développement. La pollinisation des
lignées transgéniques RNAi-ScFRK3 par du pollen sauvage produisent des petits fruits
contenant un faible nombre de graines. L'observation des lignées transgéniques a montré que
jusqu'a 43 % des sacs embryonnaires sont dégénérés a l'anthése. L'analyse du développement
des ovules révele que les MMC se développent normalement jusqu'a la mégaspore
fonctionnelle. Par contre, entre 22 % et 43 % des mégaspores fonctionnelles ne progressent pas
en mitose I et vont progressivement dégénérer. Le développement du pollen est aussi affecté
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par la diminution de l'expression de ScFRK3. Notre étude a permis de déterminer l'arrét du
développement des gamétophytes males avant la premic¢re mitose. La méthode de double
hybride et de BiFC ont révélé une interaction entre SCFRK3-ScMKK3 et ScCMKK3-ScMPK13.
La ScMKK3 et la SCMPK 13 pourraient étre impliquées en aval de la SCFRK3 pour permettre
le processus développemental des gamétophytes. Le chapitre II montre qu'un autre membre des
FRKs, la ScFRK3, est impliqué lors du développement du pollen et du sac embryonnaire chez

Solanum chacoense.

2.2 The Solanum chacoense Fertilization-Related Kinase 3 is involved in male and
female gametophyte development.

Caroline Daigle*, Benjamin Damien Mazin* and Daniel P. Matton

Institut de Recherche en Biologie Végétale, Département de Sciences Biologiques,
Université de Montréal, 4101, rue Sherbrooke est, Montréal, QC, Canada, H1X 2B2

* Caroline Daigle et Benjamin Mazin ont fait un travail équivalent.

Publi¢ dans BMC Plant Biology (2019)

DOI : 10.1186/s12870-019-1804-0

2.2.1 Apport original

Caroline Daigle est I’instigatrice de 1'article. Elle a réalisé la phylogénie, une partie des
tests de la localisation cellulaire, I'ensemble des expressions ScFRK3 lors du développement,
la formation des mutants, la quantification des grains par fruit, I'analyse des sacs embryonnaires
a l'anthése et I'ensemble des tests d'interactions entre les MAP3K-MKK et MKK-MPK. Elle a
rédigé une partie de I’article.

Benjamin Mazin a fait une partie des tests de la localisation cellulaire, la vérification de
I'expression des six SCFRKs dans les lignées transgéniques, les photos des fruits, I’analyse du
phénotype du développement des ovules chez les mutants, I'analyse des grains de pollen a
I'anthése et lors du développement du pollen. Il a rédigé une partie de 1’article.

Daniel P. Matton a supervisé les travaux. Il a aussi contribué a I’écriture et a la correction

de I’article, de méme qu’a la conception des figures.
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2.2.2 Abstract

The Fertilization-related kinases (FRK) form a class that belongs to the MEKK
subfamily of plant MAP3Ks. It was recently shown that FRK class kinases expanded during
angiosperm evolution, reaching their maximum numbers in the lineage leading to solanaceous
species and culminating in the Solanum genus where they account for more than 40% of the
total MAP3Ks. The first members studied, SCFRK1 and ScFRK2 were shown to play a pivotal
role in gametophyte development in the wild potato species Solanum chacoense. SCFRK3 is
also involved in gametophyte development. ScFRK3 is expressed in developing pollen and
young ovules, reaching its highest level immediately after meiosis and during the mitosis steps
in both gametophytes. Hence, three independent lines of ScFRK3 RNAi mutant plants showed
decreased number of seeds per fruit. We also observed an important number of degenerated
embryo sac in mature ovary. Analysis of ovule development showed that most embryo sacs did
not enter mitosis I in ScFRK3 RNAi mutant plants. Severe lethality was also observed during
male gametophyte development, with pollen being arrested before mitosis I, as observed in the
female gametophyte. Obvious defects in vegetative organs were not observed, emphasizing the
reproductive roles of the FRK class kinases. To isolate MAP kinases acting downstream of
ScFRK3, a de novo S. chacoense transcriptome from male and female reproductive organs was
assembled. Of the five SCMKKSs and 16 ScCMPKs retrieved, only the SCMKK3 interacted with
ScFRK3, while only the ScMPK13 interacted with SCMKK3, leading to an apparent single
three-tiered canonical MAP kinase cascade combination involving ScFRK3-ScMKK3-
ScMPK13. The ScFRK3 MAPKKK is involved in a signaling cascade that regulates both male
and female gamete development, and most probably act upstream of SCMKK3 and ScMPK13.

Keywords: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase (MAP3K), Mitogen-Activated
Protein Kinase Kinase (MAPKK), Mitogen-Activated Protein Kinase (MPK), signaling

cascade, reproduction, gametophyte, embryo sac, pollen, Solanum chacoense.

2.2.3 Background

Unlike in animals, gamete development in plants is a highly regulated process resulting
not only from a meiosis, but also by several mitosis, giving rise to multicellular gametophytes.
In most species, the female gametophyte, which is called the embryo sac (ES), comprises at

maturity eight nuclei embedded in seven cells [45]. Development of the female gametophyte is
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divided in two steps, megasporogenesis and megagametogenesis. In megasporogenesis, the
megaspore mother cell (MMC) undergoes meiosis, resulting into four haploid tetrads of which
only one will survive to become the functional megaspore (FM). During megagametogenesis,
the female gametophyte (FG) undergoes three successive mitosis rounds. The resulting eight
nuclei ES then becomes polarized, with four nuclei at the chalazal pole and four at the
micropylar pole. One nuclei from each pole migrates to the center while others go through
cellularization and differentiation. At the mature stage (FG7), two synergids and one egg cell
are positioned at the micropylar pole while the three other cells, the antipodals, occupy the
chalazal pole. The two nuclei in the center merge together to become the unique diploid central
cell [45, 190]. On the male side, the pollen mother cell (PMC) undergoes meiosis to produce a
tetrad of microspores. The first pollen mitosis (PMI) occurs after maturation of the haploid
microspore, producing two different cells inside the pollen grain: a large central cell, called the
vegetative cell, and a smaller one, the generative cell [8]. Once pollen grains land on the stigma
of a suitable flower of the same species, the vegetative cell generates a pollen tube that will
elongate through the style toward the ovules. In solanaceous species like Solanum chacoense,
the second pollen mitosis (PMII) occurs within the generative cell during tube elongation to
form two identical sperm cells [8]. When the pollen tube reaches the micropyle of the ovule,
the two sperm cells are released from the pollen tube to fertilize the egg cell and the central
cell, leading to double fertilization giving rise to the diploid embryo and the triploid endosperm
respectively [191].

Cell-cell communication and coordination of male and female gametophyte
development involves complex and tightly regulated steps. Accordingly, genes shown to be
essential for gametophyte development are found in a wide array of functionalities [45]. Some
of them are necessary for the megaspore mother cell (MMC) meiosis [192], DNA
recombination and chromosome integrity [193], while others are involved in FG maintenance
and mitosis, their mutation leading to developmental arrest of the embryo sac before mitosis I
[194, 195]. Because of its simple structure, pollen has been intensely used as a model to study
plant mitosis and cytokinesis. Indeed, mutations in numerous genes cause defects going through
PMC meiosis, PMI (pollen mitosis I) or PMII (pollen mitosis II). For example, mutation in the
TIO (TWO-IN-ONE) gene, coding for a FUSED Ser/Thr protein kinase, also shows cytokinesis
defects at PMI, producing binucleate pollen due to an incomplete cell plate formed during
cytokinesis [32]. TIO, which is localized at the midline of the nascent phragmoplast, interacts
with the PAKRPI1/kinesin-12A protein, suggesting its role in cytokinesis microtubule

organization [33]. In yeast two-hybrid assays, TIO also interacts with
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AtNACKI1/TETRASPORE [196], another kinesin known to function in plant cytokinesis [34].
Indeed, TES and HINKEL [197] are two redundant kinesins involved in PMI cytokinesis [35].
They are orthologous to the tobacco NACKI, involved in somatic cytokinesis. NtNACKI1 is
upstream of a MAPK signaling cascade, where it activates the MAPKKK NtNPK1 (AtANPI,
2, 3). Once activated, NtNPK1 activates the MAPKK NtNQK (AtMKK6), and finally, NtNQK
activates the MPK NtNRKI1/NTF6 (AtMPK4) [36]. Activated NtNTF6 then promotes
phragmoplast expansion by phosphorylating MAP65 and other Microtubule-Associated
proteins (MAPs) [198].

MAPK signaling is widely used to transduce signals from cell to cell, and plants own
the largest MAPK family among all eukaryotes. For example, the genome of 4. thaliana
contains 21 MAP3Ks, 10 MAPKKs (MKKs), and 20 MAPKs (MPKs) [1]. MAPKs have been
shown to be involved in numerous processes, such as stress response [199], defense [200],
hormone signaling [201], and development [162]. This last process is probably the least
investigated, since relatively little is known, especially in gametophyte development. In A.
thaliana, from the 21 MEKKs, two functionally redundant MEKKs have been found to play a
role in pollen development: MAP3Kel; MAP3Ke2 (MAP3K7;, MAP3K6) double mutants show
defects in plasma membrane formation in developing pollen, and also in embryo development
at the globular or heart stages [173]. Embryo development is also affected in YODA mutants,
demonstrating the role of this MAP3K in the asymmetric division of the zygote after
fertilization [202]. Some MPKs have also been found to play roles in gametophyte
development, like AtMPK4, involved in the cell plate expansion in male-specific meiotic
cytokinesis [170, 203], or AtMPK3 and AtMPK6, which function redundantly in anther and
ovule integument development [179, 184], early pollen development [150], and pollen tube
elongation and guidance prior to fertilization [150, 187]. Recently, two MPKs in tomato,
SIMPK7 and SIMPK?20 found to affect pollen development when, were knock-down or knock-
out, respectively[181, 182]. SIMPK7 mutants displayed abnormal pollen formation, probably
due to its involvement in tapetum degradation [181], while SIMPK20 is involved in post-
meiotic development through the regulation of gene expression that mediates sugar and auxin
metabolism [182]. In S. chacoense, a diploid species close to the cultivated potato (S.
tuberosum), two MAP3Ks were shown to play roles in both female and male gametophyte
development [175-177]. These MAP3Ks are members of a recently characterized MEKK class
called the Fertilization-Related Kinases (FRKs) class, that showed rapid evolution and
expansion in solanaceous species [174]. ScFRKI downregulated mutant [175] and ScFRK2

overexpressed mutant [177] led to the production of small fruits with severely reduced seed set.
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Megagametogenesis and microgametogenesis showed development arrest at the female
gametophyte stage (Mazin B., et al., unpublished). In 4. thaliana, AIMAP3K 19, 20 and 21 are
their closest orthologs. In recent years, the roles of AtMAP3K20 have started to be uncovered.
AtMAP3K20 was shown to interact with calmodulins and calmodulin-like proteins [204], and
might be involved in pollen development, being highly expressed in pollen and as a target of
the DUO1 R2R3 myb transcription factor [25]. In Brassica napus, BnMAP3K20 and
BnMAP3K19 were shown to be stress regulated [205]. Yeast two-hybrid assays also showed
that BnMAP3K19 interacted with BnMKKS8 and BnMKK9 whereas BnMAP3K20 interacted
strongly with BnMKK3 and to a lesser extent to BnMKK8 and BnMKK?9 [205]. More recently,
AtMAP3K20 was shown to modulate abscisic acid responses through the MKK5-MPK6 kinase
cascade and is also involved in Arabidopsis cortical microtubule functions through two non-
complementary pathways, one with MAP3K20, MKK3 and a still unknown MPK; the second,
as a non-canonical MAPK cascade made of MAP3K20 and MPK 18, bypassing the need for an
MKK intermediate.

Herein, we provide the characterization of the MAP3K ScFRK3, a third member of the
FRK family in S. chacoense that is phylogenetically close to AtMAP3K19, 20 and 21. We
describe its roles in both male and female gametophyte development, where ScCFRK3 acts as a
major role during gametophyte development. We also provide a putative MAPK signaling

cascade involving SCFRK3, ScMKK3 and ScMPK 13 in reproductive development.

2.2.4 Methods

2.2.4.1 Plant material and transformation

Solanum chacoense Bitt. plants (genotype G4, S12S14 self-incompatibility alleles and
V22 S11S13 self-incompatibility alleles) were derived from S. chacoense Bitt. lines P1458314
and PI1230582 from the NRSP-6 United States Potato Genebank (Sturgeon Bay, Wisconsin) and
were greenhouse-grown under long-day conditions (16 h light/8 h dark). For crosses, genotype
V22 was used as the pollen donor. Transgenic plants were produced in the G4 genotype by
agroinfiltration and callus regeneration as described previously [206] using Agrobacterium
tumefasciens strain LBA4404. DNA cloning was done with GATEWAY ® technology using
pDONRTM/Zeo as the entry vector and pK7GWIWG2(I) for RNAi mutant plants [207] as
destination vectors. RNAi expression was under the control of the CaMV35S promoter [175,

181]. After in vitro selection on appropriate antibiotics, twenty independent plants were chosen

55



for further analyses. Polyploid plants were identified by stomatal guard cell chloroplasts
number and discarded. Semi-quantitative RT-PCRs using the Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase (Invitrogen) were performed with 2.5 mg of total RNA from stamens
and ovules extracted from 6 mm growing buds and ovules of wild type and each mutant. All
primers used for PCRs and the number of cycles for each gene are listed in : Annexes 1

‘Tableau 2.

2.2.4.2 RNA expression and in situ hybridization

RNA from different tissues (leaf, stem, root, petal, anther, ovary, style and bud) were
extracted with TRIzol™ reagent (Invitrogen). RT-PCRs were performed as described earlier.
In situ hybridizations were performed on 6 mm flower buds [208]. Tissue sections of 8§ um
were made as described in Lantin et al., 1999 [209] with VistaVision Histobond microscope
slides (VWR). Sense and antisense RNA probes were synthesized from a 600 bp ScFRK3 PCR
amplicon that included the variable C-terminal domain (for primers, see Annexes 1: Tableau
2) using digoxigenin-11-UTP with T3 (for sense probe) and T7 (for antisense probe) RNA
polymerases (Roche). Microscope slides were hybridized with 50 ng of sense or antisense RNA
probes corresponding to the best signal to ratio concentration. Probe hybridizations were made
overnight at room temperature, while detection with the anti-DIG antibody was made for one
hour at 37°C. Tissue section staining was performed overnight at room temperature using
NBT/BCIP solution (Roche). Ovule clearing and microscopy Ovules from 3 to 8 mm buds and
from mature flowers were extracted from ovaries and were fixed and cleared as described
previously [210]. Cleared ovules were observed by differential interference contrast

microscopy using a Zeiss Axio Imager M1 microscope with a Zeiss Axiocam HRc camera.

2.2.4.3 Pollen development and viability analyses

Microspore development was studied by staining squashed anthers from all
development stages with the Hoechst 33342 nuclear stain (NucBlue ® Live ReadProbes ®
Reagent; Life Technologies). Developing pollen grains were observed under ultraviolet
wavelength (358 nm) using a blue/cyan filter as well as under bright-field with 1%
acetocarmine for pollen viability assessment. Pollen viability was also analyzed with
fluorescein diacetate (FDA) staining as described previously. For pollen viability test, three

replicates each using pollen from six different flowers were used. Observations were made with
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a Zeiss Axiocam HRc camera on a Zeiss Axio Imager M1 microscope. For SEM, fresh mature
pollen grains were directly observed with a JEOL JSM-7400F High Resolution Field Emission

Scanning Electron Microscope in extended vacuum mode.

2.2.4.4 MKKs and MPKs retrieval and RACE

The DNA sequence of Pollen- and ovule-expressed MKKs and MPKs were retrieved
from a de novo ovule and pollen tube transcriptome from S. chacoense (Transcriptome Shotgun
Assembly, Genbank accession: GDZWO00000000. Amino acid sequences from the kinase
domains of the 4. thaliana 10 MKKs and 20 MPKs were used to screen against the S. chacoense
transcriptome. The BLAST (tblastn) algorithm was used to compare the A. thaliana sequences
against the S. chacoense database. The matching transcripts were then compared with the NCBI
database to ensure their correspondence to true MKKs or MPKs. Since most of the transcripts
lacked a complete 5’ or 3” fragment, full-length RNA was obtained using ligase-mediated Rapid
Amplification of cDNA Ends (RLM-RACEs) (GeneRacer Kit, Life Technologies).

2.2.4.5 Directed Yeast-two hybrid assays

The ScFRK3 and ScMPKs were cloned into the pGBKT7 vector which contains the
DNA binding-domain [199] while the MKKs were cloned into pPGADT7 vector which contain
the activation-domain (AD) (Clontech). Individual baits (SCFRK3 or ScCMKK3) and preys
(respectively all MKKs or all MPKs) were respectively introduced in the Y2H Gold and Y187
yeast strains. Baits and preys were grown in SD (-)Trp and SD (-)Leu media, mixed in 2X
YPAD and incubated for 16 h at 30°C with slow shaking. One to two microliters(L) from each
mating was then deposited on selective media ((SD (-)Leu (-)Trp); (SD (-)Leu (-)Trp (-)His (-
)Ade (+)Aureobasidin A); (SD (-)Leu (-)Trp (-)His (-)Ade (+)Aureobasidin A (+) S0mM 3AT))

and incubated at 30°C for 3 to 6 days. Yeast two hybrids assays were done in triplicates.

2.2.4.6 Subcellular localization and bimolecular fluorescence complementation
assays

For subcellular localization, ScFRK3, ScMKK3 and ScMPK13 ORFs were fused to the
N-terminus of green fluorescent protein (GFP) using the GATEWAY ® technology in the
pMDCS3 plasmid as the destination vector [211]. For BiFC, pUC-SPYNE and pUC-SPYCE
destination vectors were used to fuse the N (pUC-SPYNE) part of the yellow fluorescent protein
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(YFP) or the C (pUC-SPYCE) part of the YFP to the C-terminus end of one of the proteins of
interest [212]. Tagged proteins were transiently expressed in onion epidermal cells through
DNA-coated microparticle bombardment using the Biolistic PDS-1000/He Particle Delivery
System (Bio-Rad). Onion epidermal cells (1 cm?) were bombarded with 1.0 m gold particles
from a distance of 9 cm and at a pressure of 1,100 psi. For subcellular localization assays, as
well as BiFC interactions, all experiments were done in triplicates with at least 10 fluorescent

cells per replicate in order to validate the results.

2.2.5 Results

2.2.5.1 ScFRK3, a MEKK related to the Arabidopsis MAPKKK19, 20 and 21

From the combined S. chacoense ovule and pollen tube transcriptome, 21 different
MEKKSs were isolated with six of them (ScFRK1-6) belonging to the FRK class [174]. Among
these, SCFRK3 and 4 are the closest orthologs of the 4. thaliana MAP3K19, 20 and 21 (Figure
13), sharing between 43% and 75% amino acid pairwise identity with those from A. thaliana.
The FRK class kinase has recently been shown to have largely expanded in solanaceous species
[174]. In fully characterized solanaceous genomes, like Solanum tuberosum and Solanum
lycopersicum, their total number (15 and 17 FRKs, respectively) account for more than 40% of
the whole MEKKs subfamily. As for other members of the FRK class, SCFRK3 is a small
MEKK with a 352 amino acids sequence (39 kD) consisting mainly of a protein kinase domain
(from 3-260) and a short C-terminal domain (from 261-352). Unlike SCFRK1 [175], and some
other members of the FRK class (36) that are predicted as nuclear proteins, SCFRK3 did not
harbor a mono- or bipartite nuclear localization signal. Nonetheless, SCFRK3 was found both

in the cytoplasm and the nucleus, even when linked to the GFP fluorescent marker (Figure 13B).
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Figure 13: Phylogenic positioning of SCFRK3 inside the FRK class and cellular localization.

A. Phylogenetic tree of the ScFRKs (ScFRK1-6) and AtMAP3K13-21 (AtMAPKKK13-21). ScFRK3
and ScFRK4 are the closest orthologs of the Arabidopsis AtMAP3K19-21 (MAPKKK19-21). The
tree was made by the Neighbor Joining method using 1000 replicates and rooted with the
kinase domain of AtBRI1. B. (i) Transient expression of SCFRK3-GFP in onion cells through
microparticle bombardment showing the subcellular localization of ScFRK3 in the cytoplasm
and nucleus. Nuclear staining of (ii) with Hoechst 33342 DNA stain. (iii) DIC image of (i and ii).
(iv-vi) Negative control with (iv) bombardement of empty vector (pMDC83);(v) Nuclear
staining of (iv) with Hoechst 33342 DNA stain; (vi) DIC image of v and vi. Arrowhead points to
the nucleus. Scale bars: 50 um.

2.2.5.2 ScFRK3 expression pattern suggests a role in reproductive development

It was recently shown that ScFRK3 was expressed in somatic tissues such as leaves,
stems, roots, as well as in flower buds [174], suggesting a role in reproductive development
similarly to the two previously described FRK class members, ScFRK 1 and ScFRK?2 [175-177].
To precisely determine in which tissue and developmental stages ScFRK3 is expressed, semi-
quantitative RT-PCRs were performed on flower buds ranging from 3 to 8 mm length, on
flowers at anthesis, and on fruits from one to three days after pollination (DAP). As shown in
Figure 14A, ScFRK3 is expressed in reproductive tissues of very young buds (3 mm length).

While ScFRK3 expression in ovary remains unchanged at all stages, stylar expression increased
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in 7-8 mm buds (corresponding to 1 day before anthesis; 1 DBA). Stamen mRNA expression
was the strongest overall with a steep increase in 5-6 mm buds that stayed stable until the day
before anthesis. At anthesis stage, stamen expression decreased sharply while stylar expression
remained high. ScFRK3 mRNA was also detected in young fruits, from 1 to 3 DAP. To finely
define the ScFRK3 expression pattern, in situ hybridizations were performed on developing
flower buds. As shown in Figure 14B, ScFRK3 is expressed in 6 mm whole flower buds,
especially in the ovules, pollen and tapetum. ScFRK3 mRNAs are detected in young pollen,
particularly in tetrads (Figure 14D and F) and young microspores before PMI (Figure 14G).
Inside the ovary, ScFRK3 is highly expressed in the ovule compared to the placenta and pericarp
(Figure 14I), although expression is still lower than in pollen. ScFRK3 ovular expression is
observed in the integument as well as in the young embryo sac. As shown in Figure 14K and
L, ScFRK3 mRNAs are detected in the ovule at the MMC stage (Figure 14K) as well as during
the first mitosis of the FG (Figure 14L). Taken together, ScFRK3 expression profile strongly

suggests a role in gametophyte development, especially at young developmental stages.
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Figure 14: SCFRK3 expression pattern in reproductive development.

A. Semi-quantitative RT-PCRs on reproductive tissue using ScFRK3 specific primers. B-M. In
situ localization of ScFRK3 transcripts using 50 ng of antisense probe in young flower bud (B),
young stamen (D), pollen at tetrad stage (F) and young microspore stage (G), inside the ovary
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(), in ovule before FM stage (K) and in ovule after the first mitosis (L). In situ hybridizations
using 50 ng of sense probe in young flower bud (C), young stamen (E), young microspore (H),
inside the ovary (J) and an ovule after the first mitosis (M). Scale bars: 200 um (B-E, | and J)
and 50 um (F-H, K-M). Abbreviations: es, embryo sac; in, integument; ov, ovule; pl, placenta;
po, pollen; sti, stigma; sty, style; ta, tapetum; nu, nucleus.

2.2.5.1 ScFRK3 RNAI plants show reproductive defects

To elucidate the function of the ScFRK3 gene, RNAi mutant plants were generated and
tested for the downregulation of ScFRK3 mRNA expression levels. RT-PCRs were performed
on stamens and ovules extracted from 6 mm growing buds (Figure 15A). Three different lines
(iFRK3-1, iFRK3-2 and iFFRK3-3 that showed a significant decrease in ScFRK3 mRNA levels
in anthers and ovule during development were kept for further investigation. Since pairwise
nucleotide sequence identity between ScFRK3 and its five S. chacoense closest relatives (Figure
13) ranged from 40% to 69%, semi-quantitative RT-PCR analyses were performed to determine
whether expression of the other five SCFRK members may be affected by the ScFRK3 RNAi
construct. As shown in Figure 15A, RNA expression levels from the five other ScFRKs
remained unchanged in all three ScFRK3 RNA1 mutants tested, indicating that the reproductive
phenotype observed in ScFRK3 RNAI lines is linked to the downregulation of the ScFRK3 gene
only. The three ScFRK3 RNA1 lines were then cross-pollinated with a compatible S. chacoense
accession for fruit size and seed set analyses. Lines iFRK3-1, iFRK3-2 and iFRK3-3 showed
severely reduced fruit size (Figure 15B and C). Seed set in these three interference lines was
also severely reduced, with a mean ranging from 28 to 87 seeds compared to 155 in WT plants

(Figure 15C and D).
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2.2.5.2 Ovule development is affected in SCFRK3 RNAi mutants

Since ScFRK3 expression is detected early on during reproductive development (Figure
14) and seed set clearly affected in RNA1 ScFRK3 mutant lines (Figure 15 C and D), we
microscopically observed gametophytic development on cleared ovules. As for other
solanaceous species, S. chacoense has a Polygonum-type embryo sac (ES). To determine at
which stages the ovule is mostly affected in RNAi mutant lines, ovules from WT and mutant

flower buds (from 3 to 8 mm length) were analyzed. The results are summarized in Tableau 1.
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Microscopic analyses of 3-4 mm WT bud showed high proportion of ovules (red) at the MMC
stage, with a low proportion (yellow-white) of ovules beginning the meiosis. In contrary, in 4-
5 mm buds the majority of ovule (red) pass the meiosis stage (functional megaspore) and began
mitosis. After the three mitosis, an eight nuclei ES (FG5-FG6) is observed in 6-7 mm buds.
Central cell karyogamy, cellularization and antipodal cells degeneration are the final steps of
ES maturation (FG7), occurring generally in 7-8 mm buds, approximately one day prior
anthesis. These three steps are grouped together and represented by Mat (for maturation) in
Tableau 1. Ovules from the three iFRK3 mutants started to develop normally but, unlike in
WT, most of ES did not progress further than the functional megaspore stage (FM) (represented
in red compartments, Tableau 1). A small proportion of the ES, however, displayed delayed
development, and could progress through one, two or the three mitosis. Figure 16 A shows the
proportion of normal ES (black), degenerated ES (dark grey) and ES that were stopped during
one of the mitosis stages (light grey) in iIFRK3 mutants and WT flowers at anthesis. In mature
flowers, 93% of WT ES were normal while only 52%, 46% and 22% of iFRK3-1, iFRK3-2 and
iFRK3-3 ES were normal, respectively. In contrast, only 6% of WT ES were completely
degenerated, compared to 43%, 45% and 69% in iFRK3-1, iFRK3-2 and iFRK3-3, respectively.
Typical phenotypes presented in iFRK3 mutants are shown in Figure 16 (B-I). Figure 16 shows
that the FM development is not affected in iFRK3 mutants (Figure 16B and C), unlike the first
mitosis step or FG2 (Figure 16D and E), leading to the degeneration of the female gametophyte
in mature flowers (Figure 16F-I). These results suggest that ScFRK3 is involved in female

gametophyte development.
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Tableau 1: Correlation between ovule development stages and bud size in WT and iFRK3

mutants.

Genotype

Bud size (mm)

P MMC D T

WT

MI

MII

MIIT Mat ES Dg Tot

13 B8 18 10

100
100
100
100
100

N W e e

iFRK3-1

N v

1

iFRK3-2

16
17
17

100
100
100
100
100

[
-]

2 N 17 9

100
12 | 100
9 100
16 | 100
100

iFRK3-3

WIS SN R WIS NN AR WS S
] 1
N A0 O N T A 9 NN A 2

100
100
100

6 4 3 100

P: Primordium; MMC: Megaspore Mother Cell; D: Dyad; T: Tetrad; FG: Functional Megaspore, MI: Mitosis I;
MII: Mitosis II; MIII: Mitosis I1I; Mat: Embryo sac Maturation; ES: Embryo Sac; Dg: Degenerated; Tot: Total of
ovules observed. Expression levels are shown on a color scale with red indicating strong proportion of ovule,
yellow for low proportion of ovule, and white with no ovule at a given stage
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Figure 16: Ovule phenotyping in iFRK3 mutants.

A. Percentage of normal embryo sacs, degenerated ES (dark gray) and ES arrested during
mitosis stages (light gray) from anthesis flowers in WT and iFRK3 mutants. B-I. DIC images of
developing ovules in WT and iFRK3-3 mutant plants. Ovule at the FG1 stage in WT (B) and
iFRK3-3 mutant flowers (C). Ovule at first mitosis stage (FG2) in WT (D) and degenerating in
iFRK3-3 mutant plants (E). Mature ovule in WT (F and H) and in iFRK3-3 mutant flowers (G and
I). F and H are different Z-stack planes of the same ovule. Abbreviations: ccn, central cell
nucleus; ec, egg cell; fg, functional megaspore; n, nuclei; sy, synergids. Scale bars: 20 um.
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2.2.5.3 Pollen development and viability are also affected in SCFRK3 RNAI lines

Since ScFRK3 mRNAs were detected in stamen, pollen viability was also analyzed in
iFRK3 mutants. Pollen from WT, iFRK3-1, iFRK3-2 and iFFRK 3-3 mature flowers were stained
with 1% acetocarmine solution, and viable as well as non-viable pollen grains were counted.
As displayed in Figure 17A, 96% of WT pollen grains were viable, compared to 55%, 60%,
and 13% in iFRK3-1, iFRK3-2 and iFFRK3-3 respectively. With the acetocarmine staining
method, viable pollen grains are round and evenly stained in pink (Figure 17A, i-iv), while dead
pollen grains are smaller, translucent and mostly deformed. For more accuracy, fluorescein
diacetate (FDA) staining was also used to analyze pollen viability in WT and iFRK3 mutants
(Figure 17A, v-viii). In comparison to WT, around half of the pollen grains were considered
dead, failing to show FDA fluorescence in iFRK3-1 and iFRK3-2 mutants. For iFRK3-3, only
6% of the pollen grains showed FDA fluorescence and were considered alive. To analyze the
ultrastructure of pollen defects in iFFRK3 plant lines in more details, pollen grains were observed
by scanning electron microscopy. Normally, Solanum chacoense pollen grains consists of three
equally distributed apertures that run longitudinally to the pollen axis. However, iFFRK3 mutants
produced numerous shriveled and collapsed pollen grains (Figure 17A, ix-xii). As was observed
for ovule development, pollen viability phenotype was also more severe in the iFRK3-2 and
iFRK3-3 line.

To determine when exactly pollen development was affected in ScFRK3 disrupted
plants, pollen viability assays and DNA staining were performed on developing WT and mutant
pollen. A comparison between WT and iFRK3-3 plants is shown in Figure 17B. At the PMC
stage, pollen mother cells from WT and iFRK3-3 plants were fully viable, as observed by
acetocarmine staining (Figure 17B, i-iv). Next, at the microspore tetrad stage, pollen from both
WT and iFRK3-3 plants had fully undergone meiosis (Figure 17B, v-viii), including microspore
release (Figure 17B, ix-xii). As the microspores grew, PMI occurred normally in the WT and
produced a two-celled pollen grain, the vegetative and the germ cells (Figure 17B, xiii and xiv).
In contrast to WT pollen, PMI did not occur in most pollen grains in the iFRK3-3 mutant,
already starting to collapse and die (Figure 17B, xv-xvi). WT mature pollen grains (Figure 17B,
xvii and xviii) were fully viable as observed with by acetocarmine staining, while pollen grains
from iFRK3-3 mutants were mostly dead (Figure 17A, iv and Figure 17B, xix and xx). The few

remaining pollen grains that could go through PMI grew successfully to maturity, as was
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observed for WT pollen. These results show that ScFRK3 is involved not only in the female

gametophyte, but also on the male side, in pollen development.
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Figure 17: Pollen phenotyping in iFRK3 mutants.

A.The pollen grains were examined by acetocarmine staining (i-iv), fluorescein diacetate (FDA)
staining (v-viii) and scanning microscopy, respectively (ix-xii). For acetocarmine and FDA scale
bars: 50 um. For SEM scale bars: 10 um. B. Pollen development phenotyping using Hoechst
33342 DNA stain (i, iii, v, vii, ix, xi, xiii, xv, xvii and xix) and acetocarmine staning (ii, iv, vi, viii,
X, Xii, xiv, xvi, xviii and xx) in WT (i, ii, v, vi, ix, x, xiii, xiv, xvii and xviii) and iFRK3-3 mutant (iii,
iv, vii, viii, xi, xii, xv, xvi, xix and xx) plants. PMC stage (i-iv). Tetrad stage (v-viii). Released
microspores (ix-xii). Microspores after PMI (xiii-xvi). Mature pollen (xvii-xx). Scale bars : 20 um.

67



2.2.5.4 ScFRK3 interacts with SCMKK3

In the MAPKKK family, ScFRK3 is classified as a MEKK subfamily kinase, thus its
involvement in a canonical MAPK signaling pathway is expected. To reconstitute a three tier
kinase module with ScCFRK3 acting as the upstream kinase, yeast-two hybrid (Y2H) assays
were performed with the SCMKKSs and ScMPKs found in the S. chacoense combined ovule and
pollen transcriptome. Using the 10 MKKs and the 20 MPKs from 4. thaliana to screen the S.
chacoense transcriptome, five ScMKKs and 16 ScMPKs were retrieved (See Annexes
1:Tableau 3). A phylogenetic analysis for both S. chacoense MKKs (Annexes 1: Figure 33)
and MPKs (Annexes 1: Figure 34) was performed to assign their closest ortholog (s) in A.
thaliana and Solanum lycopersicum. All SCMPKs expressed in the combined pollen and ovule
transcriptome had clear orthologs in tomato, while three others (isotigs 27038, 27937 and
36598) which could not be clearly assigned among the 20 AtMPKs (Annexes 1: Tableau 3 &
Figure 34).

Directed Y2H assays were then performed using SCFRK3 fused to the binding domain
[199] as bait and all SCMKKSs from our combined pollen and ovule transcriptome were fused
to the activation domain (AD) as preys. Since the full version of SCFRK3 was interacting with
all preys, including the negative control (pGADT7, empty vector, not shown), three different
versions of the ScFRK3-pGBKT7 constructs were made (Figure 18A). The N-terminal
construct (SCFRK3-Npart), comprised amino acids 1 to 176, the middle part (ScCFRK3-Mpart)
comprised amino acids 89 to 264, while the ScFRK3 C-terminal part (ScFRK3-Cpart)
comprised amino acids 177 to 352. While none of the separate SCFRK3 constructs interacted
with the empty vector (pGADT?7), the ScFRK3-Cpart interacted only with isotig1 5708, which
was renamed SCMKK3, being the closest ortholog to the Arabidopsis MKK3 (Figure 18B). This
interaction was exclusive since only the SCFRK3-Cpart interacted with SCMKK3, while the
ScFRK3-Npart and -Mpart did not interact with any ScMKKs. The ScFRK3-ScMKK3
interaction was also confirmed in vivo in onion epidermal cells using BiFC assays. When
ScFRK3-NYFP and ScMKK3-CYFP were co-expressed in onion cells, fluorescence was
observed inside the nucleus and in the cytoplasm (Figure 18C, i and iii). Moreover, the
expression pattern of SCMKK3 was verified by semi-quantitative RT-PCR using specific
primers and was found to be expressed in somatic as well as reproductive tissues (style, ovary,

stamen and buds) (Annexes 1:Figure 35A), overlapping the SCFRK3 expression pattern. As for
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ScFRK3, ScMKK3-GFP alone was also localized inside the nucleus and the cytoplasm
(Annexes 1: Figure 35B, i and i1). Taken together, these results suggest that SCFRK3 interacts
with ScCMKK3 in both the nucleus and cytoplasm.
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Figure 18: ScFRK3 interacts with the MAP kinase kinase SCMKK3.

A. Diagram showing the three different constructs made in pGBKT7 with ScFRK3 as the insert. B.
Directed Y2H assays between the three ScCFRK3-pBKT7 constructs and the five ScMKKs found in the S.
chacoense transcriptome. The only positive interaction is shown between ScFRK3-Cpart and ScMKK3.
-LTHA/+AbA: Y2H media without leucine, tryptophan, histidine, adenine and with aureobasidin A; -LT:
Y2H media without leucine and tryptophan. C. (i) The interaction between ScFRK3 (35S::ScFRK3-YFPN)
and ScMKK3 (35S::ScMKK3-YFPC) isconfirmed by BiFC in onion cells.(iii) 35S::ScFRK3-YFPN and
35S::YFPC only (empty vector) used as negative control. (v)35S::ScMKK3-YFPN and 35S::YFPC only
(empty vector) used as negative control.(ii, iv, vi) All BiFC interactions were done in triplicates with at
least 10 fluorescent cells per replicate. DIC image of i,iii and v. Scale bars : 50 um.
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2.2.6 ScMKK3 interacts with ScMPK13

To identify MPK(s) that could act downstream of ScMKK3 and form a possible
signaling cascade downstream of ScFRK3, directed Y2H assays were performed using
ScMKK3 fused to the AD as bait, and all 16 ScMPKs from our combined pollen and ovule
transcriptome fused to the BD as preys [174]. Since the full version of ScCMKK3 was interacting
with all ScMPKs preys as well as the negative control vector (pGADT?7, empty vector, not
shown), three new versions of SCMKK3 were produced. The SCMKK3 constructs are shown in
Figure 19A. Amongst the 16 SCMPKs, none interacted with the SCMKK3-N and -C parts while
only one interacted with the SCMKK3-Mpart, the S. chacoense isotig37333 (Figure 19 B). None
of the other 15 ScMPKs, nor the negative control, grew on -LTHA/+ADbA selective media (not
shown except for isotig37161, since the 14 others were also negative). When compared to the
A. thaliana MPKs, the closest ortholog of isotig37333 was clearly the A. thaliana MPK13 with
77 % identites between proteins (Annexes 1: Figure 34), thus, isotig37333 was renamed
ScMPK13 to follow the A. thaliana nomenclature. The Y2H interaction between ScMKK3 and
ScMPK 13 was also confirmed by in vivo complementation assays using BiFC in onion
epidermal cells (Figure 19C). Yellow fluorescence was observed in the nucleus and cytoplasm
of cells co-expressing SCMKK3-CYFP and ScMPKI13-NYFP. Like most MPKs (47),
ScMPK13-GFP is localized in the nucleus and in the cytoplasm (Annexes 1 : Figure 35iii).
Thus, the above-mentioned results strongly suggest that SCMKK3 and ScMPK13 interact
together in a potential signaling cascade downstream of ScFRK3. As expected, RT-PCR
analysis showed that SCMPK13 is also expressed in buds, and in other reproductive tissues
(Annexes 1: Figure 35A), overlapping the ScFRK3 and ScMKK3 expression patterns,
supporting the hypothesis that SCFRK3-ScMKK3-ScMPK 13 form a likely three-tiered MAPK

cascade.
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Figure 19: ScCMKK3 interacts with the MAP kinase ScMPK13.

A. Diagram showing the three different constructs made in pGBKT7 with ScMKK3 as the insert.
B. Directed Y2H between the three constructions of ScMKK3-pBKT7 and two ScMPKs. The only
positive interaction is shown between ScMKK3-midpart and ScMPK13. C. (i) The interaction
between ScMKK3 (35S::MKK3-YFPC) and SCMPK13 (35S::MPK13-YFPC) is confirmed by BiFC in
onion cells. (iv) 35S5::MPK13-YFPC and 35S::YFPN only (empty vector) used as negative control.
(ii, v) All BiFC interactions were done in triplicates with at least 10 fluorescent cells per
replicate. Nuclear localization confirmation with the Hoechst 33342 DNA stain. (iii, vi) DIC
image of i and ii, and iv and v, respectively. Scale bars: 50 um.

2.2.7 Discussion

Plant genomes harbor the largest MAPK family within the eukaryotes, suggesting major
roles and a wide involvement in various biological processes. Here, we introduced ScFRK3, a
Solanum chacoense MAPKKK within the MEKK family. SCFRK3 is part of the FRK class
(Fertilization-related kinases) of which two other members have been previously characterized
[175-177]. The FRK class is a monophyletic group inside the MEKK subfamily that appeared
within the Angiospermae and has largely expanded within the Solanaceae family [174]. The
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FRK class can be further subdivided into 4 groups. Compared to 4. thaliana (Brassicaceae) and
Gossypium raimondii (Malvaceae), that respectively have three and two FRK class kinases, S.
tuberosum and S. lycopersicum (Solanaceae) possess 15 and 17 members, respectively.
Furthermore, of the four FRK groups found in haploid genome in Solanaceae, A. thaliana and
G. raimondii only harbor one, group 4, the most ancient group in dicots [174].

The highly specific tissue expression for the first two FRKs characterized, and the
phenotypes observed in ScFRK2 overexpression plant lines [176, 177] and RNAi down-
regulated ScFRK1 lines [175], showed that these kinases play important roles in reproductive
tissues, suggesting that other members of the FRK class might also play roles in reproductive
development. The current analysis of the ScFRK3 gene supports this hypothesis. As for
ScFRKI and 2, ScFRK3 is expressed in developing ovules and stamens, which is consistent
with the developmental defects observed in both male and female gametophytes in ScCFRK3
down-regulated RNAi mutants. But, in contrast to ScFRKI and ScFRK2, ScFRK3 is also
expressed in leaves to similar levels than in reproductive tissues, while no obvious leaf
phenotype could be observed in RNAI lines that showed severe reproductive defects. Since no
single mutants could be rescued by the other FRKs, ScFRK 1, 2 and 3 are clearly not genetically
redundant. Considering that the amino acid pairwise identity between SCFRK1 to 3 ranges from
32 to 42% (48 to 57% nucleotide identity from the ORF), it is not surprising that RNA
interference using SCFRK3 did not affect levels of the other 5 ScFRKSs, as shown in Figure 15.
Furthermore, although ScFRK1 to 3 are expressed in both male and female reproductive tissues,
their respective mRNA expression does not follow the same pattern. ScFRKI mRNA
expression is detected very early on during ovule and pollen development, in the integument
and megaspore mother cell (MMC) and in pollen mother cells (PMC), respectively. Before
anthesis, ScFFRKI mRNA levels increase in ovaries to reach a maximum around anthesis, were
strong accumulation of ScFRK1 mRNAs can be observed in the integument, the synergids and
egg cell. In the absence of pollination, ScFRK1 mRNA levels slowly decrease, being still high
72 h after anthesis. Pollination and fertilization have drastic effects on ScFRKI mRNA
accumulation with a steep decrease already 12 h after pollination, and an almost complete
absence of ScFRKI1 mRNAs at fertilization [175]. On the contrary, ScFRK2 mRNA levels are
very weak in all tissues tested and almost undetectable in mature ovaries, where they increase
dramatically after fertilization [177]. ScFRK3 mRNAs, however, are more abundant in
developing stamens than in developing ovules. ScFRK3 RNA level is slightly higher in ovules
of 5-6 mm buds and decreases to reach undetectable expression (in RT-PCR) at anthesis, while

expression is still detected in stamens. Weak expression is still detected after pollination and in
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developing fruits. In situ hybridization confirmed the RT-PCR results, showing that ScFRK3 is
expressed strongly in developing pollen (tetrads and microspore) as well as in the anther
tapetum, and is also expressed in young ovules, at lower levels.

Unlike the other two FRKSs characterized previously, SCFRK3 is found both in the
cytoplasm and the nucleus, where it possibly initiates its signaling cascade. Yeast two hybrid
screens revealed that only SCFRK3 (Figure 18), and not SCFRK 1 nor SCFRK2 (data not shown),
could interact with SCMKK3. Although the full lenght SCFRK3 proteins sequence interacted
with all preys and the negative control, segmentation the protein in three parts showed that only
the ScCFRK3 C-terminal part interacted with SCMKK3 (Figure 17). Using Y2H, the interaction
between AIMAP3K20 and AtMKK3 showed that the AtMAP3K20 C-terminal part comprised
a motif enabling a strong interaction with the AtMKK3, supporting the interaction between
ScFRK3 and ScMKK3 in S. chacoense [213]. Furthermore, fine dissection of the AtMAP3K20
C-terminal part pinpointed to a smaller segment that is also present in AtMAP3K19 and 21 as
well as ScFRK3 and 4 (Annexes 1:Figure 36). This segment encompassed a typical DEF
mammalian MAP kinase docking site (Docking site for ERK, FXFP), strongly supporting its
interaction with SCMKK3. Such DEF domains are generally characterized by an FXF where X
can be (P/D/E)) motif located between 6 and 20 amino acids C-terminal to the (S/T)-P
phosphoacceptor site [214]. Of the 16 ScCMPKs retrieved from the S. chacoense pollen and
ovule transcriptome, only one, isotig37333 renamed ScMPK 13, being closest to the A. thaliana
AtMPK13, interacted with SCMKK3 (Figure 19). Both ScCMKK3 and ScMPK 13 genes are also
co-expressed in the same tissues as SCFRK3 (compare Figure 14A and Annexes 1:Figure 35A).
Furthermore, BiFC assays showed that SCFRK3 co-localized with SCMKK3 (Figure 18C), and
ScMKK3 with ScMPK13 (Figure 19C), both in the cytoplasm and the nucleus, suggesting the
possibility of a unique signaling cascade specific to ScFRK3, involving ScMKK3 and
ScMPK13.

In A. thaliana, several mutants have been identified by their defects in gametophyte
development, especially in both male and female mitosis steps. For example, some proteins
associated with microtubules and cytokinesis, like TIO in the male gametophyte, are crucial for
male and female mitosis [32, 34]. One exception is the potential signaling cascade involved in
PMI, which starts with HINKEL and TETRASPORE acting as receptor/sensor, transmitting
signals to the MAPK cascade (ANP1-3 - MKK6 - MPK4) to phosphorylate MAP65 and other
MAPs involved in microtubule organization [36]. On the female side, despite all the mutants

blocked in FG1 stage, no potential signaling cascade has yet been uncovered. For example,
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AtKin-1, a kinesin involved in microtubule dynamics and FG mitosis, also play roles in long-
distance transport of organelles, vesicles and chromosomes. Yet no interacting partner has been
found [195]. In ES maturation, the CKI1 histidine kinase has been shown to act upstream of the
MYB119 transcription factor, which expression level is lower in CK/ mutants [215]. Similarly,
no intermediate proteins have yet been uncovered in this pathway.

Recently, a tomato MAPK from group D, SIMPK20, was shown to regulate pollen
development after meiosis, with no effect on the maternal side [182]. Another tomato MAPK,
SIMPK?7, orthologous to AtMPK4, both classified in MAPK group B, like ScMPK13, have been
reported as actors in tapetum and early pollen development [181]. Here, we showed the
involvement of the SCFRK3 in gametophyte development, a MAPKKK clearly acting in both
male and female gametophyte development, that interacted only with SCMKK3. Our protein-
protein interaction results suggest that the SCFRK3-ScMKK3-ScMPK 13 could be a bona fide
three-tiered cascade involved in plant gametophyte development. Further genetic analysis of

the two downstream kinases from Sc//RK3 should reveal the full role of this new cascade.

2.2.8 Conclusions

The present study on the MAPKKK ScFKR3 confirmed the implication of the ScFRK
family in reproductive development. The ScFRK3 showed strong expression during anther and
ovary development, specifically in the male and female gametophyte, hence ScFRK3 RNAi
mutant plants showed severe defects in reproduction, with embryo sac and pollen development
arrested before mitosis I. Protein-protein interaction assays also suggested a three-tiered MAPK
cascade with SCFRK3-ScMKK3-ScMPK13. This study reinforces the important role of MAPK

kinase cascades in the development of reproductive tissues in plants.
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3 La ScFRK2 est impliquée dans le développement du sac

embryonnaire chez Solanum chacoense.

3.1 La Solanum chacoense Fertilization-Related Kinase 2 est nécessaire pour le
développement des gamétophytes femelles.

Mazin Benjamin Damien
Institut de Recherche en Biologie Végétale, Département de Sciences Biologiques,

Université de Montréal, 4101, rue Sherbrooke est, Montréal, QC, Canada, H1 X 2B2.

3.1.1 Préambule

La Fertilization-Related Kinase 2 est nécessaire pour la formation des gamétophytes
males et femelles. La surexpression de ScFRK2 conduit une petite partie des primordiums

ovulaires a se développer en structure carpéloide.

3.1.2 Sommaire

Le chapitre II vient appuyer I'hypothése que le sous-groupe des Fertilization-Related
Kinase (FRK) est requis pour le développement des gamétophytes males et femelles chez S.
chacoense. L’ utilisation des méthodes de transgénése a permis de démontrer que deux des
ScFRK, ScFRK1 et ScFRK3, sont nécessaires pour le développement du sac embryonnaire. En
effet, la diminution de I'expression de I'une d’entre elles, entraine 1'arrét du développement des
ovules au stade mégaspore fonctionnel. La surexpression de la ScFRK2 (OX-ScFRK?2) dans
I'ovaire produit des fruits plus petits contenant trois fois moins de graines que le fruit sauvage.
Cette différence semble étre expliquée par la conversion d'ovules en structures carpéloides.
Nous démontrons dans ce chapitre que les structures carpéloides ne représentent que 10 % des
ovules chez les lignées transgéniques OX-ScFRK2. Elles ne permettent donc pas d'expliquer
entierement la diminution du nombre de grains par fruit. L'observation les sacs embryonnaires
a l'anthese, des ovules n'ayant pas subi de conversion, montrent que dans 66 % a 76 % des cas,
ils sont dégénérés. L'étude du développement des sacs embryonnaires démontre qu'un grand

nombre de gametes n'arrivent pas a progresser en mitose I et sont bloqués au stade mégaspore
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fonctionnelle comme lors de la diminution d'expression de ScFRK1 et ScFRK3. Le chapitre 111
permet d'approfondir les connaissances sur la SCFRK2 lors de la formation du gamétophyte

femelle chez Solanum chacoense.

3.2 The ScFRK2 mitogen-activated protein kinase kinase kinase (MAP3K) is
involved in early embryo sac development in Solanum chacoense.

Benjamin Damien Mazin, Valentin Joly and Daniel P. Matton

Institut de Recherche en Biologie Végétale, Département de Sciences Biologiques,
Université de Montréal, 4101, rue Sherbrooke est, Montréal, QC, Canada, H1X 2B2

Publi¢ dans Plant Signaling & Behavior (2019)

DOI: 10.1080/15592324.2019.1620059

3.2.1 Apport original

Benjamin Mazin est I’instigateur principal de l'article. Il a réalis¢ I’ensemble des
expériences décrites et a aussi rédigé 1’article.

Valentin Joly a aidé a la conception des figures et la mise en page de l'article. Il a
contribué a I'écriture et la correction de l'article.

Daniel P. Matton a supervisé et subventionné¢ les travaux. Il a aussi contribué a I’écriture

et a la correction de 1’article.

3.2.2 Abstract

Fertilization-Related Kinases (FRK) are a group of the mitogen-activated protein kinase
kinase kinase (MAP3K or MEKK) that has proliferated in Solanaceae species. Studies on the
wild potato Solanum chacoense have shown that three SCFRKs are directly involved in female
gametophyte development. Decreasing the expression of ScFRKI and ScFRK3 by RNA
interference lead to embryonic sac development arrest at the functional megaspore stage. As
for ScFRK?2, the first FRK studied, antisense and co-suppression lines showed no abnormality,
while overexpression lines lead to a drastic decrease in seed numbers, presumably caused by a
conversion of the ovule into a carpel-like structure. Here we show that in ScFRK2
overexpression lines carpel-like structures from the ovule cannot explain the drastic decrease

in seeds considering the low percentage of these carpel-like structures, but interferes in early
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ovule development as observed in ScFRKI and ScFRK3 knock-down mutants where most
ovules are arrested at the functional megaspore stage. The highly similar phenotype from
knock-down mutants (ScFRK1 and ScFRK3) and ScFRK?2 overexpression lines suggests that
these MAP kinases could operate antagonistically through a balance between ScFRK and 3 on
one side and ScFRK?2 on the other. This study strongly suggests the importance of the FRK

family expression levels during early stages of ovule development in S. chacoense embryo sac.

Keywords: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinases (MAP3Ks), Fertilization-

Related Kinases (FRKSs), ovule development, Solanum chacoense.

3.2.3 Introduction

In flowering plants, the female gametophyte (FG)—also known as the embryo sac (ES)
or megagametophyte—is the ovular structure targeted by the pollen tube to achieve double
fertilization. Its biological importance and its exquisite structure have made it a model system
for the study of cell specialization, cell-cell communication, and programmed cell death[46].
In the ovary, the FG development starts with the meiotic division of a megaspore mother cell
(MMC) into four haploid cells, of which three degenerates, leaving a single functional
megaspore (FM), which undergoes three mitotic divisions producing eight non-cellularized
nuclei which will eventually migrate and be compartmentalized into an oosphere, a central cell,
two synergid cells, and three antipodal cells. The success of this complex developmental
program relies on a constant and dynamic cell signaling networks [45].

Protein kinases play an essential role in signal transduction in eukaryotes, and several
of them were shown to be involved in ovule development. For instance, TWO-IN-ONE, a kinase
from the FUSED family, is required for proper ES cellularization [32], while the CYTOKININ
INDEPENDENT 1 histidine kinase, an activator of cytokinin signaling, controls the
specification of the central cell [65]. In solanaceous species, the development of reproductive
structures involves mitogen-activated kinase kinase kinase (MAP3K) proteins from the
FERTILIZATION-RELATED KINASE (FRK) family [174]. In Solanum chacoense, three
closely related genes from this family, ScFRKI, ScFRK2 and ScFRK3, are expressed in
developing embryo sac and in ovule integument (Solanaceae have unitegmic ovules), starting
at the MMC stage. The expression of ScFRK1 is maintained until the final mature ES stage,
and eventually concentrates in the egg cell and synergids [175], while ScFRK2 and ScFRK3 are
expressed until the first mitosis only [177, 217]. All ScFRK 1 and ScFRK 3 knock-down mutants
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produced smaller fruits with a sharp decrease in the number of seeds per fruit, caused by an
early gametogenesis defects, with most FMs failing to enter the first mitotic division, leading
to ovary degeneration [175, 217]. Interestingly, no clear ovule development phenotypes were
observed in ScFRK2 antisense lines that showed reduced ScFRK2 mRNA levels, nor from a
fully co-suppression line from sense overexpressed ScFRK2 [177]. In contrast, ScFRK2
overexpression lines (mainly ScFRK2 -S2 and S17) were shown to exhibit a dramatic

diminution in seed set [177].

3.2.4 Results and discussion

After confirming the low seed set phenotype in ScFRK2-S2 and S17 overexpression line
(Figure 20A), we set out to determine whether it was linked to ES developmental defects similar
to ScFRK1 and ScFRK3. We first corroborated the existence of aberrant carpelloid structures
in ovaries of both mutant lines, resulting from the overgrowth of the ovule integument (Figure
20B). However, this morphological abnormality remained limited to 10% and 9% ovules in
ScFRK?2 -S2 and S17 lines, respectively, which was insufficient to explain the drastic reduction
in the number of seeds. Therefore, we further examined the remaining, seemingly normal
ovules for potential ES formation defects. As shown in Figure 20C, flowers at anthesis from
ScFRK?2 -S2 and S17 plants exhibited a significant enrichment in degenerated ESs (66% and
76%, respectively) as well as in prematurely arrested ESs (7% and 6%, respectively). To
identify the stages at which ovules development in wild-type (WT) and ScFRK?2 overexpression
mutants stopped, we used a solanaceous ovule clearing method described previously (Figure
21) [210]. In WT plants, the majority of ESs are at the MMC stage in young 3-4 buds (Figure
21A and D) and undergo three consecutive mitoses in 5-7 buds (Figure 21A, F, and H), to
ultimately attained most mature ESs in 7-8 buds (Figure 21A and G). In ScFRK?2 overexpression
lines, early ES development was similar to WT, the majority of ovules having formed a MMC
in 3-4 buds, which normally goes through a meiosis to produce a FM in 4-5 mm buds Figure
21B, C, E, and G). However, most mutant ESs remain blocked at the FG stage while the flower
buds continue to grow. Mutant FGs failed to enter the first mitosis, which correlated with a

clear increase in the number of degenerated ESs (Figure 21B, C, I, and K).
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Figure 20: Fruits, ovaries and ovules phenotype of ScFRK2 overexpression lines.

A. Mean number of seeds per fruit in wild type (WT) and in ScFRK2 -S2 and S17
overexpression lines, based on 10 fruits per sample. Stars indicate a significant variation
compared to the WT (Student’s t-test, p < 0.001); error bars represent one standard error. B.
Proportion of carpelloid structures and ovules in WT and mutant ovaries. C. Proportion of
ovules that did not develop into a carpelloid structures showing a normal ES, a degenerated ES,
and an ES arrested at a mitotic stage, in WT and ScFRK?2 ovaries. In (B) and (C), stars indicate
a significantly different distribution compared to the WT, as shown with a Fisher’s exact test
(B) and a 2 test (C), with p < 0.001.

These results show a new role for the SCFRK?2 protein during female gamete formation.
The ScFRKI and ScFRK3 knock-down lines as well as ScFRK2 overexpressed lines
individually do not affect either the formation of the megaspore mother cells or the FM.
However, the expression variations of these three FRKs lead to embryo sac arrest from mitotic
I, and formation of a degenerated embryonic sac [175, 217]. This suggests that expression levels
of the three MEKKSs are precisely regulated to allow proper progression of ovule development
in early stages. The fact that highly similar phenotype from knock-down mutants (ScFRK 1 and
ScFRK3) and overexpression (ScFRK?2), suggests that these MAP kinases could operate
antagonistically through a balance between ScFRK1 and 3 on one side and SCFRK2 on the
other. Considering the high numbers of FRKs in Solanaceous species that are expressed in
ovules [174], these results confirm the importance of MAP kinase kinase FRK family in female

gametophyte development.
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Figure 21: Correlation between embryo sac development stages and bud size in WT and
ScFRK2 overexpression mutants.

A-C. Number and proportion of ovules observed at each ES development stage in growing buds
from WT plants and ScFRK2 mutant lines. Abbreviations: P, primordium; MMC, megaspore
mother cell; D, dyad; T, tetrad; FG, functional megaspore; MI, mitosis I; MII, mitosis II; MIII,
mitosis I1I; Mat, embryo sac maturation; ES, mature embryo sac; Dg, degenerated ES. D-K.
DIC images of developing ovules in WT and ScFRK?2 -S2 mutant plants. Ovule at the MMC
stage in WT (D) and ScFRK?2 -S2 mutant flowers (E). Ovule before the first mitosis stage (FG1)
in WT (F) and ScFRK2 -S2 mutant flowers (G). Ovule after the first mitosis stage (FG2) in WT
(H) and degenerating in ScFRK2 -S2 mutant plants (I). Mature ovule in WT (J) and in mutant
flowers (K). Abbreviations: cc, central cell; ccn, central cell nucleus; dg, degenerated embryo
sac; ec, egg cell; fm, functional megaspore; mmc, megaspore mother cell; n, nucleus; sy,
synergid cell. Scale bars: 20 um.
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4 Les cascades des mitogen activated-protein kinase sont
nécessaire pour la croissance polarisée du tube pollinique
chez Arabidospsis thaliana.

4.1 Lagermination et la croissance du tube pollinique requiérent l'implication
des cascades MAPK

Mazin Benjamin Damien
Institut de Recherche en Biologie Végétale, Département de Sciences Biologiques,

Université de Montréal, 4101, rue Sherbrooke est, Montréal, QC, Canada, H1 X 2B2.

4.1.1 Préambule

Dans le régne végétal, les cascades des mitogen activated-protein kinase sont le ceeur
de la signalisation intracellulaire. Pour autant, leurs roles restent a étre caractérisés lors de la

germination et de la croissance polarisée du tube pollinique chez 4. thaliana.

4.1.2 Sommaire

Nous avons pu voir dans I’introduction que les articles publiés sur la superfamille des
MAPK et le tube pollinique montrent que ces protéines jouent un role, mais elles ne semblent
pas essentielles pour la croissance du tube pollinique. Avant d’essayer d’identifier les membres
de la superfamille MAPK qui pourraient étre impliquées dans ce processus biologique, nous
avons au préalable décidé de répondre a la question : est-ce que les cascades MAPK sont
nécessaires pour la croissance du TP ? Pour cela, nous avons utilisé la drogue U0126 inhibe
I’activité de sept des dix MKK présentes dans le génome Arabidopsis thaliana [188, 189].
Méme si cette drogue n’a pas la capacité d’inhiber I’ensemble des MKK dans le TP, elle est un
point de départ nécessaire pour pouvoir par la suite rechercher les membres de cette famille

MAPK qui sont impliqués dans la croissance du tube pollinique.
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4.2 Les cascades des mitogen activated-protein kinase sont cruciaux pour la
croissance du tube pollinique chez Arabidopsis thaliana.

Benjamin Damien Mazin and Daniel P. Matton
Institut de Recherche en Biologie Végétale, Département de Sciences Biologiques,
Université de Montréal, 4101, rue Sherbrooke est, Montréal, QC, Canada, H1X 2B2

En rédaction

4.2.1 Apport original

Benjamin Mazin est I’instigateur principal de l'article. Il a réalisé et analysé 1I’ensemble

des expériences décrites dans ce chapitre et il a aussi rédigé sous la forme d'un article.

4.2.2 Résumé

Les membres de la superfamille des mitogen activated protein kinase [1] sont impliqués
dans I’intégration des signaux extracellulaires durant le développement des plantes. Le role des
MAPK lors de la germination et de la croissance polarisée du TP n’est pas bien caractérisé.
Afin de comprendre leurs rdles, nous avons ajouté au milieu de croissance, la drogue U0126
capable d’inhiber sept des dix MAPK présentes chez Arabidospsis thaliana. La présence de la
drogue conduit a la diminution de la germination des grains de pollen ainsi qu’a la diminution
de la croissance du TP en condition in vifro. Une forte inhibition des MKK due & une
concentration €levée de U0126, conduit a la perte de la polarisation de la croissance puis a la
rupture précoce (early burst) du TP. Pour comprendre ce phénotype, nous avons observé
I’organisation des filaments d’actine lors de la croissance des TP en absence et en présence de
U0126. Nous avons pu montrer la diminution du nombre de filaments d’actine dans I’ensemble
du tube pollinique ainsi que la désorganisation des filaments d’actine dans la région subapicale.
L’exocytose étant dépendante des filaments d’actine dans le TP, une réduction du trafic
vésiculaire exocytaire a pu €tre observée en présence de U0126. Ces résultats permettent de
conclure a I'implication des MKK et plus généralement aux cascades MAPK lors de la

germination et la croissance polarisée du TP chez Arabidopsis thaliana.

Mots clefs : Tube pollinique [5], Mitogen-activated protein kinase [1], U0126, U0124,
Filament d'actine (FA), Exocytose.
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4.2.3 Introduction

Chez les angiospermes, le grain de pollen présent sur le stigmate se réhydrate pour
former le TP. Cette cellule a pour fonction biologique de transporter les cellules spermatiques
a travers les tissus femelles jusqu’a I’ovule. Pour ce faire, il va croitre de fagon polarisée, c’est-
a-dire par son extréme apex appelé région apicale (RA) [218]. Cette région est la plus
dynamique du TP. Elle permet ’apport de la membrane a la RA ainsi qu’un grand nombre de
protéines impliquées dans la signalisation intracellulaire [76]. La polarisation du TP nécessite
le controle et la synchronisation de trois mécanismes cytoplasmiques. Le premier est la mise en
place d’un gradient calcique [75]. Le deuxiéme est I'organisation des filaments d’actine (FA) et
le troisieéme est le trafic vésiculaire. Ces trois mécanismes étant interdépendants, 1'organisation
et le dynamisme des FA vont contribuer a I'exocytose spécifiquement dans la RA.

Les FA d'actine s'organisent en trois régions différentes le long du TP. Dans la RA, les
FA sont tres petits, trées dynamique et en treés grand nombre. La région subapicale (RS) contient
moins de FA et ils sont moins dynamiques que dans la RA. Par contre, leurs plus grandes
stabilités leur permettent de former un filet actine appelée frange d'actine (actin fringe). Dans
la région distale (RD), les FA sont trés longs, trés épais et présents en trés petit nombre.
L'organisation régionalisée des FA structure le trafic vésiculaire [77, 130]. Dans la RD, les
longs FA permettent aux cellules germinales et aux grosses structures comme les mitochondries
d’étre tractées durant 1’¢longation du TP. La formation de la frange d’actine dans la RS permet
la concentration des petites vésicules et empéche les grosses structures de pénétrer dans la RA
[77,130]. La grande concentration de vésicule dans la RA va permettre la fusion a la membrane
plasmique pour apporter I’ensemble des ¢léments nécessaires a la croissance a 1’apex du TP
[77, 130]. Cette organisation du calcium, des FA et du trafic vésiculaire requiert un important
réseau de signalisation intracellulaire pour coordonner I’ensemble de ces mécanismes.

Différentes études ont permis d’identifier certains récepteurs nécessaires pour réguler la
polarisation du TP. Les deux récepteurs like-kinase qui ont une redondance fonctionnelle,
ANXURI et ANXUR?2, sont localisées a ’extréme apex du TP [219]. La surexpression des
protéines ANXUR produit une suractivation de 1’exocytose conduisant a 1’accumulation trop
importante de matériel de la paroi cellulaire entrainant 1’arrét de la croissance du TP [220]. De
plus, ces récepteurs semblent réguler I’activité de deux NADPH oxydases, RbohH et RbohJ qui
permettraient la formation de pulsations de ROS dans la RA [220]. Ces pulsations réguleraient
I’influx calcique en activant les canaux calciques. Les Rboh semblent aussi impliqués dans

I’exocytose en controlant la concentration de ROS [220]. Les RECEPTOR-LIKE KINASE 3
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(PRK3) et PRK6 sont aussi nécessaires dans la croissance [154]. La double mutation
PRK3;FRKG6 conduit a une diminution de la vitesse de croissance. La recherche d’interaction a
permis de montrer que le récepteur PRK6 interagit avec les ROP—-GEF (Rho of plant guanine
nucleotide-exhange factors) qui sont des protéines clefs de la croissance polarisée du TP [154].
En effet, les ROP-GEF vont permettre de moduler I’influx calcique et de promouvoir la
polymérisation des FA et de I’exocytose a I’extréme apex des TP. Ils vont moduler I’activité de
nombreuses protéines telles que Rop-interactive CRIB motif-containing protein 4 (RIC4) qui
va favoriser I’assemblement des FA et induire 1’accumulation de 1’exocytose dans la RA ou
encore la protéine ROP Interactive Partner 1 (RIP1/ICR1) qui interagit avec la sous-unité
exocyste SEC3 permettant la fixation des vésicules exocytaires sur le PM spécifiquement dans
laRA 129, 155, 156,221-223]. Malgré¢ la découverte de ces protéines, les voies de signalisation
intracellulaire du TP restent encore a caractériser.

Les cascades mitogen-activated protein kinase sont importantes dans I’intégration, la
modulation et la traduction des réseaux de signalisation chez les plantes [164]. Ces voies de
signalisation trés conservées durant 1’évolution se caractérisent par des mécanismes de
phosphorylation/déphosphorylation permettant respectivement une activation/ désactivation.
Cette modification post-traductionnelle permet une réponse rapide a des signaux
cytoplasmiques et extracellulaires [161]. Ces cascades de signalisation sont utilisées dans de
trés nombreux contextes tels que le développement embryonnaire, le développement et la
fermeture des stomates, le développement des racines, la cytokine ou encore le développement
des gamétophytes males et femelles [162, 170, 224]. Une cascade canonique de la superfamille
MAPK se constitue de trois kinases : une MAPK (MPK), une MAPK kinase (MKK) et une
MAPK kinase kinase (MAP3K). Les MPKs sont activées par les MKK par phosphorylation, et
les MKK sont régulées par phosphorylation par les MAP3K. Les MAP3K vont devenir actives
da a la phosphorylation par un récepteur. Une fois que les MPK sont phosphorylées, elles vont
activer différents types de substrats tels que des facteurs de transcription ou encore des protéines
associées aux microtubules [164]. Ainsi ils modifient le contexte cellulaire pour permettre une
réponse spécifique aux signaux. La superfamille des MAPK sont au cceur du réseau de
signalisation dans le régne végétal. Le génome d'A4. thaliana contient >60 MAP3Ks répartis en
trois familles : les Rafs, les Ziks et les MEKKs, 10 MKK et 20 MPK [1, 165]. Nous nous
intéresseront uniquement aux sous-groupes des 21 MEKK que nous nommeront MAP3K pour
simplifié¢ la compréhension des cascades de signalisation durant cette these [1, 164, 165].

Des ¢études ont montré I'implication de certaines membre de la superfamille des MAPK

dans la croissance du TP. Le double mutant AtMPK6;AtWRKY?2 est un facteur de transcription
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spécifique au pollen, conduit a la diminution de la germination et de I'¢longation des TP [184].
En plus de ce lien entre la MPK6 et ce FT, cette kinase participe a la régulation du trafic
vésiculaire. L enrichissement en phosphatidylinositol 4,5—bisphosphate (PtdIns (4,5) P2) de
la membrane plasmique apicale est essentiel a la croissance polarisée des TP [185]. La
biosynthése des PtdIns (4,5) P2 est controlée par les phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinases
(PI4P 5-kinases). La PI4P 5-kinase 6 (PIP5K6) est nécessaire a 1’endocytose médiée par la
clathrine et la croissance apicale des tubes polliniques [186]. L’¢tude de Hempel et al. démontre
que PIP5K6 est une cible de la MPK6 c¢’est-a-dire que cette MPK contrdle la production de
PtdIns (4,5) P2 et donc, joue un rdle dans le trafic vésiculaire [187]. De plus en 2014, une étude
a montré que la MPK3 et la MPK6 sont impliquées dans le guidage du TP. Ils ont pu montrer
que 58 % des TP des doubles mutant MPK3;MPK6 présentent des problemes lors du guidage
funiculaire sans pour autant affecter la croissance du TP [150].

Afin de comprendre le role des membres de la superfamille des MAPK lors de la
croissance du TP, nous avons mis des TP, en présence de la drogue U0126. Cette drogue inhibe
I’activité de sept des dix MKK présentes dans le génome d’A. thaliana [188, 189]. La présence
de U0126 dans le milieu de croissance entraine une diminution de la germination des grains de
pollen. Les tests in vitro et semi in vivo montrent que I’inhibition des MKK conduit a une
réduction de I'¢longation due a la dépolarisation du TP. La diminution de I’activité¢ des MKK
conduit a la désorganisation des FA dans I’ensemble du TP ce qui entraine la désorganisation
de I’exocytose et la réduction du taux de renouvellement des vésicules dans la RA. Cette étude
montre que les cascades MAPK sont essentielles pour la germination et la croissance polarisée

du TP chez 4. thaliana.

4.2.4 Matériels et méthodes

4.2.4.1 Plantes et conditions de croissance

Les graines d’A. thaliana sont semées sur le sol. Elles sont préalablement stérilisées puis
striées pendant 3-4 jours a 4 °C, et cultivés a 22 °C selon un cycle de 16 heures lumiére par jour
et 8 heures de noirceur. L’écotype Columbia-0 a été utilis¢ comme le type sauvage (Tair). Les
graines contenant les constructions pLATS2::lifeact-mEGFP [110] ou pLAT52::YFP-RabA4b
[225] ont été offertes respectivement par le Pr Shanjin Huang (Institut de botanique, Académie
des sciences de Chine, Pékin, Chine) et le Pr Zhenbiao Yang (Centre de biologie cellulaire

végétale, Université de Californie, Riverside, Etats-Unis).
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4.2.4.2 Tests de germination et de croissance in vitro

Des expériences de germination in vitro du pollen d’A. thaliana ont ét¢ menées comme
décrit [226]. En bref, les pollens de dix fleurs d’une méme plante germent dans 25 uL. de PGM
liquide (0,01 % d’acide borique, 5 mM de CaCl2, 5 mM de KCI, 1 mM de MgSO4 et 10 % de
saccharose, pH 7,6) a 21 °C pendant trois heures. En outre, des essais de croissance du TP ont
été réalisés dans 25 puL de PGM solide (0,01 % d’acide borique, 5 mM de CaCl2, 5 mM de
KCI, 1 mM de MgSO04 et 10 % de saccharose et 0,5 % d’agarose a bas point de fusion, pH 7,6)
a 21 °C pendant trois heures. Au moins cinq réplicas biologiques (c’est-a-dire des plantes
apparentées pour chaque génotype) ont été utilisés pour chaque test, et les tests ont été répétés
trois ou quatre fois. Deux cents grains de pollen ont été notés pour les taux de germination du

pollen et cent tubes polliniques ont ét¢ mesurés dans chaque réplique.

4.2.4.3 Tests semi-in vitro tube pollinique

Les bourgeons floraux sont émasculés 16 heures avant 1’anthése. A I’anthése, le
stigmate est pollinis¢é manuellement. Apres 30 min, les stigmates sont coupés au niveau du style
[226]. Ils sont déposés sur du milieu PGM solide (0,01 % d’acide borique, 5 mM de CaCl2,
5 mM de KCl, 1 mM de MgSO4 et 10 % de saccharose et 0,5 % d’agarose a bas point de fusion,
pH 7,6) a 21 °C pendants quatre heures. 0,3 % de DMSO, U0124 ou U0126 sont ajoutés juste
avant la gélification du PGM puis une fine couche de PGM est déposée sur une lame. Les
molécules U0124 et U0126 sont une premicre fois diluer dans du DMSO a une concentration
de 2 mM puis diluées dans le PGM a une concentration de 10 uM, 25 uM ou 50 uM. La
quantification phénotypique a été réalisée quatre heures apres la pollinisation. Pour chaque
concentration de U0124 et U0126, trois répliquat ont été effectuées. A chaque répliquat,

100 tubes polliniques ont été classifiés pour au moins dix styles différents.

4.2.4.4 Visualisation et quantification de la dynamique des filaments d'actine dans
les tubes pollinique en croissance

Afin de visualiser la dynamique des filaments d’actine dans les TP, le marqueur d’actine
Lifeactin-eGFP sous le promoteur spécifique du pollen pLATS2 a été introduit avec des
plantes Columbia-0 [110]. Le mode Airyscane du confocale LSM800 (ZEISS) a été utilis¢€ pour

I’ensemble des observations de 1’actine. Time-lapse Z-series images ont été collectées toutes
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les 1,2 s a I’aide du logiciel ZEN avec un pas de 0,5 um. Au moins quinze tubes polliniques en
présence de 0,3 % DMSO, 25 uM de U0124 et 25 uM de U0126 ont été analyse avec les
méthodes décrites précédemment [110, 227]. L’ensemble des traitements et analyses d’image

ont été réalisés a 1’aide du logiciel FIJI [228].

4.2.4.5 Visualisation et quantification des vésicules RabA4b-YFP dans les tubes
pollinique en croissance.

Pour observer le transport des vésicules dans les tubes polliniques, les plantes
transgéniques expriment PLat52::YFP-RabA4b ont été utilisés [225]. La méthode semi-in vivo
est utilisée pour observer les TP. Ils ont été imagés sous un microscope confocal LSM 800
(ZEISS) équipé d’un objectif 63%. Les échantillons ont été excités parun laser a 488 nm avec
la longueur d’onde d’émission fixée a 505-605 nm. Les sections optiques ont été balayées avec
un pas de 0,5 um. Pour la récupération de la fluorescence apres les expériences de photo-
blanchiment (FRAP), les régions apicales ont été¢ blanchies deux fois pendant 2 s en utilisant
un laser de 488 nm a 100 % de puissance et un laser de 405 nm a 100 % de puissance. La
récupération de la fluorescence a été enregistrée a des intervalles de 3,72 s pendant 120 s avec
un laser de 488 nm a une puissance de 0,25 %. Les méthodologies utilisées ont été décrites
précédemment [225, 227]. L’expérience a été répétée au minimum quinze fois par condition.

L’ensemble des analyses ont été réalisées en utilisant le logiciel FIJI [228].

4.2.5 Résultats

4.2.5.1 Effets de l'inhibiteur de MKK sur la germination et la croissance des TP.

Le groupe des MAP3K, MKK et MPK comprend 51 membres dont certaines ont des
fonctions redondantes. Les résultats des RNA-seq, faits en 2009 par Qin, montrent qu’un grand
nombre de membre de la superfamille des MAPK sont exprimées dans les grains de pollen,
durant la germination et lors de la croissance in vitro et semi-in vivo des TP [229]. Vingt-deux
membres cette famille des MAPK s’expriment dans 1’une de ces quatre conditions (Annexes
2:Tableau 4). La redondance fonctionnelle, dans certains contextes cellulaires comme la
AtMKK4/AtMKKS et AtMPK3/AtMPK6 lors de la formation des stomates et la 1étalité du
grain de pollen rend I’étude de la superfamille des MAPK lors de la croissance du TP complexe
[230, 231]. Pour cette étude, nous avons décidé d’utiliser U0126, 1’inhibiteur des MKK, dans

le but de comprendre 1’effet de I’inhibition des cascades de la famille des MAPK pendant la
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germination et la croissance du TP [188, 189]. Cet inhibiteur a été utilis¢é pour comprendre
I’implication ce cette famille de protéine dans le développement des nodules chez medicago
trancatrula ou encore dans la formation des poils racinaires d’A4. thaliana [224, 232]. Depuis
la découverte de cette drogue dans les années 90, nous savons aujourd’hui que parmi les
10 MKK présentes chez 4. thaliana, U0126 inhibe I’activité de sept d’entre-elles : la AtMKKI1,
la AtMKK2, la AtMKKS5, la AtMKK7, la AtMKKS, 1a AtMKK9 et la AIMKK 10 [188].

Le TP étant une structure trés sensible aux modifications de son milieu de croissance,
nous avons utilisé un deuxiéme contrdle, U0124, qui est un analogue non fonctionnel de U0126
[188]. La présence de 25 uM de U0124 dans le milieu PGM, ne semblent pas affecter la
germination des grains de pollen ni la croissance du TP (Figure 22). Les grains de pollen en
présence de 25 uM de U0126, germent trois fois moins qu’en présence de 25 uM U0124 ou du
controle (Figure 22). De plus, leur longueur est significativement plus faible que dans les deux
conditions contrdle (Figure 22). Ces premiers résultats montrent que la présence de U0126
induit une diminution de la germination et de la croissance du TP. L’inhibition de I’activité des

sept MKKSs dans le TP, in vitro, affecterait la germination et 1’¢longation du TP.
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Figure 22 : Effets de U0126 lors de la germination et de la croissance des TP in vitro.

A. Grain de pollen 3 heures aprés germination in vitro en présence de DMSO, U0124 ou U0126.
B. Pourcentage de germination du pollen en présence de DMSO, U0124 ou U0126. C.
Longueur des tubes polliniques 3 heures aprés germination in vitro en présence de DMSO,
U0124 ou U0126. Les données sont présentées sous forme de moyenne + s.e.m, des lettres
différentes indiquent une différence significative (P < 0,05, ANOVA a sens unique, test de
Tukey).
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4.2.5.2 Effets de différentes concentrations de U0126 sur la croissance des TP.

Les tests d’inhibition des MKK en présence de la drogue U0O126 montrent que
I’ensemble des kinases ne sont pas toutes inhibées a la méme concentration [188]. Afin de
mieux comprendre la fonction des MKK lors de la croissance des TP, nous avons observé I’effet
de trois différentes concentrations de U0124 et U0126 aprés quatre heures de croissance semi-
in vivo. Ainsi, nous avons pu observé que la présence de 0,3 % de DMSO, de 10 uM, de 25
uM, de 50 uM de UO0124 ou encore de 10 uM de U0126 n’affecte ni la croissance ni la
morphologie du TP (Figure 23A, a-j). Par contre, I’augmentation de la concentration de U0126
entraine une modification morphologique de ’apex du TP conduisant a la formation de TP
bombé (Figure 23A, k et I, fléche orange). A 25 uM de U0126, 41,2 % des TP présentent un
gonflement d’apex et 12,5 % d’entre eux sont éclatés (Fig.2B). A 50 uM d’inhibiteur, la
majorité des TP ont éclaté et seulement 2,1 % présentent un aspect normal (Figure 23A, m et
n ; Figure 23B). Ces résultats montrent que la présence de DMSO, de U0124 ou d’une faible
concentration de U0126 n’affecte pas la croissance des TP. A partir de 25 uM de U0126,
I’inhibition des MKK va favoriser la dépolarisation de 1’apex du tube pollinique conduisant
progressivement a un éclatement précoce des TP. Une forte inhibition des MKK entraine
I’éclatement des TP. Les MKK sont nécessaires a la croissance polarisée des TP chez A.

thaliana.
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Figure 23: Effets de la concentration de U0126 sur la croissance des TP.

A. Croissance semi in vivo des tubes polliniques en présence de DMSO (a, b), de U0124 (10 uM (c,d),
25 uM (e, f), 50 uM (g, h)) ou de U0126 (10 uM (i, j), 25 uM (k,I), 50 uM (m,n)). Les fleches oranges
indiquent les TP avec un apex bombé. (3, ¢, e, g, i, k, m) barre d'échelle = 150 um. (b, d, f, h, j, |, n) barre
d'échelle = 15 um. B. Classification des tubes polliniques en trois groupes distincts : tube pollinique
normale (Normal), tube pollinique bombé (Bulging pollen tube) et éclatement précoce des TP (Early
burst pollen tube). Les valeurs représentent la moyenne * s.e.m.

4.2.5.3 Effet de U0126 sur l'organisation des filaments d'actines.

La polarisation de la croissance du TP nécessite une organisation spécifique des FA
dans le TP. Les FA se composent de trois régions : la RA avec de petits FA, la RS avec de longs
FA et la RD avec de trés longs filaments [76]. Pour comprendre le phénotype observé
précédemment, nous avons regardé I’effet de DMSO, U0124 et U0126 sur des pollens
exprimant Lifeact-mEGFP [110]. La présence de 0,3 % DMSO ou 25 pM de U0124 ne semble
pas affecter I’organisation des FA (Figure 24A). L’observation des FA dans les TP en présence
de 25 uM de U0126 montre une diminution de la présence de FA dans I’ensemble du TP, mais
une désorganisation des FA dans la région apicale et subapicale (Figure 24A). En plus de la

diminution de FA, d’autres phénotypes montrant la désorganisation des FA ont pu étre observés
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comme la présence de zone d’accumulation de fragments d’actine, mais aussi des cercles

d’actine (Annexes 2: Figure 37A)[233].
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Figure 24: Effets du DSMO, de U0124 et de U0126 sur les filaments d'actine en utilisant des tubes
exprimant Lifeact-mEGFP.

A. Image des FA en présence de 0,3% DSMO, 25 uM de U0124 ou de 25 uM de U0126. Pour chaque
condition test, le panneau supérieur montre les images de la projection Z. Barres d'échelle = 10 um. B.
Image des filaments d'actine en présence de 0,3 % DSMO, 25 uM de U0124 ou de 25 uM de U0126 et
quantification de l'intensité de la fluorescence de Lifeact-mEGFP de I'extrémité a la base le long de
I'axe de croissance du tube dans les TP. Les valeurs représentent la moyenne + s.e. m. n>15. Barres
d'échelle =5 pum.

La répartition de l'intensit¢ de la fluorescence émise le long du TP montre qu'en
condition contrdle, les FA s'organisent en trois zones distinctes (Figure 24B). La quantité de
FA dans la RS est plus importante que dans la RA ou RD formant ainsi la frange d'actine
nécessaire a la croissance du TP. Par contre, la présence de U0126 vient désorganiser les FA.
En effet, la courbe d'intensité montre 'absence d’une concentration plus importante de FA dans

la RA, c'est-a-dire que I'inhibition des MKK conduit a la désorganisation des FA a 1'apex du TP
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(Figure 24B). La comparaison des trois régions des TP avec 25 uM de U0126 avec les deux
autres contextes vient confirmer 1'observation visuelle de la réduction des FA dans 1'ensemble
du TP (Annexes 2 : Figure 37B). Ces résultats nous permettent d'émettre I'hypothése que les
MKKSs sont impliquées dans I'organisation et la stabilité des FA lors de la croissance du TP

chez A. thaliana.

4.2.5.4 Effets de I'inhibition des MKK sur I'exocytose chez des TP.

La localisation spécifique de 1’exocytose est I’un des mécanismes cellulaires les plus
importants pour la croissance du TP, car les vésicules apportent la membrane plasmique ainsi
que I’ensemble des ¢éléments nécessaires pour la croissance polarisée dans la RA [77, 130].
Pour observer I’exocytose lors de 1’¢longation du TP, nous avons utilis¢ des plantes
transgéniques exprimant YFP-RabA4b sous le controle du promoteur pLATS2 comme décrit
précédemment [225]. RabA4B est recruté dans les vésicules qui émergent des compartiment du
réseai trans-Golgi et il régule le trafic des membrznes polarisées dans les cellules végétale
comme le tube pollinique. L’organisation de 1’exocytose conduit a la formation d'un cone en
«V» inversé a la RA comme ce qui a pu étre observé en présence de 0,3 % de DSMO ou de
25 uM de UO0124 (Figure 25A). Dans ces deux conditions, le ratio de la fluorescence dans le
RA (en bleu, Figure 25A) par rapport a la RS (en rouge, Figure 25A) montre qu’il y a 50 % plus
de vésicules dans la RA (Figure 25B). En revanche, la forme de cone en « V » inversé n’est plus
visible dans les TP en présence de 25 uM de U0126. Les vésicules contenant YFP-RabA4b
semblent réparties de fagon homogene entre la RA, RS et le début de la RD. Les coupes
transversales de la RA et de la RS montrent une diminution de la quantité de vésicules en
présence de U0126 par rapport aux deux autres conditions. Le ratio RA sur RD montre que la
présence de U0126 conduit a la perte de la concentration des vésicules dans la RA (Figure 25B).

Afin d’examiner la dynamique des vésicules en présence YFP-RabA4b, nous avons
utilisé la technique de récupération de la fluorescence apres photoblanchiment (FRAP). Deux
minutes apres les avoir blanchis, les TP en présence de DMSO ou U0124 ont retrouvé 50 % de
leur intensité initiale alors qu’en présence de U0126, les TP ont retrouvé en moyenne 20 % de
I’intensité initiale. Ainsi le taux de récupération des vésicules est réduit dans les TP en présence
de I’inhibiteur des MKKs (Figure 25C et D). L’ampleur de 1’altération du taux de récupération
des vésicules dans les RA et RS est en bonne corrélation avec I’ampleur de la réduction des

filaments d’actine apicaux (Figure 25). Les résultats montrent que la perte de fonction d’activité
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des MKK modifie le schéma d’accumulation des vésicules apicales et réduit le taux de

renouvellement des vésicules dans le TP.
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Figure 25 : Effets du DSMO, de U0124 et U0126 sur I'exocytose en utilisant des TP exprimant YFP-
RabA4b.

A. Images de TP exprimant pLat52:YFP-RabA4b. Coupes transversales de la région apicale et subapicale
des tubes polliniques illustrées en A. Les graphiques a droite des coupes transversales montrent les
« surfaces plots » générées par FlJl. Les couleurs bleu et jaune indiquent respectivement une
fluorescence faible et une fluorescence élevée. L'intensité moyenne de la fluorescence des pixels dans
les régions encadrées en rouge et bleu a été déterminée afin d'évaluer le modéle d'accumulation des
vésicules présenté en (B). Barre = 5 um. B. Quantification du schéma d'accumulation des vésicules
contenant RabA4b dans les TP. La valeur de l'intensité de la fluorescence des pixels dans la région
rouge a été divisée par celle de la région bleue pour obtenir un rapport permettant d'évaluer I'étendue
de l'accumulation des vésicules. Les données représentent la moyenne + SE, n>20, des lettres
différentes indiquent une différence significative (P < 0,05, ANOVA a sens unique, test de Tukey). C.
Image de TP exprimant pLat52:YFP-RabA4b avant et apres le photoblanchiment. Voir la série compléte
dans film S1 (DMSO), film S2 (U0124), film S3 (U0126). Les rectangles rouges indiquent les régions
photoblanchies. Barre d'échelle = 10 um. D. Graphique de la fluorescence YFP-RabA4b en fonction du
temps de récupération. Les données représentent la moyenne * SE, n>15.

4.2.6 Discussion

Dans le régne végétal, la super famille des mitogen activated protein kinase constitue

un groupe de protéines essentiel pour I’intégration et la réponse aux signaux extracellulaires
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[162]. Les cascades de signalisation MAPK sont impliquées dans de trés nombreux stress
abiotiques, stress biotiques ainsi que durant le développement tissulaire des plantes [162, 224,
234]. Les ¢études sur la AMPK3, la AtMPK4 et la AtMPK6 ont permis de montrer qu’elles sont
nécessaires pour le développement des gamétophytes males [170, 180]. Les membres de la
famille des MAPK sont aussi impliquées dans la croissance du TP. Les simples
mutants AtIMPK6 ou AtWRKY2 ne montrent aucun phénotype. Par contre, le double
mutant AtMPK6;AtWRKY?2 entraine une diminution de la germination des grains de pollen ainsi
qu’une réduction de la longueur des TP [184]. De plus, la AtMPK®6 régule la biosynthese des
PtdIns (4,5) P2 qui sont nécessaires pour le trafic vésiculaire [187]. Ces différentes études
montrent que les MAPK semblent participer a la croissance du TP. Pour autant, ces kinases ne
semblent pas essentielles malgré que plusieurs de membres des MAPK soit exprimées lors de
la germination et lors de la croissance du TP (Annexes 2 : Tableau 4) [229]. Notre présente
étude a pour objectif de savoir si la superfamille des MAPK sont nécessaires pour 1’¢longation
du TP et de comprendre leurs fonctions lors de la croissance polarisé du TP.

La drogue U0126 inhibe sept MKKs parmi les dix MKK présents chez A4. thaliana [188,
189]. Cette drogue a déja été utilisée pour étudier I’implication des MAPK lors de la croissance
des poils racinaires [224]. Les MKK font le lien entre les MAP3K et les MPK c'est-a-dire que
la perte de leur activité revient a bloquer un grand nombre des cascades MAPK actives dans un
tissu. La présence de U0126 dans le milieu PGM entraine une diminution de la germination des
grains de pollen et une réduction de la taille des TP. La germination des grains de pollen d’A.
thaliana étant trés sensible a une modification des conditions de croissance, nous avons utilisé
un second contréle, U0124 qui est un analogue non fonctionnel de U0126. En présence de
U0124, les graines de pollen germent et les TP croisent autant que le controle avec 0,3 % de
DMSO in vitro (Figure 22). L’augmentation de 1’inhibition des MKK durant la croissance du
TP, entraine la perte de la polarité, produisant un gonflement de la RA puis I’éclatement précoce
des TP (Figure 23). Ces résultats permettent de conclure qu’au moins un des sept MKK inhibés
par U0126 est nécessaire pour la germination et la polarisation des TP.

L’organisation et l'aspet dynamique des FA dans le TP est cruciale pour la croissance
polarisée du TP [76]. Ainsi nous avons observé I’action de U0126 sur les FA pour comprendre
la cause de la perte de la polarisation. En présence de UO0126, une diminution et la
désorganisation du réseau des FA ont pu étre montrées dans 1’ensemble du TP. La perte
d’activité¢ des MKK affecte les FA a I’apex ce qui explique la perte de la croissance polarisée

en présence de U0126 (Figure 24). L’exocytose est dépendante de 1’organisation des FA dans
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le TP [77], donc en présence de U0126, le trafic des vésicules exocytaires est altéré et le ratio
de régénération « turnover » de ces vésicules est réduit (Figure 25). Ainsi nous démontrons ici
que les MKK sont impliquées dans 1’organisation des FA et dans la régulation de l'exocytose
durant la croissance du TP.

La croissance des poils racinaires est trés similaire au TP [156]. Comme le TP, les poils
racinaires ont une croissance polarisée a I’apex qui nécessite I’implication des FA et du trafic
vésiculaire [156]. De nombreuses familles de protéines impliquées dans la signalisation
intracellulaire du TP sont aussi impliquées dans la croissance du poil racinaire. Par exemple,
les familles ROP vont aussi jouer un rdle similaire dans la médiation des signaux
extracellulaires recus par les receptor-like kinase dans le poil racinaire et le TP [155, 235]. Les
poils racinaires en croissance sur un milieu contenant du U0126 présentent un gonflement a
I’apex et donc une perte de la croissance polarisée [224]. En présence de I’inhibiteur de MKK,
I’organisation des FA est affectée et le trafic vésiculaire va étre désorganisé¢ dans le poil
racinaire. L’ensemble de ces résultats semble démontrer que certaine membre de la superfamille
des MAPK sont impliquées dans 1'organisation des FA lors de la croissance polarisée des

cellules.
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5 Les mitogen activated-protein kinase kinase kinase 19, 20
et 21 sont impliquées lors de la germination et la
croissance du TP chez Arabidopsis thaliana.

5.1 Les mitogens activated-protein kinase kinase kinase 19, 20 et 21 participent a

la germination et la croissance du TP d'Arabidopsis thaliana.

Mazin Benjamin Damien
Institut de Recherche en Biologie Végétale, Département des Sciences Biologiques,

Université de Montréal, 4101, rue Sherbrooke est, Montréal, QC, Canada, H1 X 2B2.

5.1.1 Préambule

Les cascades MAPK sont impliquées lors de la germination et de la croissance du tube

pollinique. A ce jour, aucune MAPK n’a été directement impliquée dans la croissance du TP.

5.1.2 Sommaire

Ce chapitre est présenté comme un article dont 1’écriture n’est cependant pas achevée.
Certaines manipulations devraient étre réitérées afin d’affiner les résultats, et complétées pour
une meilleure compréhension du role des AtMAP3K19-20-21 durant la fécondation.
Cependant, I’ensemble des résultats présentés ici ont été obtenus en triplicata et nous semblent
intéressants pour comprendre le role que jouent des MAPK lors de la croissance du TP. Ce
chapitre fait le lien entre les chapitres 2-3, qui essaient de comprendre le role de certaines
ScMAP3K (ScFRK) lors de la formation des gameétes chez Solanum chacoense, et le chapitre 4
qui tente de comprendre le role global des cascades MAPK lors de 1’élongation du TP chez A.
thaliana. Nous allons ¢étudier dans ce chapitre le réle des MAP3K19-20-21 qui sont les
homologues putatifs des SCFRK1-2-3. Nous montrons ici que les AAMAP3K19-20-21 ne sont
pas impliquées lors de la formation du grain de pollen ni celle du sac embryonnaire comme la
ScFRK1-2-3. Par contre, elles jouent un rdle dans la germination du grain de pollen et

I’¢longation du tube pollinique chez 4. thaliana.
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5.2 L'implication des AtMAP3K 19, 20 et 21 dans la croissance du TP chez

Arabidopsis thaliana.

Benjamin Damien Mazin, Rachid Benhamman, Audrey Loubert-Hudon et Daniel P.
Matton

Institut de Recherche en Biologie Végétale, Département des Sciences Biologiques,
Université de Montréal, 4101, rue Sherbrooke est, Montréal, QC, Canada, H1X 2B2

En rédaction.

5.2.1 Apport original

Benjamin Mazin est D'instigateur principal de l'article. Il a réalisé 1’analyse
phylogénétique, le mutant CRISPR-Cas9, la localisation cellulaire dans les TP de tabac et les
tests de viabilité du pollen, de germination et de croissance du TP in vivo et in vitro. 11 a rédigé
’article.

Rachid Benhamman a participé a I’instigation du projet et a réalisé¢ la RT-PCR.

Audrey Loubert-Hudon a réalisé 1I’expression GUS sous le promoteur des AIMAP3K 19-
20-21.

Daniel P. Matton a supervisé et subventionné les travaux.

5.2.2 Résumé

Le développement du TP nécessite un important réseau de signalisation pour contrdler
la germination et la croissance polarisée du TP. Les cascades MAPK sont cruciales pour
permettre sa germination et son ¢longation. Certains membres de la super famille des MAPK
participent, mais ne semblent pas nécessaires pour permettre la fécondation par le gamete male.
La mitogen actived protein kinase kinase kinase 19 (AtMAP3K19), la AtMAP3K20 et la
AtMAP3K?21 sont les orthologues putatifs de ScFRK 1, ScFRK?2 et ScFRK3 qui sont toutes trois
nécessaires a la formation des gametes chez S. chacoense. En utilisant le géne rapporteur GUS
et des expériences de RT-PCR, nous démontrons que les trois AtMAP3KI19-20-21 sont
exprimées fortement lors de la formation du gamétophyte male, durant la germination et la
croissance du TP.Par contre, les simples, les doubles et le triple mutant des AtMAP3K ne

présentent aucun défaut de viabilité des grains de pollen a I’anthése. Les tests de croissance in
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vitro montrent que les doubles mutants germent moins que les graines de pollen sauvage. De
plus, la mutation de I'une des AtMAP3K entraine la diminution de la croissance du TP. Les
tests in vivo confirment que les AtMAP3K19-20-21 sont impliquées pendant I'¢longation des
TP. L’ensemble de ces résultats montrent que les AtMAP3K19, 20 et 21 participent a la

germination et la croissance du tube pollinique chez A. thaliana.

Mots clefs: Mitogen-activated protein kinase kinase kianse (AAMAP3K), Fertilization Related

Kinase (ScFRK), Pollen, Tube pollinique, Germination et Croissance du tube pollinique.

5.2.3 Introduction

Le développement des plantes requiert 1’activation de nombreux réseaux de
signalisation pour déchiffrer les différents signaux et y répondre de manic¢re adéquate. La
phosphorylation des protéines est une modification post-traductionnelle qui provoque de
nombreux changements moléculaires affectant la fonction, la stabilité, [’activation,
I’interaction, la localisation subcellulaire et la translocation des protéines [236]. Les cascades
des Mitogen-activated protein kinase [1] utilisent la phosphorylation pour transmettre et
amplifier les signaux extracellulaires. Elles sont associées a un large éventail de réponses lors
du développement des différents tissus et durant un grand nombre de stress [237]. Les cascades
MAPK canoniques impliquent en trois niveaux. Elles sont généralement initiées par la
phosphorylation d’'une MAPK kinase kinase (AtMAP3K) par le biais de divers activateurs tels
que des récepteurs kinases transmembranaires, des récepteurs couplés aux protéines G ou
encore des complexes histidine kinase a deux composants. Une fois activée, la MAP3K
commence une cascade de phosphorylation séquentielle dans laquelle la MAP3K-active
phosphoryle une MAPK kinase (MKK) sur le motif (S/T) — X — (S/T). A son tour, la MKK-
active phosphoryle une MAPK (MPK) sur les résidus de thréonine et de tyrosine sur le motif T
— (D/E) — Y, dans la boucle d’activation [238]. Une fois activée, la MPK va phosphoryler
différents facteurs de transcription afin de modifier I’expression génique permettant a la cellule
de répondre au signal extracellulaire. Chez A4. thaliana, la superfamille des MAPK comprend
21 AtMAP3K, 10 AtMKK et 20 AtMPK [1].

La formation des gamétophytes males et la croissance du TP sont des événements
fondamentaux pour la reproduction des plantes. L’anthére est le lieu de la formation des grains
de pollen [3]. Le primordium sporogene rentre en méiose pour former les tétrades qui sont

quatre cellules haploides. Chacune de ces cellules va se diviser asymétriquement, formant ainsi
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une grosse cellule, la cellule végétative, qui donnera le TP et une petite cellule, la cellule
générative. Cette petite cellule va subir une division symétrique permettant la formation des
deux cellules spermatiques nécessaires a la fécondation [3]. De nombreux geénes, jouant un role
crucial dans ce processus, ont ¢té¢ identifiés et caractérisés [10]. Certains travaux commencent
a montrer I’importance des MAPK dans le développement du gamétophyte male. Chez
Arabidospsis thaliana, les lignées mutantes nulles pour les kinases AtMAP3K ¢l et AtMAP3K g2
(AtMAP3K7 et AtMAP3K6) produisent un grand nombre de grains de pollen morts a 1’anthése.
Ces protéines qui se localisent au niveau de la membrane plasmique jouent un rdéle dans la
régulation de la méiose [172, 173]. Chez S. chacoense, les études portant sur trois AtMAP3K,
nommées FERTILIZATION RELATED KINASE 1 (ScFRK1), ScFRK2 et ScFRK3, ont montré
qu’elles jouaient un role crucial lors du développement des gamétophytes femelles et males
[175,176,217]. La diminution d’expression de ScFRK1 ou de ScFRK3 par I’utilisation d’ARN
interférant, conduit a la production de petits fruits. L’ensemble de ces lignées transgéniques
présentent une diminution significative de pollen viable. L’analyse développementale des
grains de pollen montre que dans les deux cas, le développement des microspores a été
interrompu lors de la premicre division mitotique. La diminution de 1’expression de ScFRK1
ou ScFRK3 affecte aussi le développement du sac embryonnaire [175, 217]. La surexpression
de ScFRK? entraine une diminution du nombre de graines par fruit. Cette diminution s’explique
par le nombre ¢élevé de pollens morts et affecte le développement de I’ovule. La surexpression
de ScFRK2 perturbe le développement du pollen en raison d’un dysfonctionnement
sporophytique [176].

La germination et la croissance polarisée requierent 1’activation d’une ou plusieurs
cascades MAPK. En effet, la présence d’un inhibiteur des MKKs (U0126) dans le milieu de
croissance affecte la germination et 1’¢longation du TP (Mazin et al., unpublish; chapitre 4).
Cette diminution de 1’¢longation est due a la perte de polarisation du TP causée par la
déstabilisation des FA a I’apex. La désorganisation des FA conduit a la perte de la concentration
des vésicules excocytaire a I’apex des TP (Mazin et al., unpublish; Chapitre 4). Une autre étude
a montré que la AtMPK6 est impliquée dans la croissance du TP. La mutation de AtMPK6 seul
ne présente aucun défaut de germination ou de croissance. Par contre, le double
mutant AtMPK6 et AtWRKY?2 (un facteur de transcription spécifique du pollen) présente une
diminution de la germination et un ralentissement de la croissance du TP [184]. Une autre étude
a montré que la AtMPK6 phosphoryle la Phosphatidylinositol 4-Phosphate 5 — kinases 6
(PIP5K®6). Par ce biais, elle controle la production de Phosphatidylinositol 4,5 —phosphate qui

est nécessaire a I’endocytose médiée par les clathrines et la croissance apicale des TP [187].
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Malgré les études faites sur la AtMPK6, aucune étude n’a permis d’identifier d’autres membres
de la famille des MAPK jouant un role dans la croissance polarisée du TP.

Dans la présente étude, nous essayons de caractériser trois AAMAP3Ks (la AtMAP3K19,
la AtMAP3K20 et la AtMAP3K21) d’A. thaliana qui sont les orthologues les plus proche de la
famille des ScFRK de S. chacoense. Ces trois kinases sont fortement exprimées lors de la
formation des grains de pollen ainsi que dans le TP. Les simples, les doubles et le triple mutant
forment tous un pollen viable. Par contre, une baisse de la germination des TP a pu étre observée
pour les doubles mutants et le triple mutant. Les tests de croissance in vitro et in vivo de
I’ensemble des lignées mutantes montrent une diminution de I'¢longation du TP. Cette étude
montre que la AtMAP3K19, la AtMAP3K20 et la AtMAP3K21 sont impliquées dans la

germination et la croissance du TP chez A. thaliana.

5.2.4 Matériels et méthodes

5.2.4.1 Les plantes et leurs conditions de croissance

Le type sauvage (Col), le mutant AtMAP3K20 et le mutant AtMAP3K21 d’A. thaliana
ont ¢ét¢ obtenus aupres de TAIR (www.arabidopsis.org). Nous avons utilis¢ les lignées
d’insertion d’ADN-T suivantes, SALK 021755 pour AtMAP3K20 et SALK 149019 pour
AtMAP3K21. Apres trois jours a 4 °C, les graines ont été cultivées dans des chambres a 21 °C
avec une longue photopériode de jour (cycle de 16 heures de lumicre/8 heures d’obscurité).
Pour rechercher les lignées homozygotes, des paires d'amorces spécifiques ont été utilisées

(Annexe 3 : Tableau 5). La constrution du mutant MAP3K 19 va étre decrit plus bas.

5.2.4.2 Expression transitoire dans le TP de Nicotiana tabacum.

La séquence des geénes codant des trois MAP3K a été clonée dans le vecteur pZY03 par
la méthode Gateway comme décrit précédemment [239]. Les vecteurs obtenus expriment
EGFP-MAP3K19, EGFP-MAP3K20 et EGFP-MAP3K21 sous le controle du
promoteur pLATS2 (promoteur spécifique du pollen). Pour le bombardement de particules de
tungsteéne, tous les plasmides ont été purifiés a I’aide de mini kits de plasmides (Qiagen). Les
grains de pollen de Nicotiana tabacum mirs ont été collectés juste avant chaque expérience et

ont été transformés avec de I’ADN plasmidique en utilisant une procédure de bombardement

101



de particules décrite précédemment [240]. En bref, 1-2 ug d’ADN des constructions EGFP-
MAP3K ont été utilisées pour chaque bombardement. Les grains de pollen transformés ont été
incubés a température de la piece pendant 4 heures avant d’étre examinés au microscope

inversé.

5.2.4.3 Isolation d'ARN et RT-PCR

Pour effectuer la RT-PCR afin d’analyser I’expression des MAP3K, nous avons isolé
I’ARN total de divers tissus végétaux en utilisant le réactif d’isolement de I’ARN TRIzol®
(Lifetechnology) selon les instructions du fabricant. La transcription inverse a été effectuée a
I’aide d’un kit de RT pour la synthése d’ADNc de premier brin de M-MLV (Invitrogen). Des
amorces spécifiques ont été utilisées pour 1’analyse des RT-PCR, et le géne Actine?2 a été utilisé

comme contrdle interne (Annexes 3 : Tableau 5).

5.2.4.4 Coloration GUS

Pour la construction des vecteurs GUS, la région promotrice d’environ 1,5 Kb en amont
des séquences codantes des AtMAP3K19, 20 et 21 a été amplifiée par PCR (Annexes 3 :
Tableau 5) et clonée dans le plasmide Gateway™ pMDC162 contenant le géne B-glucuronidase
[211]. La souche C56C1 d’Agrobacterium tumefaciens a été é€lectro-transformée avec les
différents vecteurs. Les plantes sauvages d’A. thaliana ont ét¢ infectées par "floral dip"” comme
décrit [241]. La génération MO a été cultivée dans des milieux MS contenant 1’antibiotique
hygromycine et les plantes transgéniques ont été sélectionnées comme décrit dans [242]. La
génération M1 a été vérifice par PCR et analysée pour ’expression des genes. La coloration
GUS a été réalisée pour les plantes homozygotes de la génération M2 sélectionnée comme
décrite [243]. Les tissus fraichement récoltés ont été collectés et conservés dans de 1’acétone a
80 % avant d’effectuer les tests B— glucuronidase dans un tampon de phosphate de potassium
100 mM, pH 7, Triton X-100 0,1 %, K3Fe (CN)s 10 mM et K4Fe (CN)s 10 mM. Les tissus ont
ensuite ét¢ incubés dans du x-Gluc 2 mM a 37 °C pendant quatre heures. Les tissus ont subi
une déshydratation grace a une série de concentration d’éthanol de 20 a 70 % pendant
30 minutes, ce qui a permis de les nettoyer. Puis, les tissus ont été¢ observés au microscope
optique et photographiés numériquement a 1I’aide d’un microscope Zeiss Axio Imager 1 ou d’un

stéréomicroscope ZEISS SteREO Discovery V12.
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5.2.4.5 Mutation de map3k19 par la méthode CRISPR-Cas9

Nous avons utilis¢ la méthode CRISPR-Cas9 développée par Hiroki Tsutsui et Tetsuya
Higashiyama [244]. Nous allons utilisé le vecteur pKIR1.1 qui y a été digéré par I’enzyme Aarl
(ThermoFisher, #ER1581) puis déphosphorylé grace a ’enzyme rAPid (Alkaline Phosphatase,
Roche, #04898133001). Nous avons effectué¢ une ligation (T4 Polynucleotide Kinase (NEB)
avec la séquence cible (gARN) de la AtMAP3K19. La séquence du gARN présentant le meilleur
score, selon le logiciel www.atum.bio (ATUM Website), a ét¢ sélectionnée. Cette séquence est
présentée dans le Tableau 5 (Annexe 3). Apres transformation dans E.coli et une sélection par
la spectinomycine, nous avons séquencé les vecteurs pour vérifier I’intégration du gARN. La
souche C56C1 d’Agrobacterium tumefaciens a été électro-transformée par le vecteur pKIR1.1-
AtMAP3K19-gRNA. Les plantes sauvages d’A4. thaliana ont été infectées par « floral dip »
comme décrit [241]. La sélection des plantes MO a ¢été faite par la présence de fluorescence
rouge dans la graine. Afin d’augmenter la probabilit¢ d’une mutation dans la séquence de la
AtMAP3K19, nous avons causé un stresse de chaleur comme décrit dans 1’article [5]. En bref,
apres quatre jours d’acclimatation a 21 °C, nous avons alternativement mis les plantes a 37 °C
pendant 30 heures puis a 21 °C pendant 42 heures cela pendant 10 jours ; puis nous avons mis
les plantes a 21 °C jusqu’a la fin de leurs croissances [5]. Par la suite, nous avons contre
sélectionné les graines ne présentant pas de fluorescence rouge. Une fois les graines germées,
nous avons amplifié la région de I'ADNgénomique ciblé par le gARN par PCR puis nous avons
séquence la partie amplifi€¢, avec les amorces décrites dans le Tableau 5, afin de trouver une
mutation a ’emplacement du gARN. Par la suite, les croisements ont été effectués avec les
mutants T-DNA MAP3K20 et MAP3K?21. La sélection des doubles et du triple mutant a été fait
par la méthode PCR et séquengage (Annexe 3 : Tableau 5).

5.2.4.6 Viabilité du pollen

Pour le test de viabilité du pollen, trois répliques ont été utilisées, chacune utilisant le
pollen de six fleurs différentes provenant de quatre plantes ayant le méme génotype. Les grains
de pollen a I’anthése ont été mis en contact avec le colorant d'Alexander pendant 10 min puis
mis entre lame et lamelle pour 1’observation [245]. Les observations ont été faites avec une

caméra Zeiss Axiocam HR sur un microscope Zeiss Axio Imager M1.

103



5.2.4.7 Tests de germination et de croissance in vitro

Les expériences de germination in vitro du pollen d’A. thaliana ont été menées comme
décrit [226]. En bref, le pollen de 15 fleurs de la méme plante a germé dans 80 pl de PGM
solide (0,01 % d’acide borique, 5 mM de CaCl2, 5 mM de KCI, 1 mM de MgSO4 10 % de
saccharose, 0,5 % d’agarose a bas point de fusion, pH 7,6) a 22 °C pendant trois heures. Les
grains de pollen ont été classés comme germés si la longueur du TP était égale ou supérieure
au diametre du grain de pollen. Au moins six réplicas pour chaque génotype répété trois fois
pour chaque moyenne. 200 grains de pollen ont été notés pour les taux de germination et

100 tubes ont ét¢ mesurés dans chaque réplique pour un total de plus de 500 tubes polliniques.

5.2.4.8 Tests de croissance in vivo et coloration au bleu d’aniline

Pour les expériences de germination in vivo du pollen d'A. thaliana, des pistils de type
sauvage ont ¢t¢ émasculés 16 heures avant I’anthése. Puis, ils ont été pollinisés a la main avec
du pollen provenant des plantes sauvages, des simples, des doubles ou du triple mutants. Le
pollen des 10 premiéres fleurs de la tige principale des plantes a été utilisé. Une heure et demi
apres la pollinisation, les pistils ont été collectés. Les pistils ont été fixés pendant deux heures
a température ambiante (TR) dans un fixateur acide acétique/éthanol (1:3), réhydratés pendant
30 min successivement a I’aide d’éthanol 70 %, 50 % et 30 % et de ddH»O a TR, puis ramollis
avec 8M NaOH pendant une nuit a TR. Ensuite, ils ont été lavés trois fois a 1’aide d’un tampon
(108 mM K;HPO4, pH11) et colorés avec 0,1 % de bleu d’aniline dans un
tampon 108 mM K>;HPOs, pH 11 avec 2 % (v/v) de glycérol pendant deux heures a I’obscurité
a TR [246]. Enfin, les pistils ont ét¢ montés sur une lame de microscope a I’aide d’une goutte
de solution de bleu d’aniline décolorée avec 5 % (v/v) de glycérol et soigneusement pressés
avec une lamelle de couverture pour ouvrir le pistil longitudinalement. La fluorescence du bleu
d’aniline a été observée au microscope inversé Zeiss Axio Imager Z1 en utilisant I’émission de
lumiere UV. Des pollinisations indépendantes (n = 15 a 20) ont été effectuées pour chaque
génotype de pollen. La longueur des TP a été mesurée a 1’aide du logiciel ImageJ (domaine

public ; http://imagej.nih.gov/ij/).
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5.2.5 Résultats

5.2.5.1 Les AtMAP3K19, 20 et 21 sont les paralogue des ScFRK1, 2 et 3

L’¢tude du génome d’A. thaliana a déterminé qu’il y avait 21 AtMAP3K dans le génome
[1]. Parmi les 21 AtMAP3Ks, seulement trois, la AtMAP3K19-20-21, font partie du sous-groupe
des FRK de S. chacoense (Figure 26). Elles partagent entre 48 et 60 % d’identité par paires
d’acides aminés avec la SCFRK3. Les séquences protéiques des AtMAP3K19, AtMAP3K20
et la AtMAP3K21 sont similaires de 56 a 76 %. Une étude récente sur les kinases FRK a
démontré un large développement de cette famille chez les Solanacées [217]. Leurs rdles chez
les différentes especes semblent fortement liés a la formation des gameétes et a la fécondation.
Les ¢tudes faites sur les kinases SCFRK1, ScCFRK2 et ScFRK3 ont permis d’appuyer cette
hypothese [175, 176]. La AtMAP3K19-20-21 sont les orthologues les plus proches de la famille
des ScFRK (Figure 26). Nous pouvons ¢émettre I'hypotheése que ces trois kinases sont impliquées

dans la reproduction d’A4. thaliana.
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Figure 26 : Positionnement phylogénique de la AtMAP3K19, de la AtMAP3K20 et de la AtMAP3K21

dans la classe des ScFRK et de I’ensemble des AtMAP3K.

A. L'Arbre phylogénétique des AtMAP3K1-21 et des ScFRKs (ScFRK1-6). Les AtMAP3K19-20-21 sont les
homologueles plus proches des FRK de S. chacoense. L’arbre a été réalisé par la méthode de
I’'assemblage des voisins en utilisant 1000 répliques et enraciné avec la kinase AtMPK4.

5.2.5.2 Les AtMAP3K19, 20 et 21 sont exprimées dans le pollen et le TP.
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Les analyses transcriptomiques par micropuces ont demontrés une augmentation de
I’expression des AtMAP3KI19 et 20 dans les derniers stades du développement des
gamétophytes males (Annexes 3 : Tableau 6) [178]. L’étude des grains de pollen matures, des
grains de pollen 30 minutes apres la germination, 4 heures apres la germination et les TP semi-
in vivo montre que parmi les 20 4tMAP3Ks présentes sur la biopuce, les AtIMAP3K19 et 20 sont

les plus fortement exprimées a ces différents stades (Annexes 3 : Tableau 6).

map3k19
map3k20

map3k21

actine 2

Figure 27: RT-PCR pour les patrons d'expression MAP3K19, 20 et 21.

Analyse par RT-PCR de l'expression des genes MAP3K19, 20 et 21 dans divers organes de la
plante d'4. thaliana. Le géne de 'Actine2 est utilis¢é comme contrdle interne pour une charge
¢gale.

Pour déterminer dans quels tissus les trois AtMAP3K sont exprimées, des RT-PCR semi-
quantitatives ont ét¢ effectuées sur les bourgeons, les feuilles de la rosette, les racines, les tiges
les fleurs, les grains ainsi que les siliques (Figure 27). La figure 27, nous montre que les
AtMAP3K19,20 et 21 sont exprimées fortement dans les bourgeons ainsi que dans les fleurs
(Figure 27). L'expression GUS, sous le controle des promoteurs de la AtMAP3K19, 20 ou 21,
ont permis d'observés la localisation tissulaires de ces geénes (Figure 28). Les plantes
transgéniques contenant ces constructions ont ensuite ¢té analysées au moyen d’un test
histochimique axé sur les fleurs. Bien que modérément exprimée dans les pétales de fleurs
matures, I’expression de AtMAP3K 19 a surtout été trouvée dans le pollen et le style tout au long
du développement (Figure 28A-D). L’expression devenait plus forte a mesure que le pollen se
développait, atteignant un maximum autour du stade 11 de la fleur, correspondant a la premicre
mitose du pollen (PMI) [247]. La coloration GUS a pu étre suivie jusqu’a une cellule pollinique
spécifique, elle a été observée dans les TP pendant sa croissance (Figure 28E) et suivie jusqu’a
la décharge du TP pendant la fécondation (Figure 28F). Des schémas d’expression similaires
ont également été observés pour les deux autres AtIMAP3K. L expression des AtMAP3K20 et
AtMAP3K21 semble s’étendre a la partie supérieure de la valve a des stades plus jeunes (Figure

28G-L, M-P), tandis que la AtMAP3K2(0 montre également une expression dans les glandes
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nectariferes (Figure 281). L expression est encore plus forte dans le pollen tout au long de son
développement, jusqu’a I’allongement du TP, atteignant un maximum dans le pollen autour du
stade PMI (Figure 28K-L ; Q-R).

Ces deux expériences permettent d’affirmer que la AMAP3K21 est exprimée lors de la
formation du grain de pollen et dans le TP. De facon plus générale, ces trois AtMAP3Ks
s'expriment fortement lors de la formation du grain de pollen ainsi que lors de la croissance du

TP.

PMAP3K19::GUS PMAP3K20::GUS pPMAP3K21::GUS

Figure 28 : Analyse histochimique de I'expression du géne rapporteur GUS par le promoteur des trois
MAP3Ks.

Expression du géne rapporteur GUS avec les promoteurs AtMAP3K19 (H-F), AtMAP3K20 (G-L) et
AtMAP3K21 (M-Q). L'observation globale de I'apex floral (A, G et M) permet de visualiser tous les
stades de développement de la fleur. Un examen plus approfondi permet d'attester que |'expression
des kinases se trouve principalement dans le pollen (P), la coloration augmentant avec le
développement, jusqu'a environ la fin du stade 11. Des fleurs autour de ce stade ont été observées
pour chaque géne (MAP3K19 : B-D ; MAP3K20 : H-J ; MAP3K21 : N-O). La coloration dure dans le pollen
pendant l'allongement du tube pollinique (PT) et peut étre retracée jusqu'a I'éclatement pour les trois
kinases (E-F ; K-L ; P-Q). Barre d'échelle = 100 um, sauf pour A, G et M (500um). Carpelle (C) ; nectars
(N) ; ovule (Ov) ; papille, (Pa) ; pétale, (Pe) ; pollen, (P) ; tubes polliniques (PT) ; style, (S) ; valve (V).
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5.2.5.3 Effets de la mutation des AtMAP3K19, 20 et 21 sur la formation des grains
de pollen

Pour comprendre le réle des AtMAP3K19-20-21 lors de la formation du grain de pollen
et lors de la germination et la croissance du TP, nous avons utilisé des lignées mutantes T-DNA
disponibles sur TAIR pour la AtMAP3K20 et la AtMAP3K21. La méthode CRISPR-Cas9 a
permis d’obtenir un mutant nul pour le géne AtMAP3K21 dans la lignée Col0. Nous avons
obtenu une lignée homozygote contenant une délétion de 16 nucléotides dans le domaine kinase
entrainent I’apparition d’un codon-STOP prématuré (Annexes 3 : Tableau 7). Toutes les lignées
homozygotes pour la AtIMAP3K20 et AtMAP3K21 ont ét¢ identifiées par PCR (Annexes 3 :
Tableau 7). L’identification des lignées AtMAP3K19 a été faite par la méthode PCR puis par
séquengage (Annexes 3 : Tableau 5). Des croisements ont été effectués pour obtenir les simples,
les doubles ainsi que le triple mutant.

Pour savoir si ces AtMAP3K sont impliquées lors du développement des gamétophytes
males, nous avons observé la viabilité des grains de pollen & maturit¢ avec la coloration
d'Alexandre [245]. La Figure 29A nous montre que I’ensemble des grains de pollen dans les
différents contextes génotypiques présente une coloration violette, nous permettant de conclure
a la viabilité de ces pollens. La quantification de la viabilité des grains pollens chez les simples,
les doubles ou le triple mutant, qui a était effectué trois fois sur six fleurs de quatre plantes
ayant le méme génotype, ne présentent aucune diminution de la viabilité des pollens a 1’anthése
(Figure 29B). Ce résultat montre que les AtMAP3K19-20-21 ne semblent pas nécessaires pour

la formation des grains de pollen.
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Figure 29 : Test de viabilité des grains de pollen a I'anthése.

A. Image de grains de pollen colorés au colorant d'Alexandre des lignées de type sauvage, les
simples mutantes AtIMAP3K19 (m19), AtMAP3K20 (m20), AtMAP3K21 (m20), les doubles
mutantes AtMAP3KI19;AtMAP3K20 (m19;m20), AtMAP3KI19;AtMAP3K21 (m19;m21),
AtMAP3K20;AtMAP3K21 (m20;m21), et le triple mutant AtMAP3KI9;AtMAP3K20;
AtMAP3K21 (m19;m20;m21). Barre d'échelle = 20 um. B. Pourcentage du pollen viable (bleu
clair) et pollen mort (rouge clair) dans les lignées simples, doubles et triple mutant.

5.2.5.4 Effets de la mutation des AtMAP3K19, 20 et 21 sur la germination et
I'élongation des TP.

Les trois MAP3K étant fortement exprimés lors de la croissance du TP, nous avons
analysé la capacit¢ de germination et de croissance des différents génotypes (Figure 28).
L’analyse statistique a indiqué que le taux de germination des simples mutants n’est pas
différent de celui des plantes sauvages (WT) (Figure 30A). Cependant les doubles
mutants AAIMAP3K19;AtMAP3K20 (ml19;m20), AtMAP3KI19;AtMAP3K21 (ml19;m21) et
AtMAP3K20;,AtMAP3K21 (m20;m21) présentent une diminution de la germination
significativement différente des plantes sauvages. La capacité de germination des grains de
pollen du triple mutant AtIMAP3K19;AtMAP3K20; AtMAP3K21 (m19;m20;m21) est plus

faible que le type sauvage et il est significativement plus faible que les grains de pollen des
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doubles mutants (Figure 30A). Ce résultat permet de conclure que les AAMAP3K19-20-21 sont

toutes les trois impliquées dans la germination du pollen d’A. thaliana.
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Figure 30 : Tests de germination et de croissance in vitro.
A. Pourcentage de germination du pollen et B. longueur du tube pollinique de type sauvage

(WT), des simples mutants MAP3K19 (m19), MAP3K20 (m20), MAP3K21 (m21), des doubles
mutants MAP3K19 ;MAP3K20 (m19;m20), MAP3K20 ;MAP3K21 (mi19; m21),
MAP3K20 ;MAP3K21 (m20; m21) et du triple mutant MAP3K19;MAP3K20;MAP3K21
(m19;m20;m21) apres trois heures de croissance in vitro. Les données représentent les valeurs
moyennes XSE. Des lettres différentes indiquent une différence significative (P < 0,05, ANOVA a sens
unique, test de Tukey).

Trois heures aprés germation in vitro, les TP des simples mutants AtMAP3K19 (ml19),
AtMAP3K20 (m20) et AtMAP3K21 (m21) sont nettement plus courts que ceux de la plante
sauvage (WT) (Figure 30B). Ce méme résultat est aussi observable pour les trois doubles
mutants ainsi que pour le triple mutant. En effet, la longueur des TP des différentes lignées
mutantes est sensiblement plus courte que celle du type WT. La longueur moyenne des TP de
type sauvage est de 341,6 £18,7 um (n > 500), alors qu’elle est entre 233,4 £18,2 um et 256,7
+19,6 um (n > 500) pour les TP des différentes lignées mutantes aprés 3 heures de croissance
in vitro. Pour confirmer ce phénotype, le comportement des TP des mutants ont également été
observés in vivo. Pour cela, les stigmates WT ont été pollinisés avec du pollen des différentes
lignées mutantes. Quatre-vingt-dix minutes post-pollinisation, les stigmates sont récoltés, fixés,
réhydratés, colorées au bleu d’aniline puis observées au microscope sous lumiere UV. Plus de
17 stigmates sont ainsi récoltés pour chaque lignée (Figure 31A). L’analyse statistique indique
que le taux de croissance des TP de I'ensemble des mutants est nettement plus faible que celui
des TP sauvages (Figure 31B). Les tests in vivo présentent les mémes résultats que les tests de

croissance in vitro. Ainsi nous pouvons conclure que les AtMAP3K19, AtMAP3K20 et
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AtMAP3K21 sont impliquées dans la germination et la croissance du tube pollinique chez

Arabidospsis thaliana.
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Figure 31 : Croissance des tubes polliniques in vivo.

A. Image des pistils colorés au bleu d'aniline, 90 min post-pollinisation avec par des grains de
pollen de type sauvage (WT), des simples mutants MAP3KI19 (m19), MAP3K20 (m20),
MAP3K2] (m21), des doubles mutants MAP3K19,; MAP3K20 (m19; m20), MAP3K20,
MAP3K21 (m19 ; m21), MAP3K20 ; MAP3K21 (m20; m21) et du triple mutant MAP3K19 ;
MAP3K20,; MAP3K21 (m19; m20; m21) aprés 90 minutes de croissance. La fléche blanche
montre la longueur maxium atteind par les tubes polliniques. B. Longueur des TP de type
sauvage (WT), des simples mutants MAP3K19 (m19), MAP3K20 (m20), MAP3K21 (m21), des
doubles mutants MAP3K19; MAP3K20 (m19; m20), MAP3K20,; MAP3K2] (m19; m21),
MAP3K20,; MAP3K21 (m20; m21) et du triple mutant MAP3K19; MAP3K20; MAP3K21
(m19 ; m20 ; m21) apres 90 minutes de croissance dans les pistils WT. Les données représentent
les valeurs moyennes = SEM d’au moins 15 répétitions pour chaque génotype. Des lettres
différentes indiquent une différence significative (P < 0,05, ANOVA a sens unique, test de
Tukey).
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5.2.5.5 Localisation cellulaire dans le tube pollinique

Le TP est une cellule trés atypique par son organisation intracellulaire, mais aussi parce
qu’elle contient les deux cellules spermatiques. De nombreuses protéines impliquées dans la
signalisation sont localisées spécifiquement a différents endroits de la cellule ou dans les
cellules spermatiques pour permettre la croissance polarisée du TP [87]. Pour observer la
localisation cellulaire des trois MAP3K, nous avons bombardé des grains de pollen de
Nicotiana tabacum. Nous pouvons observer que les MAP3K19-20-21 se localisent dans

I’ensemble du tube pollinique sans localisation particuli¢re (Figure 32).
map3k19 map3k20 map3k21

Figure 32 : Localisation cellulaire de la AtMAP3K19-20-21 dans le TP.
Localisation cellulaire de la GFP et des AtMAP3K19-20-21 dans le tube pollinique de Nicotiana.
Barre d’échelle = 10 um.

5.2.6 Discussion

Les cascades de signalisation MAPK sont impliquées dans de nombreux processus
développementaux comme la formation des stomates, la croissance des racines et également le
développement des gamétophytes males et femelles [168, 174, 248]. Chez Arabidospsis
thaliana, les données transcriptomiques réalisées en 2009, montrent une forte expression de la
AtMAP3K19 et de la AtMAP3K20 lors du développement du grain de pollen, dans les grains de
pollen 30 minutes apres leur germination in vitro, aprés quatre heures in vitro, et dans les TP
semi-in vivo (Annexes 3 : Tableau 6) [178]. Chez les Solanacées, les orthologues de ces kinases
sont les membres de la famille des FERTILIZATION-RELATED KINASE (FRK). Une étude
sur ce sous-groupe des FRK a déterminé qu’elles seraient principalement impliquées dans les
processus développementaux des gamétes males et femelles [174]. Les études faites sur la
ScFRK1, la ScFRK2 et la ScCFRK3 démontrent I’importance de ces MAP3K lors de la formation
des sacs embryonnaires et des grains de pollen [176, 177, 249, 250]. L’analyse phylogénétique
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des ScFRK montre qu'elles sont les orthologues putatifs de la MAP3K19, MAP3K20 et la
MAP3K21 chez A.thaliana (Figure 26).

Les AtMAP3K sont fortement exprimées dans les anthéres, les grains de pollen, ainsi
que les TP. L’analyse de I’expression GUS vient confirmer la forte expression de la
AtMAP3K19-20 dans les tissus reproducteurs males, lors de la germination et lors de la
croissance du TP (Figure 27 et Figure 28). La RT-PCR et I’expression GUS montre que la
AtMAP3K21 est elle aussi fortement exprimée durant la formation du gamétophyte male et
durant 1’¢longation du TP. Contrairement aux ScFRK-2-3, la méthode GUS n’a pas détecté
d’expression des AtMAP3Ks dans les ovaires. Par conséquent, les AtMAP3K19-20-21 ne jouent
aucun réle dans la formation du sac embryonnaire [175, 176].

L’ensemble des lignées mutantes pour les 4tMAP3K19-20-21 ne présentent aucun
défaut évident des grains de pollen a 1’anthése (Figure 29). Contrairement aux ScFRK1-2-3 ou
la modification de I’expression perturbe le développement du gamétophyte male, les AAMAP3K
ne semblent pas étre impliquées dans ce processus développemental. Par contre, les doubles
mutants conduisent a une diminution de la germination des TP et ce phénotype est renforcé
pour le triple mutant (Figure 30). De plus, les tests de croissance in vitro et in vivo montrent
que 1’¢longation des TP est affectée lors de la mutation d’une ou l'autre des AtMAP3K
(Figure 30 et Figure 31). En revanche, les doubles et le triple mutants ne présentent pas une
diminution significative par rapport aux les simples mutants (Figure 30 et Figure 31). Ces
résultats montrent que ces trois AtMAP3Ks participent a la germination et la croissance du TP.
L’analyse de la germination et la croissance du TP a été faite pour les différentes lignées RNAi-
ScFRK3 et aucune d’entre elles ne présente de défaut de la germination ou de 1’¢longation des
TP in vitro et in vivo (résultat non publi¢, Caroline Daigle et Daniel P. Matton). Malgré leurs
homologies de séquence, le role des AtMAP3K19-20-21 est bien différent de la fonction des
ScFRK1-2-3 chez S. chacoense.

L’utilisation de I’inhibiteur des MKK, U0126, a permis de démontrer que les cascades
MAPK sont nécessaires a la germination et I’¢longation du TP. Cette étude permet d’identifier
des membres de cette superfamille impliqués dans ce processus biologique. Avant ces
recherches, seule la MPK6 avait clairement été identifiée, dans 1’¢élongation en interagissant
avec certains facteurs de transcription AtWRKY ou encore certaines protéines kinases telles
que PIP5SK6 qui nécessaires pour I'endocytose [184]. Une autre étude faite par Benhamman
Rachid et al. en 2018 a émis 1’hypothése que la cascade AtMAP3K20-AtMKK3-AtMPK6

serait impliquée dans la régulation du cytosquelette lors de la croissance des racines [168]. De
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plus, des résultats non publiés du laboratoire Matton ont montré que la AtMAP3K19 et 21
peuvent phosphoryler la AtMKK3. Ainsi nous pouvons émettre [’hypothése que la
AtMAP3K19-20-21 active la AtMKK3 et que celle-ci, une fois active, va phosphoryler la
AtMPKG6 pour réguler I’élongation du TP.

Cette étude sur les AtMAP3K19-20-21 vient démontrer pour la premiére fois
I’implication directe de certaines MAPK lors de la germination et 1’¢longation du TP chez A.
thaliana. L 1dentification de ces substrats en aval de ces trois AIMAP3K représente une étape

importante dans la poursuite de la compréhension du réle des cascades MAPK lors de la

reproduction.
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6 Discussion et perspective générales

6.1 Discussion générale

L’objectif de ma these était d’essayer de comprendre I’implication des MAPK pendant
la formation des gamétophytes et lors de la germination et I’élongation du tube pollinique. Cette
thése permet la caractérisation d’une nouvelle MAPK, ScFRK3, et d’affiner nos connaissances
sur la SCFRK2 chez S. chacoense. Afin d’élargir nos connaissances sur le role des MAPK, nous
démontrons que les cascades MAPKs sont nécessaires lors de la germination et la croissance
du tube pollinique chez A. thaliana. Pour finir, nous confirmons I’implication de cette famille
de kinases, en essayant de comprendre le role des AtMAP3K19-20-21 lors de la reproduction.
Malgré les homologies de séquence et la similarité¢ d’expression entre les SCFRK2-3 et les
AtMAP3K19-20-21, leurs roles sont bien différents chez ces deux espéces, ce qui nous conduit

a des conclusions et des perspectives bien différentes.

6.1.1 Chez Solanum chacoense

Dans le premier chapitre, nous avons montré I’importance des réseaux de signalisation
pour la formation des gamétophytes males et femelles [9, 62]. Les cascades MAPK semblent
fortement impliquées dans ces processus développementaux. Chez les Solanacées, un sous-
groupe de MAP3K, nommé FRK pour Fertilization-Related Kinases, joue un rdle dans la
formation du pollen et des ovules [174].

Les ¢tudes faites sur deux FRK, ScFRK1 et SCFRK?2 chez S. chacoense, ont permis de
démontrer que ces deux protéines kinase sont impliquées dans la formation des gamétophytes
[176, 250]. Le phénotypage des mutants de surexpression ScFRK2 présente une diminution
drastique du nombre de graines par fruit. Cette méme étude montre que la surexpression de
ScFRK?2 conduit les ovules a se développer en structures carpéloides [176]. Dans le chapitre I1I,
nous montrons effectivement que la transformation des ovules en structures carpéloides conduit
a une diminution du nombre de graines par fruit, mais elle ne permet pas d’expliquer la totalité
de ce phénotype, car les structures carpéloides représentent seulement 10 % des ovules de
I’ovaire (Figure 20). Nous avons poursuivi nos investigations en observant le nombre d’ovules
non carpéloides arrivant a maturit¢ (Figure 20). Un grand nombre d’ovules sans sac

embryonnaire a pu étre observé dans les ovaires a l'anthése ce qui permet d’expliquer la
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diminution du nombre de graines par fruit. L analyse du développement des sacs embryonnaires
des lignées surexprimant ScFRK2 montre qu'ils n’arrivent pas a entrer en mitose [. Apres ’arrét
au stade mégaspore fonctionnelle, les sacs embryonnaires vont progressivement dégénérer
(Figure 21). Ce chapitre permet de montrer 1’implication de la SCFRK?2 dans la formation du
sac embryonnaire.

Le chapitre II avait pour objectif de caractériser un nouveau membre de la famille des
ScFRK. Tout comme la ScFRK1 et la ScFRK2, 1a ScFRK3 est exprimée dans les anthéres et les
ovaires tout au long de leur développement (Figure 14). ScFRK 1 est davantage dans I’ovaire a
I’anthése ainsi que dans les cellules-meres du pollen (PMC) [250]. La ScFRK?2 est plus
fortement exprimée dans I’ovaire lors de la fécondation ainsi que dans le pollen immature [176,
177]. Quant a ScFRK3, elle est aussi exprimée dans les ovaires en développement, mais plus
tot que ScFRK 1, et son expression est trés faible lorsque la fleur est a I’anthése (Figure 14).
Egalement, on détecte un peu de son expression lorsque le fruit se développe, principalement
au niveau du péricarpe.

L’analyse des lignées mutantes de sous-expression pour la ScFRKI et ScFRK3 et les
lignées de surexpression pour la ScFRK?2 présentent le méme phénotype. Chez I'ensemble des
lignées, les sacs embryonnaires arrétent leur développement a 1’étape de la mégaspore
fonctionnelle, puis dégénérent. Quant aux grains de pollen, ils n’entrent pas en mitose I [176,
217, 250]. Bien que les phénotypes des trois mutants soient similaires, les SCFRK1-2-3 ne
semblent pas jouer le méme role. La méiose est un mécanisme moléculaire complexe, ainsi que
I’entrée en mitose et les SCFRK1-2-3 pourraient étre impliquées a différents moments, tout en
aboutissent aux mémes phénotypes. Les différences d’expression entre ces trois kinases nous
permettent de conclure que ces trois MAPK jouent des roles distincts, mais que chacun d’eux
est nécessaire en amont de la mitose I pour permettre la formation du sac embryonnaire et du
grain de pollen, chez S. chacoense.

Le chapitre II met aussi 1’accent sur la recherche des SCMKK et des ScMPK en aval de
la SCFRK3. Cette recherche est un axe nouveau comparativement aux ¢tudes précédentes. La
ScFRK3 interagit avec la SCMKK3 et la ScMKK3 interagit avec la ScCMPK13, ce qui pourrait
constituer la premiere voie d’intégration par les cascades MAPK découvertes chez S. chacoense
(Figure 18 et Figure 19). La découverte des cascades MAPK fait partie des perspectives que

nous expliquerons plus longuement dans la partie 6.2.1.
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6.1.2 Chez Arabidopsis thaliana

Le chapitre cinq avait pour objectif de caractériser la AtMAP3K 19, la AtMAP3K20 et
la AtMAP3K21 qui sont les homologues putatifs du groupe des SCFRK. La forte homologie de
séquence entre SCFRK3 et les trois MAP3K d’A. thaliana nous a permis d’émettre 1’hypothése
d’une homologie de fonction entre ces MAP3K et la SCFRK3. L’analyse de 1’expression des
MAP3K19-20-21, grace a la technique d’expression GUS, a confirmé que ces kinases sont
fortement exprimées a la fin de la formation du gamete male et dans le grain de pollen mature
(Figure 27 et Figure 28) Contrairement aux ScFRKs, les AtMAP3K ne sont pas exprimées dans
I’ovaire (Figure 28). Ces kinases ne jouent donc aucun rdle dans le développement de I’ovule
ce qui est la premiere différence avec les ScFRKs. L’analyse d’expression nous mene
naturellement a I’observation du gamétophyte male. L’observation des mutants AtMAP3K20,
AtMAP3K21 et AtMAP3K19 ont montré que les grains de pollen sont viables chez les simples,
les doubles et chez le triple mutant (Figure 29). Ces trois AtMAP3K ne semblent pas impliquées
dans la formation du grain de pollen d’A4. thaliana.

L'analyse des lignées GUS sous le contrdle des promoteurs de la AtIMAP3K19-20-21
révele que ces trois kinases sont fortement exprimées pendant la croissance du TP (Figure 28).
Comme nous avons pu le voir dans le chapitre un, trés peu de recherches ont été faites sur les
MAPK lors de la croissance des TP chez A. thaliana. La AtMPK®6 est la seule a avoir été
identifiée comme jouant un réle dans 1’¢longation du TP [184]. Pour autant, le simple mutant
ne présente aucune diminution de la germination ou de I’élongation du TP. Ces débuts de
résultat nous ont conduits naturellement a nous poser la question de la nécessité des cascades
MAPK lors de la germination et la croissance du TP. Le chapitre quatre avait pour objectif de
répondre a cette interrogation.

L’utilisation de U0126 permet d’inhiber sept des dix MKK lors de la germination du
grain de pollen et du TP [189, 224]. En présence de U0126, la germination des grains de pollen
est affectée. La taille des TP apres trois heures de croissance est plus faible que dans les
controles (Figure 22). Une augmentation de la concentration de U0126 conduit a un gonflement
de I’apex puis a I’éclatement de la RA du TP (Figure 23). Ces résultats montrent que les MKK
sont nécessaires pour la germination et la croissance du TP chez A. thaliana. L’analyse des FA
montre une diminution et une désorganisation particuliecrement importantes dans la région

apicale et subapicale en présence de I’inhibiteur U0126 (Figure 24 et Figure 37). Dans le TP,
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I’organisation de 1’exocytose est dépendante des filaments d’actine. Afin de confirmer 1I’impact
de D’inhibition des MKK sur les FA, nous avons observé I’exocytose grace au gene
rapporteur YFP-RabA4b. En présence de U0126, la quantité de vésicules contenant YFP-
RabA4b est diminuée dans la région apicale et le taux de renouvellement de ces vésicules est
réduit de 30 % (Figure 25). L’inhibition de 1’activit¢ des MKK dans le TP entraine une
désorganisation des FA conduisant a la réduction de I’exocytose. Ce chapitre nous permet de
démontrer que certaines cascades MAPK sont essentielles pour la croissance polarisée du tube
pollinique.

La nécessité des cascades MAPK pendant la germination et la croissance du TP permet
de soutenir I’hypothese que les AtMAP3K19-20-21 pourraient jouent un réle lors de ces deux
processus biologiques. Les simples mutants AtIMAP3K19, AtMAP3K20 et AtMAP3K2I ne
présentent aucun probléme de germination du pollen. En revanche, I’ensemble des doubles
mutants montre une diminution d’en moyenne 29 % de germination des grains de pollen. Chez
le triple mutant, ce phénotype est renforcé avec une diminution de 48 % par rapport au grain de
pollen sauvage (Figure 31). Les tests de croissance in vitro et in vivo pour les simples, les
doubles ou le triple mutant présentent une diminution de I’élongation des TP (Figure 30 et
Figure 31). Cependant, la diminution n’est pas renforcée chez les doubles ou le triple mutant.
Ces résultats montrent que les AtIMAP3K19-20-21 sont impliquées dans de la germination et
la croissance des TP (Figure 30 et Figure 31). Contrairement aux SCFRK1-2-3, les orthologues
d'A. thaliana ne semblent pas jouer un rdle lors de la formation des gamétophytes males et
femelles. Par contre, elles semblent requises pour la germination et la croissance du TP.

La signalisation des MAPK fonctionnant en cascade, la recherche d’une ou des MKK
en aval de la AtMAP3K19-20-21 permettrait de mieux comprendre leurs rdles dans la
germination et 1’¢longation du TP. Méme si nous n’avons pas encore étudié cette partie,
certaines ¢tudes nous permettent déja d’émettre des hypothéses sur ces cascades. En effet, la
cascade AtMAP3K20-AtMKK3-AtMPK4/AtMPK6 est impliquée dans la croissance racinaire
[168]. Un résultat non publi¢ de Fangwen Bai dans le laboratoire de D. P. Matton, a montré que
la AtMAP3K19 et la AtMAP3K21 interagissent elles aussi avec la AtMKK3 et les essai kinases
montrent la phosphorylation de la AtMKK3 par ces trois kinases. De plus, la AtMPK6 est
impliquée dans la croissance et le guidage du TP [150, 184, 187]. Ces deux résultats nous
permettent d’émettre 1’hypothése que la AtMKK3 se trouve en aval des AtMAP3K19-20-21 et
qu’une fois activée, elle pourrait phosphoryler la AtMPK6 qui, comme nous le savons déja,

joue un role dans I’élongation du TP. Bien sr, cette cascade ne peut étre la seule dans le TP,
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car la mutation de la AtMKK3 ou de la AtMPKG6 ne permet pas d’observer le phénotype observé
pour les AtMAP3K19-20-21. 1l semblerait donc que plusieurs cascades MAPK coexistent ce
qui expliquerait en partie la spécificité de la réponse des MAPK dans le TP.

Le lien entre la signalisation MAPK et I’organisation des FA n’a jamais clairement été
démontré. Cependant, 1’utilisation de U0126 sur les poils racinaires a aussi montré un lien entre
les cascades des MAPK et I’organisation FA a I’apex des poils racinaires. Dans la partie 1.3.2.2
qui est consacrée au role du cytosquelette dans le TP, nous avons décrit le role de deux
protéines : la MICROTUBULE-ASSOCIATED PROTEIN [1] 18 et la MICROTUBULE-
DESTABILIZING PROTEIN 25 [118, 119]. Malgr¢ les noms de ces protéines, les auteurs ont
démontré que ces protéines modifient le réseau des FA et non les microtubules dans le TP. Dans
les racines, lors de la formation des stomates ou encore pendant la division asymétrique du
pollen, certains MPK phosphorylent les MAP pour modifier I’organisation des microtubules
[118, 119]. Il serait donc possible que certaines cascades MAPK modifient 1’état de
phosphorylation des MAP pour organiser temporellement et spécialement le réseau des FA dans

le TP.

6.2 Perspectives

Cette thése permet de mieux comprendre I’implication de la super famille des MAPK
lors de la reproduction dans le régne végétal. Pour autant, ces différents chapitres ne sont que
les prémisses d’une compréhension plus fine de la fonction des MAPK lors de la reproduction.
La différence fonctionnelle entre les ScFRK et les AtMAP3K ouvre de nombreuses
perspectives. Dans cette partie, nous présenterons quelques-unes des perspectives qui nous
semblent les plus intéressantes a explorer, aux vues des résultats obtenus dans les chapitres

précédents.

6.2.1 Chez Solanum chacoense

Le travail effectué¢ sur la caractérisation de ScFRK3 pourrait étre approfondi en
identifiant les kinases en aval de cette FRK. La méthode du double hybride et du BiFC ont
confirmé I’interaction entre SCFRK3 et ScMKK3. Pour autant, leurs interactions, dans le cadre
d’une cascade de signalisation par voie MAPK, nécessitent la vérification du transfert de
phosphate de la SCFRK vers la SCMKK et de SCMKK vers la SCMPK. Des essais kinases in
vitro en utilisant des versions purifiées des protéines SCFRK3, SCMKK3 et SCMPK13, a I’aide
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de (y-32 P) dATP, pourraient constituer une excellente expérience [251]. D'ailleurs, les trois
protéines formant la cascade supposée ainsi que chacune de leurs versions kinase-dead ont été
clonées dans des vecteurs d'expression bactériens, permettant 1'ajout d'une étiquette de six
histidines. Les Kinases SCMKK3 et SCMPK 13 ont été exprimées et purifiées avec succes. Bien
que ScFRK3 était suffisamment exprimée, nous n’avons pas été¢ en mesure de la purifier. En
effet, cette derni¢re n’est soluble qu’en conditions dénaturantes (8M urée). Malgré plusieurs
tentatives (comme différentes conditions utilisées pour effectuer la dialyse), il a été€ impossible
de réduire la concentration d’urée sans qu’il y ait précipitation. Une solution envisageable pour
tenter de résoudre ce probléme serait d’utiliser une autre méthode d’expression. Par exemple,
I’expression dans les plantes de tabac ou encore dans les levures permettrait peut-étre d'obtenir
une protéine directement soluble [252]. Si la voie de signalisation proposée dans cette thése
(ScFRK3 — ScMKK3 — ScMPK13) s’avere confirmée par les essai kinases, il serait
intéressant de modifier I’expression de ScMKK3 et de ScMPK 13 en utilisant la méthode ARN
interférent ou la méthode Crisper-Cas9. Ces différentes lignées permettraient d'observer et de
comparer le phénotype avec celui observé pour les lignées RNAi-ScCFRK3 [217, 244]. Cette
recherche de similarité phénotypique permettrait de démontrer que la SCMKK3 et la ScMPK 13
se trouvent en aval de la SCFRK3.

La continuité du travail effectué sur la kinase SCFRK2 serait, comme pour SCFRK3, de
trouver les kinases en aval. La méme méthodologie que pour 1’étude de la ScFRK3 serait
envisagée. Les techniques de doubles hybrides et de BiFC vont permettre d’identifier une
interaction possible avec une ou des SCMKK [213]. Les essais kinases permettent de confirmer
le transfert de phosphate de la SCFRK2 aux ScCMKK. Apres avoir identifi€ les kinases en aval,
la recherche du méme phénotype dans des lignées RNAi ou I’inactivation du gene par la
méthode CRISP-Cas9 des SCMKK identifiés permettrait de confirmer les liens entre la SCFRK?2
et cette/ces SCMKK.

La connaissance des cascades MAPK dans le développement des gamétophytes, nous
conduits naturellement a investiguer plus en profondeur le ou les déclencheur de cette voie (en
amont) et ses conséquences (en aval) ; et ainsi a affiner la fonction des SCFRK. Par exemple,
pour la cascade SCFRK3-ScMKK3-ScMPK13, la découverte des facteurs de transcription, ou
toute autre protéine située en aval, par la méthode de criblage en double hybride chez la levure,
pourraient étre envisagées en utilisant SCMPK13 comme appat [168]. Pour compléter ce
résultat, I’incubation d'un extrait de protéines provenant d’ovaires ou d’étamines avec/sans
ScMPK 13, suivi d’un gel 2D de la fraction enrichie en protéines phosphorylées permettrait

d’identifier des cibles possibles de la SCMPK 13 [253]. L’utilisation de ces deux méthodes a
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large spectre va permettre d’identifier un certain nombre de protéines intéressantes. Suite a cela,
des méthodes plus fines vont pouvoir étre utilisées, comme le BiFC, le double hybride ou les
essais kinases pour vérifier I’interaction [213, 251]. Bien sir, la recherche de similarités
phénotypiques va permettre de confirmer I’implication des facteurs de transcription, les
protéines liées au cytosquelette, etc. Cette méthodologie pourrait étre utilisée pour identifier les
protéines en aval de la cascade SCFRK2 apres 1’identification de la ScMPK.

Parmi les six ScFRKs identifiées, les différentes études ont montré que trois d’entre
elles sont impliquées dans la formation des gamétophytes [217, 249]. Sur une échelle de temps
plus long et en vue de I'importance que joue la SCFRK1-2-3, il serait intéressant de savoir si la
ScFRK4, la ScFRKS et la ScFRK6, sont, elles aussi, impliquées dans la formation des
gamétophytes male et femelle. Pour cela, la méme méthodologie utilisée dans le chapitre 2 sur
la ScFRK3 c’est-a-dire, l'identification des lieux d'expressions, la création de lignées mutantes
par ARN interférant, surexpression, identification et caractérisation du ou des phénotypes liés

a la modification de l'expression des SCFRK, etc.

6.2.2 Chez Arabidopsis thaliana

L'utilisation de l'inhibiteur U0126 a permis de montrer I’implication des cascades de
signalisation MAPK lors de la germination et la croissance des TP. Le chapitre quatre est le
point de départ d’études permettant d’identifier les membres de la super famille des MAPK
impliqués dans ces processus biologiques. Le chapitre cinqg a justement pour but de commencer
cette identification. Les trois AtMAP3K19-20-21 participent a la germination et la croissance
des TP. La prochaine étape de cette recherche est de croiser des lignées exprimant Lifeact-eGFP
et des lignées de YFP-RabA4b avec les simples, les doubles et le triple mutant des AtMAP3K19-
20-21 [110, 114]. La construction des lignées mutantes avec Lifeact-eGFP va nous permettre
d'observer le comportement des filaments d'actine lors de la germination et la croissance du TP.
Ces lignées vont nous permettre de savoir si les AtMAP3K19-20-21 régulent I’organisation des
FA dans le TP. Les lignées YFP-RabA4b vont quant a elle, permettre l'observation de
I'exocytose a l'apex du TP en absence des trois kinases [110, 114]. L'analyse des FA et de
I'exocytose va permettre d'affiner notre compréhension du réle de ces MAP3K lors de la
croissance du TP chez Arabidopsis thaliana.

Pour poursuivre cette recherche, il serait intéressant d’identifier les MAPK en aval de
ces MAP3Ks. L’hypothese de la cascade AtMAP3K19-20-21—AtMKK3 —AtMPK6 semble

intéressante aux vues des recherches d’interactions menées par Benhamman R. et par F. Bai
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dans le laboratoire de Daniel Matton[168, 213]. Nous pourrions observer la germination et la
croissance du TP in vitro et in vivo du mutant AtMKK3. Le mutant AtMPK6 ne présente aucun
phénotype 1ié¢ a la germination et 1’¢longation du TP [184]. Méme si cette cascade participe a
I'¢longation du TP, d'autres membres de la superfamille sont nécessairement impliqués dans
I'¢longation polarisée du TP. La drogue U0126 inhibe sept des dix MKK présents chez A.
thaliana (AtMKK1, 2,5,7,8,9 et 10). Les résultats de transcriptomique montrent que la AtMKKS5
est celle qui s'exprime le plus fortement parmi les sept inhibées (Annexes 2:Tableau 4)[178,
231, 254]. La AtMKKS est connue pour son réle dans la réponse immunitaire, et dans la
répartition et la formation des stomates chez 4. thaliana [231, 234, 248]. Ces différentes é¢tudes
ont montré que la AtMKKS a la capacité de phosphoryler la AtMPK6 [255]. Pour ces raisons,
il serait intéressant d'observer la germination et I'¢longation du TP en absence d'expression de
la AtMKKS.

L’analyse des résultats de transcriptomique des grains de pollen et des tubes polliniques
en croissance permets de s'intéresser a d’autres MAPK. Par exemple, parmi les 20 membres de
la famille MPK, les biopuces montrent une forte expression pour la AtMPKS8-9-15-17-19 et 20
[178]. Apres vérification de 1’expression par RT-PCR, I'utilisation de mutant T-DNA ou la
formation de mutant par la méthode CRISP-Cas9, permettraient d’observer si leur absence
affecte la germination, 1’¢longation et la polarité des TP in vivo et in vitro. L’identification des
membres de la superfamille des MAPK permettrait d’établir des cascades de signalisation, en
recherchant les interactions possibles entre les différents membres, grace a I’'utilisation de
techniques comme le BiFC.

Les différentes propositions de méthodologies ou de sujets faites dans cette partie ne
sont bien entendu que des possibilités, et bien d’autres propositions de recherche pourraient étre

encore énonceées ici.
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7 Conclusion

La fécondation est un événement essentiel pour les organismes vivants, elle permet la
formation d'un nouvel individu. L'objectif de cette thése était de mieux comprendre
lI'implication des cascades de signalisation MAPK lors de la reproduction végétale.

Ces recherches ont permis de mettre en lumiére un nouveau phénotype lors de la
surexpression de SCFRK?2 dans les ovaires chez Solanum chacoence. La surexpression de cette
MAP3K conduit un grand nombre de sacs embryonnaires a dégénérer aprés leurs entrées en
mitose. Ces résultats démontrent que ScFRK2 est impliqué dans la formation du sac
embryonnaire. Nous avons poursuivi ces recherches en caractérisant la SCFRK3, qui est aussi
impliquée dans la formation du sac embryonnaire ainsi que du grain de pollen. La diminution
de l'expression de ScFRK3 conduit un grand nombre de gamétophytes males et femelles a
arréter leurs développements avant entré en mitose. Ces recherches renforcent 1'idée que le
groupe des SCFRK joue un role essentiel lors du développement des gamétophytes femelles et
males.

Nous nous sommes ensuite intéressés a I'implication des MKK lors de la croissance du
tube pollinique chez Arabidopsis thaliana. L'utilisation de U0126 a permis de montrer que
l'inhibition des MKK conduit a la diminution de la germination et la croissance du tube
pollinique. L'observation des filaments d'actine et du trafic vésiculaire en présence de U0126 a
montrer des désorganisations des FA dans la région apicale et subapicale ainsi qu'une
diminution du trafic vésiculaire. Nous avons poursuivi ces recherches en identifiant trois
MAP3K (AtMAP3K19, 20 et 21) fortement exprimées dans les graines de pollen et dans le tube
pollinique. L'analyse des doubles et du triple mutant pour ces kinases a montré une diminution
de la germination et de la croissance du TP. L'ensemble des résultats ont permis de comprendre
I'importance des cascades MAPK lors de la croissance du tube pollinique chez Arabidopsis
thaliana.

Ces recherches ne sont que la prémisse d’un objectif a plus long terme de
compréhension de la signalisation moléculaire permettant la formation des grains de pollen, des
ovules, ainsi que la croissance du tube pollinique. La recherche fondamentale avance et
continuera a affiner et a révéler de nouveaux genes a notre compréhension, de nouveaux
mécanismes et de nouveaux réseaux de signalisation nécessaires a la fécondation, mais plus

généralement a la survie et a I’évolution des especes végétales.
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9 Annexes

9.1 Annexes 1:La ScFRK3 est impliquée lors du developpement des gamétes.

Tableau 2 : List of primers.

Sequence

Size of
amplicon

Number of
cycles

FRK1 RT-PCR F

5’-CCAAAGAAGAGGAAGAGGCAAC-3’

343

28

FRK1 RT-PCR R

5’-GGTGAGAAATAACCCATACGACG-3’

FRK2 RT-PCR F

5’-GGATTCGCAAGCAAGGTTGG-3’

379

28

FRK2 RT-PCR R

5’-CCTTCCTCTTCCTCTGATGAAC-3’

FRK3 RT-PCR F

5’-GTCCATTTGATTTCCCAGATTG-3’

343

28

FRK3 RT-PCR R

5’-GTGGCAACCAATGTTATGTAC-3’

FRK4 RT-PCR F

5’-GCAACAGTGGCAGCCCTTCAAC-3’

338

28

FRK4 RT-PCR R

5’-TGGCCTAGCCTAATCACTAAATTG-3’

FRKS RT-PCR F

5’-GAAATCGCCTCTTCGTTTGCTG-3’

227

28

FRKS RT-PCR R

5’-CTACAGAGAGTGTAGCCAAATAAG-3’

FRK6 RT-PCR F

5’-GCAATTGCTAGATCCGAAGC-3’

288

28

FRK6 RT-PCR R

5’-GGATCAAACCCATACATACTTC-3’

Actine RT-PCR F

5’-TGAGTTACCAGATGGTCAGG-3’

228

23

Actine RT-PCR R

5’-TCCTTGCTCATACGATCAGC-3’

ScMKK3 RT-PCR F

5’-GAGGGTCTGCCAAACTTGAAAG-3’

198

28

ScMKK3 RT-PCR R

5’-CCATTTACAGGAACACACACAAC-3’

ScMPK13 RT-PCR F

5’-GTTGAGGATGCATTGAACCATCC-3’

232

28

ScMPK13 RT-PCR R

5’-GCTAAACCTGCCACAACCAAATC-3’

FRK3 ORF F

5’-ATGGATTGGGTTCGTGGTG-3’

1059

FRK3 ORF R

5’-TCACCTAACAGTAACCCAG-3’

FRK3 in situ T3 F

5’-GCAATTAACCCTCACTAAAGGGCAAAGAGAGTTGATGATG-3’

603

FRK3 in situ T7 R

5’-TAATACGACTCACTATAGGGTCACCTAACAGTAACCCAG-3’

FRK3 Npart F 5’-GGGGCCATGGAGGATTGGGTTCGTGGTGAAGC-3’
FRK3 Npart R 5’-GGGGGGATCCGTGACCATCTCCGGCGACATG-3’
FRK3 Cpart F 5’-GGGGCCATGGAGCGGCGGCGAACAGGGTAC-3’
FRK3 Cpart R 5’-GGGGGGATCCTCACCTAACAGTAACCCAGTCA-3’

FRK3 Midpart F

5’-GGGGCCATGGAGGAGTATGCTACTGGAGGTTCG-3’

FRK3 Midpart R

5’-GGGGGGATCCCGTCCATCTCTTTCTTGGATC-3”
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Tableau 3 : MKKSs and MPKSs found in S. chacoense ovule and pollen transcriptome and
their orthologs in A. thaliana.

MKKs and MPKs found in Solanum chacoense ovule and pollen transcriptomes and their
closest orthologs in Arabidopsis thaliana and Solanum lycopersicum (tomato) from neighbor
joining  phylogenies based on their protein kinase domain from Prosite

(https://prosite.expasy.org).

S. chacoense Closest A. thaliana Closest S. lycopersicum | Group
transcript ortholog ortholog ( Acc. Number
NCBI)

MKKs | isotigl3756 AtMKK?2 SIMKK1 (CAA04261) A
isotig1 5708 AtMKK3 SIMKK5(543946) B
isotig25857 AtMKK?7; AtMKKS; SIMKK 4(543948) D

AtMKK9
isotig37602 AtMKK4; AtMKKS SIMKK?2 (543720) C
isotig38529 AtMKK6 SIMKK3 (543947) A

MPKs isotig07712 AtMPK18; AtMPK19 SIMPK10 (543859) D
isotigl 0718 AtMPK9 SIMPK16 (100736548) D
isotig1 6044 AtMPK4; AtMPK11; SIMPK6 (100736474) B

AtMPK12
isotig17837 AtMPK16 SIMPK 13 (AEH42670.1) D
isotig27038 Unclear SIMPK 14 (100736548) D
isotig27937 Unclear SIMPKS8 (100736510) C
isotig34221 AtMPK20 SIMPK12 (100736475) D
isotig34270 AtMPK18; AtMPK19 SIMPK11 (AEH42668) D
isotig34923 AtMPK9 SIMPK16 (100736539) D
isotig35805 AfMPK1; ACMPK2 SIMPKO9 (100736512) C
isotig36077 AtMPK4; AtMPK11; SIMPKS5 (100534642) B
AtMPK12
isotig36598 Unclear SIMPK7 (AEH42638.1) B
isotig37161 AMPKG SIMPK1 (543792) A
isotig37197 AMPK3 SIMPK3 (543880) A
isotig37281 AMPKG SIMPK2 (543879) A
isotig37333 AtMPK 13 SIMPK4 (100736513) B
ScFRK
>ScFRK1

MEKNQEAEIMWKRGRTLGQGGFGFVSLACTTHSDDSPLIPSLIAVKSCMLSHSESLED
EIEFLRMCQDCPHVIRSFGVKVTQEDDILLYNLLLEYASAGSLADRLLNNDQLGLPEF
QVQKHTKNVLLGLRFIHRKGIIHCDIKPHNILLTSTDDDDAEEVAKIADFGLSLTLEQS
WTQKQGMRGTKRYMAPESLLKQEYGPEADIWALGCTVYELITGTPLWESSNSDPEF

DDVLHRIMYEEPNLENDKLSTEAKDFMSY CLIKNPKSRWSAGLLLNHSFLKSADSVL
PPKKRKRQHGYMSRLQRRKKAFRTQPHIRHLVIDL*

>ScFRK2
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MASIRWSRGRTIGKGAEGTVTLATTHNNFSIAVKSSLFSCSKSLQKEREFLNEFQDCS
QIRCFGADVTEEDNNILYNILLEYAIGGSLAHRIGKKSGLPDFEVKKYSKPILLGLRV
VHGKGFVHGDIKPHNILLVGTEKRAKIADFGFASKVGIGSKKRKLRGTPMYMAPESV
LDDEYGTPADIWAFGCTVFEMITGKKVWDCTGINDPLHLLCKIGMQSPDLHDDKMS
KQAEDFLNKCVDRDPHSRWTADLLLNHPFLSSDNNDVHQRKRKELNLVDLCNSTEL
KPMKLLTNKRRRKLVERC*

>ScFRK3
MDWVRGEAVGHGSFGKVNLAIPRKQSTQFLPLMVMKSSGVSHSVSLVNEKKILDEL
NGCPEIRCFGESYSFENGDSLYNLLLEYATGGSLAEKLKKSENYKLSEFEVSGYTKGI
LKGLQYVHEVGYAHCDIKLONILLGEDGKVKIADFGLAKRVDDELRYELRGTPLYM
SPEMVTGGEQGTPADIWALGCVVAEMVAGVPAFRFSNVTELLMAIGVKNQLPQIPEE
LSEEGKDFLSKCFVQDPRKRWTAEMLLKHPFVADHDTVTLLNEEIKNGVPSISPKCPF
DFPDWVSDESAQSSVTCSITFLPSPENLNSSCGRWSTSPAERLMGLVSEFSTESEWCSH
DDWVTVR*

>ScFRK4
MDWVRGETVGHGSFGKVSFAIPRNQSTLFSPSMVVKSSSASCSATLMNEKMILDELK
GCPQIINCVGDSYSYENGEKLYNVLLEYACGGALSDKLNNSGDQRLPEFEVRKYTKG
LIKGIHYIHKNGY VHCDIKLPNILLGKNGQVKISDFGLSKRAESKKYDKLRCELRGTP
LYMSPEMVIGGEQDTPADIWALGCVVAEMATGNPVWRCSDITKLLMTIGLGDQLPEI
PQNLSEEGKDFLEKCLVKDPKKRWTAEMLLKHPFVADEDDTVLLNEERCNSGSPSTS
PRCPFDFPDWVSNKSAESSVTCSITSLPSPAFQESMNWSDESWSTSPTERIRELVCECR
PEFEWSTADGWVSVR*

>ScFRKS
MQQGMESKKKIEVEELKNVNEFGDGVSWYRGAMLGKGSFGYVYLANLKNPKSKN
RYLPSVMAVKSAEVSVSGSIQKEREVLSNIKGCPYVIRCFGDETTSGNNGVMAYNLL
LEYGSGGTLAERINKLGLAEFEVRLYTRSMLRGLNHIHAIGY VHCDMKPENVLLVPN
SSKGSVEFRAKIGDLGLAKRENQSKKRRLETYWRGTPMYLSPEAVADNVQESPADI
WALGCIVLEMLTGKPPWDRKDAEDVLKKIGEGHELPEIPGDLSKEAKDFLKGCFVRK
PTYRWTAEMLLIHPFVEGLCDNDDGVEERQEVEDINEVDSMQLVTETDDEVSILKKI
GAAFRRGIRWYWSEDDTEITEDEIASSFAEERMSIRSSSIDSGFNSMIDTSSQVASRNPS
NNSSKCPLKFTIPAGVLALGGRREI*

>ScFRK6
MAGLLWKRGTTLGQGGFGVVSLASTSNALFRSVTLPSLIALKSCNYSASQSLKEEVEI
LRMFKHSPYIAHCFGANVSFEDNVNLYNSLPEYASGGSLADRLQNCNSLSESEVKKH
TKNVLLGLSCIHNNGITHCDIKYGNILLVGRDKTAKIADFGLSVTLEQGMNQKQGVIR
GTERYMAPESVINTEYTSQVDIWALGCTVHELITGTPMWEDADGDDVLDKIEFEEPK
FOQNSKLSNEAQNFLEKCLVKNPSTRWTADMLLNHTFLONSSKVANTAKTRKKKSDS
MSLLHKPIQKITFKIDHHKFSRQLLDPKPLLDKPIKKITFKFGNHKFSRQLLDPKPLLH
KPIQKITFKIGNHKFMRQSPDLKEVENEPCGRVLGTDNR

ScMKKSs

>isotig37602
MRPTQPAANSTSSAAASSMPPPSSAGQRRRPRRRTDLTLPLPQRDVALAVPLPLPPTS
APSSSSSSSSSPLPTPLHFSELERVNRIGSGTGGTVYKVLHRPTGRLYALKVIYGNHED
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SVRLOQMCREIEILRDVDNPNVVRCHGMFDHNGEIQVLLEFMDKGSLEGIHIPLEQPLS
DLTRQVLSGLYYLHRRKIVHRDIKPSNLLINSRREVKIADFGVSRVLAQTMDPCNSSV
GTIAYMSPERINTDLNHGQYDGYAGDIWSLGVSILEFYLGRFPFSVGRQGDWASLMC
AICMSQPPEAPPTASREFREFIACCLQRDPARRWTAAQLLRHPFITQNSPGTHTGPATT
SLSNQAHQLLPPPPHFSSSSSSS

>isotig25857
MALVRDRRHLNLRLPLPEPSERRPRFPLPLPPSSVSTVNSTANTTTTTTTTTTASTTTISI
SELEKLKVLGHGNGGTVYEVRHKRTSAIYALKVVHGDSDPEIRRQILREISILRRTDSP
YVIKCHGVIDMPGGDIGILMEYMNAGTLENLLKSQSTFSELCLAKIAKQVLGGLDYL
HSHKIIHRDLKPSNLLVNREMEVKIADFGVSKIMGRTLDPCNSYVGTCAYMSPERFDP
DTYGGNYNGYAADIWSLGLTLMELYMGHFPFLPPGQRPDWATLMCAICFGEPPSLPE
NTSEKFNDFMKCCLQKESSKRWSAHQLLQHPFIQSIDLKST

>isotig13756
MKKGSFAPNLKLSLPPPDEVALSKFLTESGTFKDGDLLVNRDGVRIVSQSEVAAPSVI
QPSDNQLCLADFEAVKVIGKGNGGIVRLVQHKWTGQFFALKVIQMNIDESMRKHIA
QELRINQSSQCPYVVICYQSFFDNGAISLILEYMDGGSLADFLKKVETIPERYLAVICK
QVLKGLWYLHHEKHIIHRDLKPSNLLINHRGDVKITDFGVSAVLASTSGLANTFVGT
YNYMSPERISGGAYDYKSDIWSLGLVLLECATGHFPYTPPEGDEGWVNVYELMETIV
DQPEPCAPPDQFSPQFCSFISACVQKHQKDRLSANELMSHPFITMYDDQDIDLGSYFT
SAGPPLATLTEL

>isotig38529
MKTAKPLKQLKLSVPAQDTPISSFLTASGTFHDGDLLLNQKGLRLISEENESLPSETKE
IDLQFSLEDLETIKVIGKGSGGVVQLVRHKWVGTLFALKVIQMNIQEDIRKQIVQELKI
NQASQCPHVVVCYHSFYHNGAISLVLEYMDRGSLVDVIGQLKTILEPYLAVVCKQVL
QGLVYLHHERHVIHRDIKPSNLLVNHKGEVKITDFGVSAMLASSMGQRDTFVGTYN
YMAPERISGSTYDYKSDIWSLGMVILECAIGRFPYIQSEDQQARPSFYELLEAIVSSPPP
SAPADQFSPEFCSFVSACIQKDPRDRSSALDLLSHPFIKKFEDKDIDLSILVSSLEPPVNF
PR

>isotigl 5708
MAGLEELKKKLVPLFDADKGFSPTSTSDPFDSYSLSDAGTVNLLSQSYGVYNINELGL
QKWPVDDTDHGEKTYRCASHEMRVFGAIGAGASSVVQRAIHIPTHRIIALKKINIFEK
EKRQQLLTEIRTLCEAPCYQGLVEFYGAFYTPDSGQISIALEYMDGGSLADIIKIRKSIP
EPILSSMVQKLLHGLSYLHGVRHLVHRDIKPANLLVNLKGEPKITDFGISAGLESSIAM
CATFVGTVTYMSPERIRNENYSYPADIWSLGLALFECGTGEFPYTANDGPVNLMLQIL
DDPSPSLSRHDYSPEFCSFVDACLKKNPDDRPTADQLLSHPFTIKYSDSALDLGTFVR
DIFDPTQRMKDLADMLTIHYYLLFDGSDEFWQHTKTLYNECSTFSFGGKESIGPNNIF
STLSNIRNTLAGEWPPEKLVHVVEKLQCRANGQDGVAIRVSGSFIVGNQFLICGDGM
QVEGLPNLKDLSIDIPSKRMGTFHEQFIVEKANIIGRYFITKHELFITQ

ScMPKs

>isotig35805

MATPVEPPNGIRSPGKHYYSMWQSLFEIDTKY VPIKPIGRGAYGIVCSSVNRETNEKV
AIKKINNAFENRVDALRTLRELKLLRHLRHENVIALKDVMMPIHRPSFKDVYLVYEL
MDTDLHQIVKSSQTLTNDHCQYFLFQLLRGLKYLHSANILHRDLKPGNLLINANCDL
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KICDFGLARTSSGKDQFMTEYVVTRWYRAPELLLCCDNYGTSIDVWSVGCIFAELLG
RKPVFPGTECLNQLKLIINILGSQREEDLEFIDNPKARKYIKSLPYSPGTPFSRLYPQAH
PLAIDLLQRMLVFDPSKRISVMEALQHPYMSPLYDPNTDPPAQVPINLDIDEDLGEETI
RDMMWTEILHYHPEAATAAMEEVM

>isotig27937

MATQVEAPNGIRSRGKHYYTMWQTVFEVDTKY VPIKPIGRGAYGVVCSSVNRETNE
KVAIKKINNVFSNRIDALRTLRELKLLRHIRHENVIALKDVMMPIHRNSFKDIYLVYEL
MDTDLNHIIKSPQPLSDDHCKYFLFQLLRGLKYLHSANILHRDLKPGNLLVNANCEL
KICDFGLARTSRDNGQFMTEYVVTRWYRAPELLLCCDNYGTSIDVWSVGCIFAEILG
RKPLFPGTECLNQLKLILNILGSQPEADLHFIDNPRAKGFIRSLPFTRGAHFSSLFPNAD
PLAIDLLQRMLIFDPSKRITVTEALYHPYLSSLFDPTCNLPAQFPLNLNIDENMAEPLIR
EMMLREIFHYHPEAAYINTFY

>isotig37197
MVDANMSGAQFPDFPKIVTHGGQYVQYDIFGNYFEITNKYRPPIMPIGRGAYGIVCSV
FNAELNEMVAVKKIANAFDNYMDAKRTLREIKLLRHLDHENVIGLRDVIPPPLRREFS
DVYIATELMDTDLHQIIRSNQGLSEDHCQYFMYQLLRGLKYIHSAHVIHRDLKPSNLL
LNANCDLKICDFGLARPNVENENMTEYVVTRWYRAPELLLNSSDYTAAIDVWSVGC
IFMELMNRKPLFAGKDHVHQIRLLTELLGTPTESDLSFLRNEDAKRY VRQLPQHPRQ
QLATVFPHVNPLAIDLVDKMLTLDPTRRITVEDALAHPYLAKLHDAADEPVCPVPFSF
DFEQQGIGEEQIKDMIYQEALALNPEYA

>isotig37161
MDVSAPQTDTMMPDVAAPAVQQPPPPPQPLPGMDNIPATLSHGGRFIQYNIFGNIFEV
TAKYKPPIMPIGKGAYGIVCSALNSETNENVAIKKIANAFDNKIDAKRTLREIKLLRH
MDHENIVAIRDIIPPPQREAFNDVYIAYELMDTDLHQIIRSNQGLSEEHCQYFLYQILR
GLKYIHSANVLHRDLKPSNLLLNANCDLKICDFGLARVTSETDFMTEYVVTRWYRPP
ELLLNSSDYTAAIDVWSVGCIFMELMDRKPLFPGRDHVHQLRLIMELIGTPSEAEMEF
LNENAKRYIRQLPLYRRQSFTEKFPHVNPAAIDLVEKMLTFDPRRRITVEDALAHPYL
TSLHDISDEPICMTPFNFDFEQHALTEEQMKELIYRESIAFNPEYQRM

>isotig37281
MDGSAPQTDTVMSDAAAGQQPATPPLPMAGMENIPATLSHGGRFIQYNIFGNIFEVT
AKYKPPIMPIGKGAYGIVCSALNSETNEHVAIKKIANAFDNKIDAKRTLREIKLLRHM
DHENIVAIRDIIPPPQREAFNDVYIAYELMDTDLHQIIRSNQGLSEEHCQYFLYQILRGL
KYIHSANVLHRDLKPSNLLLNANCDLKICDFGLARVTSETDFMTEYVVTRWYRPPEL
LLNSSDYTAAIDVWSVGCIFMELMDRKPLFPGRDHVHQLRLLMELIGTPSEAEMEFL
NENAKRYIRQLPLYRRQSFVEKFPHVNPAAIDLVEKMLTFDPRRRLTVEGALAHPYL
TSLHDISDEPVCMTPFSFDFEQHALTEEQMKELIYREGLAFNPEYQHM

>isotig37333

MDAENIENSVEIKGIPTRDGKYVEYNVVGNLFEVTSKY VPPIQPVGRGAYGIVCCATN
SETKEEIAIKKIGNAFENRIDAKRTLREIKLLSHMDHENVIKIKDIVRPPDREEFNDVYI
VYELMDTDLHQIIRSSQALTEDHCQYFLYQLLRGLKYVHSANVLHRDLKPSNLLLNA
NCDLKICDFGLARTTSEADFMTEYVVTRWYRAPELLLNCTEYTAAIDIWSVGCILME
LIKREPLFPGRDYAQQLGLIKLLGSPEESDLGFLRSDNARKY VKQLPQVPKQPFSEHF
PDVSPLALDLAEKMLVFDPAKRITVEDALNHPFMISLHEINEEPVCTSPFNFDFEQASL
SEEDIKELIWNEALKFDPDTTK
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>isotig1 6044
MSLDSSSADHGGHSNIRGIPTHGGRYVQYNVHGSLFEVSRKYVPPIRPIGRGANGMV
CAAVNSETREEVAIKKIGNAFDNVIDAKRTLREIKLLSHMDHENVIAIKDVIRPPQKK
NFNDVYIVYELMDTDLHQIIHSSQQLTDEHCRHFLYQILRGLKYIHSANILHRDLKPSN
LLVNAKCDLKIGDFGLARTTTETDFMMEYCVTRWYRAPELLLNCSEYTSAIDIWSVG
CILGEILTRQPLFPGRDY VHQLRLITELIGSPDDASLGFLRSNNARRYVRQLPRYPRQQ
FAARFPNSSPRAVDLLEKMLIFDPSRRITADEALCHPYLAPLHEINEEPVCPRPFSLDFE
QPSLTEDNIKELIWREAAKFNPDPTH

>isotig36077
MEASPGDHGVQSNFNGVPTHGGRYVQYNVYGNLFEVSKKYVPLRPVGRGAYGIVC
AALNSETREEIAIKKIGNAFDNRIDAKRTLREIKLLRHMDHDNVIAMKDIIRPPQTENF
NDVYIVYELMDTDLHQIIRSNQQLTDDHCRYFLYQILRGLKYIHSANVLHRDLKPSNL
LLNANCDLKVGDFGLARTTSETDFMTEYVVTRWYRAPELLLNCSEYTAAIDIWSVG
CILGEMMTRQPLFPGRDY VHQLKLITELIGSPDDASLGFLRSDNARRYVRQLPQYPRQ
QFAAKFPNSSPGAVDLLEKMLVFDPSRRVTVDEALCHPYLAPLHDINEEPVCPMPFSF
DFEQPSFTEENIKELIWRESVNFNPDPTH

>1s0tig36598

MANQTGGASSTGSRDIRGVLIHGGQYVRYNVYGSLFEVSSKY VPPIRPIGRGAYGLV
CAAVNSETREEVAIKKIGNAFDNRIDAKRTLREIKLLRHLDHENIVAIKDLIRPPKKEA
FNDVYIVSELMDTDLHQIRSEQPLTNDHCQYFMYQLLRGLKYVHSANVLHRDLKPS
NLFLNANCDLKIGDFGLARTTSETDFMTEYVVTRWYRAPELLLNCSEYTGAIDVWSV
GCIFGEIMTREPLFPGKDY VQQLRLITELLGSPDDASLQFLRSDNARRY VRQLPQYPK
QQFSARFPSMSPLAVDLLEKMLVFDPTRRITVDEALCHPFLSSLHDLNDEPICPRPFSV
DFDEPSITEEKIKELIWRESVKFYPDFVEQNI

>isotig34923
MGGSSSFVDGVLRWFHRRHTNEDAILTQPHNSADTHLQEKQENKHEFTITEDFDFTG
LKLIKVPKRFHLPISSSSMDPIKKNALETEFFTEYGEASRYQVQEVIGKGSYGVVGSAV
DTHTGERVAIKKINDVFDHVSDATRILREIKLLRLLRHPDIVEIKHIMLPPSRREFKDIY
VVFELMESDLHQVIKANNDLTHEHYQFFLYQLLRGLKYIHTANIFHRDLKPKNILAN
ADCKLKICDFGLARVSFNDVPSAIFWTDYVATRWYRAPELCGSFFSKYTPAIDIWSIG
CIFAELLSGKPLFPGKNVVHQLDLITDLLGTPPPETVAKIRNEKARRYLSSMRKKQPV
GFAKKFPNADPLALRLLERLLAFDPKDRPSAEEGLEDPYFHGLSNADREPCRPPISKLE
FEFEKRKLAKDDVRELIYREILEYHPQMLQEYLSGGDQTSGFMYPSGVDRFKRQFAH
LEEHAGKGEHSAPILRQHASLPRERVPAPKDDTSSQNNDCEKRTVSTTLQSPPAQSEG
SENYSARSLLKSASISGSKCVEVKRRNAEEEPIEEQNEEVDGLSQEVASLHV

>isotigl 0718
MGGGSTFVDGVRRLFHRRSSTTTTITTIVHTNAEPILNNLEKPIKISDSQYQQEEEGELI
HHEDFDISGLKFIRVPKRVDFPFSSASYQMDHHRKNSQEAEFFTEYGEASRYQIQEVIGK
GSYGVVASAVDTKTGERVAIKKINDVFEHVSDATRILREIKLLRLLRHPDIVEIKHIML
PPSRREFKDIYVVFELMESDLHQVIKANDDLTPEHYQFFLYQLMRGLKYTHTANVFH
RDLKPKNILANADCKLKICDFGLARVSFNDTPSAIFWTDYVATRWYRAPELCGSFFS
KYTPAIDIWSIGCIFAEMLTGKPLFPGKNVVHQLDLMTDLLGTPPPETIAKIRNEKARR
YLGNMRKKPPVPYAQKFPHADPLALRLLERILAFDPKDRPSAEEALADPYFSSLSNVD
REPSTHPISRLEFEFERRKLAKEDVRGLIYREILEYHPQMLQEYHRGGDQTSGFMYPSS
VDRFKRQFAHLEEHYGKGERSTPLQRQHASLPRERVPAPKDETSSQNIDFEKQTSASV
ASTLESPPGQSEGSEYSGANVQNGPNKANYSARSLLKSASISGSKCVVVKRRNAEEE
AIKEQTDGVDGLAQKLADLHG
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>1sotig27038
MVMDFKEFFTEYGEAHQYEIQEVVGKGSYGVVAAAIDTHTGEKVAIKKINDVFEHS
CEATRILREIKLLRLLRHPDIVEIKHILLPPCPREFKDIYVVFELMECDLQHVIKANDSL
TAEHYQFFMYQLLRGLKYMHTANVFHRDLKPKNILANADCKLKICDFGLARVSLGD
NPSAVFWTDYVATRWYRAPELCGSFFSKYTPAVDIWSLGCIFAEMLTGKPLFPGKNA
VHQLDLITDLLGTPSTEAISRIKNEKARRYLSSMKKKAPIPLSQQFPHVDPLALRLLER
LIAFDPKDRPSAEEALAHPYFRGLANKEQEPSSQTISKFEFDFERRKLGKEDIRELIYRE
ILEYHPQMLQEHLHGTDHTHFMYPSGVDCFKQQFDHLEGHSGRGGSTLFPRRYASLP
RERVCASTDEEADKDGEFERHVVASMAQRCLPSPPSSPKVKKPDTANTVEGPTEAGH
STPMNTERCMLRSSSISFSKCVGAIWDCEVSVF

>isotigl 7837
MNYNMNMQGSGDVDFFTEYGEGSRYKIEEVIGKGSYGVVCSAYDTHLGEKVAIKKI
NDIFEHVSDATRILREIKLLRLLRHPDIVEIKHILLPPSRREFKDIYVVFELMESDLHQVI
KANDDLTPEHYQFFLYQLLRGLKYIHTANVFHRDLKPKNILANADCKLKICDFGLAR
VAFNDTPTAIFWTDYVATRWYRAPELCGSFFSKYTPAIDIWSIGCIFAELLTGKPLFPG
KNVVHQLDLMTDLLGTPSPESIARIRNEKARRYLSSMRKKKSVPFSHKFPHADPLALR
LLERMLAFDPKDRPNAEEALADPYFRNLAKVEREPSAQPVTKMEFEFERRRITKEDV
RELIYREILEYHPKMLKEFLEGQEPTSFMYPSAVDKFKKQFAYLEEHYGKGGAAAPP
ERQHSSSLPRACVLYSDNSVQNPVEVANDLSKCSIKEDEKPQADRSSMIPMTRLPLQV
POQNVQGGAARPGRVVSSVLRYNNCGAAATAAEVIEQRRIARNPGGPTQYPISNTSYP
RRHPSCKNERGEDSTEVSNGVQPKPEQYIARKVAAAPGGPGNQWY

>isotig07712
MMQQDHRKKNTKEVEFFTEYGEANRYKILEVVGKGSYGVVCAAIDTHTGEKVAIKK
ITDIFEHASDAIRILREIKLLRLLRHPDIVDIKRIMLPPSKRDFKDIYVVFELMESDLHHV
IKANDDLSHEHHRFFLYQMLRALKYMHTANVYHRDLKPKNILANANCKLKICDLGL
ARVSFNDTPTTALWTDYVATRWYRAPELCGSFFSKYTPAIDIWSIGCIFAEVLTGKPL
FPGKSVVHQLDLMTDLLGTPSADTISGVRNEKARKYLTSMRKKNPVPFTEKFPGADP
LVLRLLQRLLAFDPKDRPTAEEALSDPYFKGLAKIEREPSCRPISNLEFEFEKRRLTKE
DIKELIFREILEYHPQLQKDYIAGNDGTNYLYPSATGQFRRQFAYLEENNGKSGTVIPL
GRKHVSLPRSAVNSSTDPPKARQNFSVFDHTQVTEKSSTDVRVAEKISGTIQNISRPPH
RVHAAKPGRVVGPILPYDGRMLTQNTGLLPHGISPHYMFRMNPGNREKCGTEAKDT
TQVRPLPAQCNMGVEMNTNPYYPTQEKVVQLGGQIAIDAKLLQAQTQFGAVSAAA
VAVAAHREVGTIQYSLT

>isotig34270
MQQDQHKKSSKEVEFFTEYGDANRYKILEVVGKGSYGVVCAAIDTHTGEKVAIKKIT
DIFEHISDAIRILREVKLLRLLRHPDIVEIKRIILPPSRREFRDIYVVFELMESDLHHVIKA
NDDLTQEHHRFFLYQMLRALKFMHTANVYHRDLKPKNILANANCKLKICDFGLARV
AFSDTPTTTFWTDYVATRWYRAPELCGSFFSKYTPAIDIWSIGCIFAEVLTGKPLFPGK
SVVHQLDLITDLLGTPSVDIVSGVRNEKARKYLTDMKKKSPVPFTEKFRKADPLALK
LLQRLLAFDPKDRPTAEEALADPYFKGLAKIEREPSSQPISKLEFEFERRRVTKDDIRE
LIFREILEYHPQLLKDYMAGNSGANFLYPSAIGNFRRQFAYLEENSGKSGPVIPPGRKH
VSLPRSTVNSSTIPPRTQQNPMFDHRQVTEKATAGIRVSDPKVLRPPPRVPTAKPGRV
LGPVLSYDGDRSIKVTDGRVYPQNSVVQPHGMSPHYLFRSNSTHLERCGTEAEKDRS
QVKLQHGQCMVAKSSASMSFEMNTNPYYHTQARVAQLGGQIAMDAKLLQAQTQF
GAVGAAAVAVAAHREVGTVQYGLT
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>isotig34221
MQPDHRKKSSAEMDFFSEYGDANRYKIQEVIGKGSYGVVCSAIDTHTGEKVAIKKIH
DIFEHISDAARILREIKLLRLLRHPDIVEIKHIMLPPSRRDFKDIYVVFELMESDLHQVIK
ANDDLTREHYQFFLYQLLRALKYIHTANVYHRDLKPKNILANANCKLKICDFGLARV
AFNDTPTTIFWTDYVATRWYRAPELCGSFYSKYTPAIDIWSIGCIFAEVLTGKPLFPGK
NVVHQLDLMTDLLGTPSMDTISRVRNDKARRYLTSMRKKQPVSFAQKFPNADPLSL
KLLERLLAFDPKDRPTAEEALADPYFKGLAKSEREPSCKSISKMEFEFERRRVTKEDL
RELIFREILEYHPQLRKDYLNGVERTNFLYPSAVDQFRKQFAHLEENGANGVPVVPM
DRKHVSLPRSTVVHSNPNPLKEQPIAANMRDRQNGEESCSRNCRDSEGLASSLTRTL
QAQPRNALAAKPGKVVGPGLAYDSGNREKYDPRPQVRNAVGPPQIMSSVYNYDRS
GVVKQERSVETERGMNSHSKPMAPCGMAAKLSPDIAINIDSNPFYMMRAGVTKPDR
VDDRITIDTNLLQAKSQYGGIGVAAAAATTGAAHRKVGTVQYGMSRMY
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Figure 33: Phylogenetic tree showing the relations between the AtMKKSs, the SIMKKSs
and the SCMKKSs found in the S. chacoense ovule and pollen transcriptome.

All MKK sequences come from A. thaliana (At), S. Lycopersicum (Sl) or S. chacoense. In
tomato, the closest ortholog of the S.chacoense isotig1 5708 [217] 1s Solyc03g019850, named
SIMKKS5 (ITAG release 3.0; http://solgenomics.net) with 99 % amino acid sequence identity.
The MKKs are classified in four groups, from A to D. The tree was made by the Neighbor
Joining method using 1000 replicates and rooted with the Arabidopsis BRI1 receptor kinase.
Only the kinase domain was use for the alignment.
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Figure 34: Phylogenetic tree showing the relations between the AtMPKs, StMPKs and the
ScMPKSs found in the S. chacoense transcriptome.

All MKK sequences come from 4. thaliana (At), S. Lycopersicum (S) or S. chacoense. The
MPKs are classified in four groups, from A to D. The tree was made by the Neighbor Joining
method using 1000 replicates and rooted with the Arabidopsis BRI1 receptor kinase. Only the
kinase domain was use for the alignment.
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Figure 35: ScMKK3 and ScMPK13 expression and localization.

A. Expression profiling on different tissues for ScMKK3 and ScMPK 13 using semi-quantitative
RT-PCRs. B. Protein localization of ScMMK3 and ScMPKI13 using microparticle
bombardment. SCMKK3-GFP localization in onion cell (i) and DIC image (ii). SCMPK13-GFP

localization in onion cell (ii1) and DIC image (iv). Scale bars: 50 pm.
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Figure 36: Conservation of the C-terminal ScFRK3 segment and its closest genes in S.
chacoense and A. thaliana.

The AtMKKK20 C-terminal segment (285-342) was shown to interact with AtMKK3 and
harbored a typical DEF mammalian MAP kinase docking site (Docking site for ERK, FXFP)
identical to the S. chacoense ScFRK3 and 4, as well as the two closest MKKKs in A. thaliana (85)
[2]. DEF domains are generally characterized by a FXF (P/D/E)) motif located between 6 and
20 amino acids C-terminal to the (S/T)-P phosphoacceptor site [256].
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9.2 Annexes 2 : Les cascades des MAPK sont nécessaires pour la croissance
polarisée du TP chez A.thaliana.
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Figure 37: Effets de U0126 sur I'organisation des filaments d'actine lors de la croissance des TP.

Z-projection des TP apreés trois heures de croissance en présence de U0126. Les cercles en pointillé
blanc représentent une accumulation de fragment d'actine anormale. Les fleches blanches montrent
les cercles d'actine. Barre d'échelle = 10 um. (B) Quantification de l'intensité de fluorescence relative
des filaments d'actine dans la région apicale (graphique a gauche), subapicale (graphique central) et
distale (graphique a droite) (de la pointe a la ligne bleue pointillée) des tubes polliniques. Les données
représentent la moyenne * SE, n>15, *P < 0,01 (ANOVA Post-Tukey).
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Tableau 4 : Heatmap de la superfamille des MAPKSs dans le pollen sec, du tube pollinique
aprés 30 minutes de croissance in vitro (PT 0,5 heure), du tube pollinique apres 4 heures
de croissance in vitro (PT 4 h) et du tube pollinique en croissance semi — in vitro (PT SIV).
La heatmap a été effectué a partir valeurs absolues d’expressions obtenues par la biopuce [229].
Plus la case est bleu moins le géne est exprimé et plus la case est rouge plus le géne est exprimé
dans la condition testée.

Identifiants Expression absolue
Genbank MAPK Pollen sec PT05h PT4h PT SIV
ATIG10210 MPK1 62 57 74 47
ATI1G59580 MPK2 67 64 67 56
AT3G45640 MPK3 69 72 148 101
AT4G01370 MPK4 66 57 64 48
AT4G11330 MPKS5 33 34 33 158
AT2G43790 MPK6 2304 2210 2120 955
AT2G18170 MPK7 67 75 82 112
ATIGI18150 MPKS8 1872 1820 1820 1458
AT3G18040 MPK9 1361 1342 1168 1075
AT3G59790 MPK 10 149 169 133 91
ATIG01560 MPK11 68 56 34 59
AT2G46070 MPK 12 67 57 61 29
ATIGO7880 MPK13 [ [ a [ 22 | 14 |
AT4G36450 MPK 14 36 40 31 30
ATIG73670 MPK 15 666 639 516 428
AT5G19010 MPK 16 45 40 39 45
AT2GO1450 | MPK17 [ a4 7 3875 [ 382 [ 2195 |
ATIG53510 MPK 18 70 76 83 184
AT3G14720 MPK 19 205 286 596 1184
AT2G42880 MPK20 488 498 495 626
AT4G26070 MAPKK | 40 37 36 31
AT4G29810 MAPKK?2 36 33 33 142
AT5G40440 MAPKK3 68 94 96 131
ATIG51660 MAPKK4 48 44 39 127
AT3G21220 MAPKKS 226 236 220 434
AT5G56580 MAPKK6 44 46 39
ATIG18350 MAPKK7 29 32 32
AT3G06230 MAPKKS 40 51 43 32
ATI1G73500 MAPKK9 45 41 43 42
ATIG32320 | MAPKKIO [ 1 27 [ 25 [ ]
AT1G09000 MAP3K1 60 66 50 41
ATI1G54960 MAP3K2 48 48 53 45
ATIG53570 MAP3K3 66 76 83 154
ATI1G63700 MAP3K4 60 73 63 57
AT5G66850 MAP3KS5 917 936 1067 1510
multiple MAP3KG6 et 7 78 101 90 269
AT4G08500 MAP3KS 168 214 176 254
AT4G08480 MAP3K9 [ 23 ] 28 29 17 ]
AT4G08470 MAP3K10 70 73 78 77
AT3G06030 MAP3K12 101 137 146 229
ATIG07150 MAP3K13 44 46 46 37
AT2G30040 MAP3K 14 73 66 53 57
AT5G55090 MAP3K15
AT4G26890 MAP3K16
AT2G32510 MAP3K17 109 101 94 71
ATIG05100 MAP3KI18 68 75 46 49
AT5G67080 MAP3K19 592 596 635 989
AT3G50310 MAP3K20 5518
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9.3 Annexes 3 : Les AtMAP3K19-20-21 sont impliquées lors de la germination et la
croissance du TP chez A.thaliana.

Tableau 5 : Amorces utilisés pour réaliser les expériences présentées dans le chapitre IV.

Amorces utilisé pour la vérification de l'insertion T-DNA :

Géne Lignée T-DNA LP primer RP primer
TCGGACAACATCTCTGG
AtMAP3K20 SALK 021755 AATC AATATCCGCTTTCATCACGTG
AGAGATTTTGAGCATGC | AGCTAAACTACCACCGGAAG
AtMAP3K21 SALK 149019 ATGC C
CRISP-Cas9 AtMAP3K19 : Amorce F Amorce R
gRNA séquence utilisé : TACGCCGTTGTACATGGCGC
GAACAATAGTATTTCTT | TCCTGTCAAACACTGATAGTT
Amorce pour séquencage du vecteur pKIR1.1 : ATATAGGCCC TAAAC
Amorce pour rechercher une mutation dans le géne ATGGCTGTGAAATCTGC
MAP3K19: AGAC TGGGCATCTCGGCGATGTC
RT-PCR :
Geéne Amorce F Amorce R
AtMAP3K19 GACGTTTTAGTCAAAGAAGAAGATTTC CCGTACGGTGACCCAGCTATT
AtMAP3K20 CCAGCGAAAAGATGGACGG TCACCGGACTGTAAGCCAACTC
AtMAP3K21 AGATGGACGGCTGAGATGCTT CCTGACGTTGACCCAATCACA
Actine 2 GCCATCCCAAGCTGTTCTCTC CCCTCGTAGATTGGCACAGT
Amorce pour la coloration GUS :
Geéne Amorce F Amorce R

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG
CTGGTTTATTTTCTCCTTTTCTTTTGTTGA

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTGAAGCAAATCTACGAC

AtMAP3K19 A ACGG

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATGAAATTGAAACAAAA
AtMAP3K20 CTGGGCAATCATGCCATTACGACC GCTTTTAAGA

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAGTTTAACAGAGAAGA
AtMAP3K21 CTGGTCACTACTCCTTATGGTGGAAATT | AGAAGAAGAAA
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Tableau 6 : Heatmap des ATMAP3Ks dans le pollen sec, du tube pollinique apreés 30
minutes de croissance in vitro (PT 0,5h), du tube pollinique apreés 4 heures de croissance
in vitro (PT 0,5h) et du tube pollinique en croissance semi- in vitro (PT SIV).

La heatmap a été effectué a partir valeur absolue d’expressions obtenue par la bio-puce Li et
al., 2009. Plus la case est bleue moins le geéne est exprimé et plus la case est rouge plus le géne
est exprimé dans la condition testé.

Identifiants Expression absolue
Genbank AtMAPK Pollen sec PTO05h PT4h PT SIV
AT1G09000 AtMAP3K1 60 66 50 41
AT1G54960 AtMAP3K2 48 48 53 45
AT1G53570 AtMAP3K3 66 76 83 154
AT1G63700 ATMAP3K4 60 73 63 57
AT5G66850 AtMAP3KS 917 936 1067 1510
multiple AtMAP3K6 et 7 78 101 920 269
AT4G08500 AtMAP3KS 168 214 176 254
AT4G08480 AtMAP3K9 | 23 ] 28 29 | 11
AT4G08470 AtMAP3K10 70 73 78 77
AT3G06030 AtMAP3K12 101 137 146 229
AT1GO07150 AtMAP3K13 44 46 46 37
AT2G30040 AtMAP3K 14 73 66 53 57
AT4G26890 AtMAP3K16
AT2G32510 AtMAP3K17 109 101 94 71
AT1G05100 AtMAP3K18 68 75 46 49
AT5G67080 AtMAP3K19 592 596 635 989
AT3G50310 [ AMAP3K20
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Tableau 7 : Délétion de 16 acide nucléique dans le gene AtMAP3K19.

(A) Schéma illustratif de la délétion de 16 nucléotides dans le gene AtMAP3K19. (B) Séquence
entiere de la AtMAP3K19 sans les 16 nucléotides. Le codon surligné en jaune est le codon
STOP prématuré causé par la délétion. (C) Séquence entiere de la AtMAP3K19 muté montrant
I'apparition d'un codon STOP prématuré. Le codon STOP surligné en jaune correspond au
premier qui apparait d(i a la délétion des 16 nucléotides.

1100 1200 1300 1400 1500
MAP3K19 _G-GiG-G-hGGIG-GIG-IGhGiGIGGI
'F M s L LL R I G VvV G NDWEN v PN M I NPUNEN

A | gRNA-séq TTGTTAEGENTEGGTGT
- 16 acides nucléique >
MAP3K19 mreATcFEcEWcEF--------------°-- GG GAEGHGGTTEEcATTEEEcAGGHG
-déletion  HEENMINSEEEEEN- - -------------- B T R NEN R EECE codon STOP prématurer

ATGGAGTGGATTCGAGGAGAAACTATCGGATACGGAACTTTTTCTACAGTAAGTCTAGCGAC
GCGGTCTAATAACGATTCCGGCGAGTTTCCTCCGTTAATGGCTGTGAAATCTGCAGACTCATA
CGGCGCTGCTTCTCTGGCAAACGAGAAATCAGTTCTAGATAATCTCGGAGACGATTGCAACG
AGATCGTACGGTGTTTCGGCGAGGATCGGACGGTCGAAAACGGTGAAGAGATGCATAATTTG
TTCTTGGAATACGCTTCTAGAGGAAGCTTAGAGAGTTATCTTAAGAAATTAGCCGGTGAAGG
TGTACCGGAATCCACCGTGCGTCGCCACACAGGATCGGTGCTTAGAGGTCTACGACACATCC
ACGCTAACGGATTCGCTCACTGTGATTTAAAACTCGGGAATATTCTGTTGTTCGGTGACGGCG
CCGTTAAGATTGCGGATTTTGGATTGGCGAAGAGAATTGGGGATTTAACGGCGTTAAATTAC
GGTGTGCAGATTAGAGGTACGCCGTTGTACATGGCGCCGGAATCTGTTAACGATAACGAGTA
CGGATCAGAAGGTGACGTGTGGGCTTTAGGATGCGTAGTAGTTGAGATGTTTAGTGGTAAAA
CGGCATGGAGTTTAAAAGAAGGGTCGAACTTCATGTCGTTGTTGGTGACGAGGTTCCGATGA
TTCCCGAGGAGTTGTCGGAACAAGGAAGAGATTTTTTGTCAAAGTGTTTCGTTAAAGATCCCA
AAAAGAGATGGACGGCTGAGATGCTTCTAAACCATCCATTTGTAACCGTCGATGTTGATCAC
GACGTTTTAGTCAAAGAAGAAGATTTCGTTGTTAATATGAAAACAGAGGACGTCTCGACATC
GCCGAGATGCCCATTCGAATTTCCCGATTGGGTTTCGGTTTCTTCCGGTTCACAAACGATCGA
TTCGCCGGATGAGAGAGTTGCTAGTTTGGTGACTGATATGATCCCTGATTGGTCTGTTACCAA
TAGCTGGGTCACCGTACGGTGA

MEWIRGETIGYGTFSTVSLATRSNNDSGEFPPLMAVKSADSYGAASLANEKSVLDNLGDDCNEIV
RCFGEDRTVENGEEMHNLFLEYASRGSLESYLKKLAGEGVPESTVRRHTGSVLRGLRHIHANGFA
HCDLKLGNILLFGDGAVKIADFGLAKRIGDLTALNYGVQIRGTPLYMAPESVNDNEYGSEGDVW
C | ALGCVVVEMFSGKTAWSLKEGSNFMSLLVTRFR*FPRSCRNKEEIFCQSVSLKIPKRDGRLRCF*TI
HL*PSMLITTF*SKKKISLLI*KQRTSRHRRDAHSNFPIGFRFLPVHKRSIRRMRELLVW*LI*SLIGLL
PIAGSPYGX
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9.4 Annexes 4 : The ScCRALF3 secreted peptide involved in sporophyte to gametophyte

signaling.
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Abstract

Signalling events through small peptides are essential in multiple aspects of plant
reproduction. The SCRALF3 Solanum chacoense Rapid Alkalinization Factor (RALF) peptide was
previously shown to regulate multiple aspects of cell-cell communication between the
surrounding sporophytic tissue and the female gametophyte during ovule development.

We analysed the global expression pattern of SCRALF3 with GUS reporter gene under
control of the ScRALF3 promoter and validated it with in situ hybridisation. To better
understand the role of SCRALF3 we used three different RNA interference (RNAi) lines that
reduced the expression of SCRALF3 during pollen development.

Both expression methods showed the presence of ScRALF3 in different tissues,

including stigma, style, vascular tissues and during stamen development. Down-regulation of
ScRALF3 expression through RNAi showed drastic defects in early stages of pollen
development, mainly on the first mitosis.

These results suggest that the SCRALF3 secreted peptide regulates the transition from

sporogenesis to gametogenesis in both male and female gametophytes.
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Key words: Rapid Alkalinization Factor 3 (ScRALF3), pollen development, cell-cell signaling,

mitotic divisions.

Abbreviations: PMI: pollen mitosis |; RALF: Rapid Alkalinization Fact, WT: wild type plants, VG:

vegetative cell

Introduction

Cell communication is critical for adequate regulation of development through time
and tissues from the sporophyte are therefore important for a successful male gametogenesis
[159]. Pollen development in the Solanaceae family is well synchronized and can easily be
linked to bud size. Male sporogenous cells differentiate and undergo meiosis occurring in buds
from 2 to 2.5 mm. The resulting microspore tetrad is surrounded by an easily observable
callose wall that quickly dissolves, leading to the release of the four microspores.
Microsporogenesis duration is short and can usually be observed during a few hours only.
Microsporogenesis is completed with the release of the haploid microspores [247]. Then, the
cytoplasmic volume increases due to the formation of vacuoles. In other Solanaceae, such as
Solanum chacoense, small vacuoles will eventually merge to form a single large one [257, 258].
As microgametogenesis begins, an exine wall starts to differentiate [216]. An asymmetrical
division then occurs in 4.5 to 5 mm buds (pollen mitosis I; PMI), with one nucleus
corresponding to the vegetative cell while the other (the generative cell) undergoes another
division to become the sperm cells later. This takes place during pollen tube elongation since,
contrary to Brassicaceous species like Arabidopsis thaliana, pollen from Solanaceous species
are bicellular at floral maturity [259]. The morphology of the two cells is slightly different, even
at the early bicellular stage, due to a lesser condensed DNA from the vegetative nucleus.
Microspore maturation is accompanied by the accumulation of diverse essential reserves, like
carbohydrates in starch vesicles. Male gametophyte development is tightly regulated by
sporophytic factors that control differentiation, meiosis, and pollen wall formation [247].
Pollen grains develop inside the anthers in the cavities, which coated of tapetum. This antheral
tissue brings substances of different natures like pectin, proteins or lipidic bodies and
synchronizes pollen development. Mutants affecting formation/degeneration of the tapetum
result in male sterility [260, 261]. In spite of the importance of the tapetum, the networks

allowing this communication with the grains of pollen in development its little known [262].
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In recent years, small secreted peptides including their major players, the cysteine-rich
proteins (CRPs), have recently emerged as important peptides regulating various aspects of
plant reproduction and development [263, 264]. One such small peptide family are the Rapid
Alkalinization Factor (RALF), a 5 kDa ubiquitous polypeptide that represent a large multigenic
cysteine-rich protein family [265, 266]. The first studied RALF peptide showed rapid
alkalinization in tobacco suspension-cultured cells and was shown to arrest the growth of
developing roots from tomato seeds as well in Arabidopsis thaliana, suggesting roles of RALF
peptides in plant development [267].

Transcriptomic studies in different species have shown that several RAFLs are strongly
expressed during the development of pollen and mature pollen [268]. The first occurrence of
pollen-specific RALFs were in broccoli (Brassica oleracea var. italica), where BoRALF1 was
strictly expressed in mature pollen grains and anther cells [269], and in tomato (Solanum
lycopersicum) with the SIPRALF that regulated pollen tube elongation [270]. In A. thaliana,
AtRALF4, the closest Arabidopsis homolog of SIPRALF, was also shown to be a strong inhibitor
of pollen germination when applied exogenously in an in vitro system [271]. More recently,
AtRALF4 and AtRALF19 were shown to redundantly regulate pollen tube integrity and growth
[272, 273]. On the other side, AtRALF34 is expressed and secreted by the ovule. It was recently
suggested that AtRALF34 also served as an ovule-derived paracrine signal that could replace
the autocrine RALF4/19 signals, leading to pollen tube rupture and sperm release allowing
fertilization [273].

A homologue of AtRALF34 called ScRALF3, had been previously characterized in S.
chacoense . SCRALF3 is involve in female gametophyte development. In ovules, although
ScRALF3 expression is restricted to the sporophytic tissue surrounding the embryo sac, i.e.,
the integument and the nucellus, down-regulation of SCRALF3 expression in the sporophytic
tissues of the ovule leads to female gametophyte (embryo sac) developmental defects [49].
These include loss of nuclei polarization and asynchronous division of these nuclei, leading to
premature embryo sac development arrest for most ovules and, consequently, severely
reduced seed set. Movement of the SCRALF3 peptide through the secretory pathway was also
demonstrated, suggesting that following SCRALF3 production in the sporophytic tissue of the
ovule, secreted ScRALF3 peptide affects the development of the female gametophyte, the
embryo sac deeply buried inside the ovule [49]. SCRALF3 was thus the first peptide specifically

shown to be involved in sporophyte to gametophyte communication.
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In this study, we describe the SCRALF3 expression patterns from different organs and
tissues at different stages of development. The high expression of SCRALF3 in the tapetum and
during pollen development led us to investigate the involvement of this peptide during
gametogenesis. Using RNA interference lines, we show that ScRALF3 is necessary for pollen
development since decrease in SCRALF3 mRNAs led to development arrest at the mitoses
phase. Thus, down-regulation of SCRALF3 expression not only affect the female gametophyte

[49], but also the male gametophyte during early pollen development stages.

Materials and methods

Plants Materials

All plant material was collected from S. chacoense Bitt. (genotype G4, S1S14 self-
incompatibility alleles and V22 S;:S13 self-incompatibility alleles) were derived from S.
chacoense Bitt. lines P1458314 and P1230582 from the NRSP-6 United States Potato Genebank
(Sturgeon Bay, Wisconsin). All plant were greenhouse-grown under long-day condition (16 h

light/8 h dark) [49, 208].

GUS staining and in situ observations

Transgenic plants, staining and in situ hybridizations were done as described before
[49]. For GUS staining, tissues were kept in 70% ethanol until observation. Observations were
performed using a ZEISS SteREO Discovery V.12 stereomicroscope and images were taken
using a Zeiss Axiocam HRc camera (Zeiss, http://www.zeiss.ca). Clearing of flowers was
performed by incubating tissues in 100% ethanol for 1 h and then transferred to a methyl
salicylate/EtOH solution with increasing ratios of methyl salicylate for 30 min each (1:3, 1:1
and 3:1). The tissues were kept in 100% methyl salicylate (Sigma-Aldrich) at 4°C no more than
24 h to avoid discoloration. Sections were performed on buds by embedding samples in
Paraplast® as described[208]. Samples were mounted in 8-10 um sections on Histobond®
microscope slides (VWR, VistaVision), deparaffinized (2 x 5 min 100% xylene) and rehydrated
in decreasing ethanol solution (2 x 95%, 70%, 50% and 2 x H20, 5 min each). The slides were
dried at 40°C for 10 min and mounted with Permount®. Observations were performed using

a Zeiss Axio Imager 1 microscope under bright or dark field.
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Pollen observations

Morphology, viability, DNA condensation state and starch accumulation were
observed during pollen development on fresh materials under 400x and 640x magnification
using a Zeiss Axio Imagerl microscope under bright field. Viability and pollen morphology
throughout development were observed with 1% acetocarmine solution in 45% glacial acetic
acid. DNA condensation during all pollen development was observed with Hoechst 33342
fluorescent DNA dye (Invitrogen) and fluorescence microscopy were performed using a Zeiss
Axio Imager M1 microscope. Starch accumulation was observed using Lugol’s iodine stain on
fresh pollen. Transversal sections were made on smaller buds to allow spreading pollen on
microscopic slides. All pictures were taken using a Zeiss AxiocamHRc camera (Zeiss).
Quantifications were done with Imagel software (rsbweb.nih.gov) in at least three or more

distinct areas of the slide for each replica.

Results

A broader expression pattern for the SCRALF3 peptide

ScRALF3 is crucial for female gametophyte development [49], however ScRALF3
expression is not restricted to the ovule (Figure 38), suggesting broader functions in other
tissues or organs. Visualization of the GUS reporter gene under the control of ScRALF3
promoter (pRALF3::GUS) throughout flower bud development showed that ScRALF3 is also
expressed in stamens, stigma, style, and receptacle, in addition to the previously reported
ovular expression in young buds (Figure 38). Coherently with ovules, a peak of ScRALF3
expression in style and stigma is observed in young floral buds and decreases thereafter during
flower development (<4-5 mm buds; corresponding to mega/microsporogenesis and first
pollen mitosis, Figure 38a-d). SCRALF3 is strongly and precisely expressed at the stigma apex
during early stages of development (Figure 38h) and, afterward, on the entire surface of the
stigma (Figure 38e). SCRALF3 expression decreases in stigmas of 6 to 7 mm buds and is rather
found in the style immediately below the stigma (Figure 38f, i). SCRALF3 expression disappears
in pistil at flower maturity (Fig. 1g), still linking a possible function with development rather

than reproduction/fertilization per se.
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Figure 38: SCRALF3 expression in flower reproductive tissues.

GUS reporter-gene expression under the control of the ScCRALF3 promoter in flower buds. (a) 2.5 mm
bud; (b) 3.25 mm bud; (c) 4 mm bud; (d) 4.8 mm bud; (e) 6 mm bud; (f) 7 mm bud (g) mature style; (h-
i) SCRALF3 expression at the tip of developing stigma (4 mm bud) (h) and in the style just below the
stigma one day before anthesis (7.25 mm bud) (i). Scale bar: 250 um, except for (h) and (i) 100 um.

As mentioned, a strong ScRALF3 expression is also observed in the receptacle, the
thickened part of the peduncle where floral organs are attached (Figure 38 a-g). To better
define this receptacle expression and understand its implication, flower bud sections were
analyzed. Longitudinal sections revealed a well-defined region of expression corresponding to
the receptacle while transversal sections showed that this expression pattern corresponds
more specifically to the conductive vessels of reproductive tissues, the ovary, and stamens
(Figure 39 e and f, see Figure 39a-d for drawing references). Physiologically, the centermost
row of vascular vessels visible in the peduncle will divide into two vascular vessels at the upper
part of the receptacle level to serve both pistil and stamens. Here, these vessels showed the
strongest SCRALF3 expression. Transcript analysis by in situ hybridization of similar bud sizes
showed coherent results and confirmed that SCRALF3 mRNAs are present in stylar and anther
vascular tissues of developing flowers (Figure 39g-i).

As for the placental expression observed previously [49], SCRALF3 expression remains
in most vascular tissues of the flower reproductive organs during development until complete
maturation. SCRALF3 expression then disappears almost completely in the receptacle and
more drastically in the placenta (Figure 39j-k). Interestingly enough, vascular vessels of early
growing fruits show expression of the peptide again (Figure 39I). This specificity to one precise
functioning vascular tissues tends us to the assumption that the peptide is effectively specific

to reproductive functions, even from a distance.
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\ I Receptacle Gametophytes

3mm bud Anthesis Transversal sections

Figure 39: SCRALF3 expression in the receptacle and vascular tissues of reproductive whorls.

(a-d) Illustration of longitudinal sections of a wild type flower bud (according to a =3 mm bud) and
anthesis flower in Solanaceous species and corresponding transversal sections. (e) Longitudinal and (f)
transversal sections of buds observed by dark field microscopy show precise SCRALF3 expression in the
receptacle and vascular vessels (GUS staining showed in pink due to dark field). The transversal section
(f) shows vessels for different whorls: (1) calyx (nonvisible on the picture, (2) corolla, androecium and
(4) gynoecium. (g-i) In situ hybridization analyses of SCRALF3 transcripts confirm RNA presence both in
the vascular tissues of the style (g) and anther (h, dashed arrow) of 3-4 mm buds. SCRALF3 transcripts
are also detected in the tapetum and pollen (h, solid arrows). (g-h, antisense probe; i, control sense
probe). Expression analyses with SCRALF3::GUS at anthesis show staining in vascular tissues of mature
stamens filaments (j) and anthers (k). () Placenta vasculature also presents SCRALF3 expression during
fruit development (8 days after pollination). Scale bar when not specified: 250 um.

Looking further, SCRALF3 expression is also observed in stamens throughout flower
development. ScRALF3 expression is stronger in anthers from very young buds, which
correspond to the end of meiosis and unicellular microspore maturation (Figure 40 a-c).

Thereafter, transcript levels slowly decrease as the cell go through the first mitosis (PMI,
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Figure 40d). SCRALF3 expression is up again at anthesis (Figure 40e). A careful examination in
younger buds showed that ScRALF3 transcripts are also present in the tapetum lining the
inside of the pollen sac and in the male gametophyte itself (Figure 40c). Older buds (> 4-5mm)
did not show this expression in anthers (Figure 40d). Expression analyses via pRALF3::GUS and

RNA localization both confirm this expression pattern.

meiosis

Figure 40: SCRALF3 expression in anthers throughout flower development.

Longitudinal (a) and (b-d) transversal sections of flower buds according to pollen development.
Expression of the SCRALF3 peptide was observed by GUS staining (0ScRALF3::GUS; bright field; a and
e) or by in situ RNA analysis (b-d). a) Expression can be observed in anthers of bud size corresponding
to meiosis. b-c) Strong transcripts level can be observed during microspore maturation (marked by
arrows in c), up to PMI where transcripts level decrease. Expression analyses with pScRALF3::GUS at
anthesis show staining in pollen grain after clearing with a methyl salicylate solution. a: anther; s: style;
PMI: first pollen mitosis; dashed arrow: microspore; plain arrow: tapetum.

But, regardless of its clear and regulated expression pattern, the absence of the
peptide during flower development of RNAi mutants [49] does not affect the macroscopic
development of the flower (Supplemental Figure 44). Due to the expression of SCRALF3 in the
style during its development, elongation of the style at anthesis was measured in RNAi

mutant, but no statistical differences were observed (Supplemental Figure 44).

ScRALF3 affect male gametophyte development in Solanaceae
Considering the clear female gametophyte developmental defects observed in all S.

chacoense RALF3 RNA: lines [49], and that ScCRALF3 transcripts were also detected in pollen
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from various developmental stages, this prompted us to closely examine the effect of our
ScRALF3 RNAi lines in male gametophyte development. As mention previously, pollen
development in the Solanaceae family is well synchronized and is easily linked to bud size,
facilitating comparisons between genotypes. Thus, pollen development was monitored in
relation to flower bud size in control lines (carrying empty vector) and in the four ScRALF3
RNA: lines previously used previously [49]. Morphology, viability, DNA condensation state and
metabolism (via starch accumulation) were observed during pollen development in order to

cover all developmental defects possible (Figure 41).
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Figure 41: Pollen development in wild type S. chacoense and RNAi-ScRALF3 mutant lines.

(a) Ilustration of wild type pollen development in Solanaceous species in relation to bud size.
Microsporocytes undergo a meiotic division in buds of 2 to 2.5 mm to produce a tetrad of haploid
microspores surrounded by a callose wall. Enzymes secreted by the tapetum allow the release of the
microspores, which then go through vacuolation steps. The PMI marks the beginning of
microgametogenesis. An asymmetric division produces a small germ cell contained in a larger
vegetative cell (VG). Dispersed DNA of the vegetative nucleus after mitosis allows easy differentiation
between the two nuclei. During the following pollen maturation steps, the vegetative cell accumulates
essential reserves, like carbohydrates in starch vesicles. Carbohydrate hydrolysis occurs around two
days before anthesis (7-8 mm). (b) Visualization of pollen development in empty vector control lines
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and, (c) in RNAi-ScRALF3 mutant lines with acetocarmine acid stain (i), DNA Hoechst 33342 fluorescent
dye (ii) and Lugol’s iodine stain (iii). Scale bar: 20 um.

As expected, observation of pollen viability at anthesis using acetocarmine acid stain

was 98.9% in empty vector transgenic lines, which corresponds to previous observations from

non-transformed wild type plants (WT). In ScRALF3 RNAi mutant lines, pollen viability

decreased significantly to 54.0% in RNAi3-7, to 30.6 % in RNAi3-11, to 26.6 % in RNAi3-12 and

to 35.8% in RNAi3-14 mutant lines (p-value <0.003) (Figure 42a). In addition to the highly

significant increase of non-viable pollen, pollen showing only partial staining were observed

(corresponding to what is observed in younger or immature pollen), ranging between 3% of

total pollen in RNAi3-14 line up to 25% in RNAi3-7 line. These partially stained pollen grains

were not classified as dead as they still are able to import some acetocarmine, but their

morphology and size demonstrate a clear defect prior to the mature stage (Figure 42).
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Figure 42 Quantification of pollen development
phenotype in RNAi-ScRALF3 mutant lines.

(a) Pollen viability at anthesis was observed with
acetocarmine acid stain in three biological replicates from
four ScRALF3 RNAi mutant lines and an empty vector control
line (n 21000 pollen grains per replica). Empty vector control
line showed similar results to wild type plants (data not
shown). Subfigures i-iv in (a) show standard observations for
control and RNAi mutant lines. (b) To analyze pollen grain
maturation, starch accumulation was observed with Lugol’s
iodine staining alongside viability staining in four distinct
biological replicates from 7 to 8 mm buds for each RNAi
mutant lines and empty vector control line (n 2 500 per
replica). (c) Capacity to go through mitosis was observed in
pollen from five distinct biological replicates of 6-6.5 mm
buds for two distinct mutant lines and empty vector control
line with the Hoechst 33342 fluorescent DNA dye (n 2 50-100
per replica). Pollen grains before mitotic stage were also
observed. No perturbation was noted as summarized from
meiotic stage (i and iii) and early microspores stage (ii and iv)
results. Values in (a) and (b) are means standard deviation.
Scale bar: 20 um.
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As an indication of cell metabolism functionality, a similar analysis was performed on
pollen from 7.25 mm to 8.25 mm buds corresponding to one day before anthesis where starch
accumulation is maximal (Figure 41 a, b). Viability and starch accumulation were quantified
by acetocarmine acid stain and Lugol’s iodine stain, respectively, on pollen grains isolated
from same anthers (pollens from each anther were divided on two slides, one for each stain).
The results obtained with these younger pollens followed the same dead/disturbed/normal
pollen ratio as observed for viability at anthesis (Figure 42a, b), suggesting that the

dysfunction occurred before the maturation steps of pollen development (Figure 41a).

In order to verify if decrease expression of ScRALF3 mRNAs affected
microsporogenesis, mitosis | step (PMI) directly or the transition between PMI and those
maturation steps, buds corresponding to male gametophyte stage that had just undergone
their first division were chosen to monitor this transition in two representative SCRALF3 RNAi
lines using the Hoechst 33342 fluorescent DNA dye (Figure 42c). In control buds of 6 to 6.5
mm, 90% of the observed pollen had undergone division and had reached the bicellular stage
as expected, while five percent were in transition between unicellular and bicellular
microspores. The remaining 5 % showed no visible condensed DNA. Mutant lines showed a
significant reduction in the number of pollens at the bicellular stage for similar bud sizes (p-
value <0.0005). In the RNAI lines tested, only ~40% of the pollen had gone through their first
mitotic division. The proportion of pollen showing no visible condensed DNA reached a total
of ~45%, a ten-fold increase compared to control lines. In addition, 8.0% of unicellular
microspores were still observed. Meiosis and tetrad stages were also observed for these lines
in smaller buds, but no dysfunction was detected (Figure 42c, i-iv). Thus, diminution of
ScRALF3 expression through RNAi seemed to affect male gametophyte development during
the transition between unicellular microspore, which developed normally, and bicellular
pollen stage maturation (marked by a gradient of gray in WT and a dashed line in Figure 41a

and c, respectively). This result confirms the involvement of SCRAFL3 in pollen development.

Closer observations of pollen during the unicellular to bicellular microspore transition
confirmed that the defect occured just before or during the first mitosis (Figure 43a). In wild
type conditions, a condensed or more intensely stained nucleus on the side of the pollen is
expected, as seen in Figure 43b. Afterword, the first mitosis is marked by visible condensed

chromosomes (as seen in Figure 43c), followed by binucleate pollen (Figure 43d). In RNAI
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mutant lines, a diffused staining in nuclei (vegetative cell-like nuclei) are over-represented
(Figure 43a, e-f; 21,0% to 24,0% vs 7,6% for the WT), as well as pollen showing no stainable
DNA (a, g); confirming that mitosis | is indeed impaired, affecting later pollen development.
Overall, our study of the development of the male gametophyte clearly show the importance
of SCRALF3 to allow the microspores to entry into mitosis I.
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Figure 43 :Problematic pollen from ScRALF3 RNA. lines does not go through Mitosis I.

(a) The transition through mitosis was observed in pollen from five distinct biological replicates of 5
mm buds with the Hoechst 33342 fluorescent DNA dye (n 2 50-100 per replica). Polarized microspore
(b), dividing pollen (c) and binucleate pollen were observed in control line (d). Microspores with more
diffusely stain DNA (arrows in e-f) and empty pollen grain (g) were over-represented among wild type-
like pollen in mutants. Scale bar: 20 um.

Discussion

The Rapid Alkalinization Factor peptide family has been implicated in various aspects
of plant growth and development [266]. Some seem ubiquitously expressed while others
show highly specific expression patterns, which will necessarily influence on their function in
development. Expression of ScRALF3 is particularly high during pistil, ovule and pollen
development (Figure 38; Figure 39; Figure 40) [49, 208].

Studies performed in A thaliana showed a strong expression of the closest homologue
of SCRALF3 in mature ovules, AtRALF34. Phenotypic studies of AtRALF34 mutants showed no

defect in ovules [273]. However, ScRALF3 secreted peptide is directly involved in the
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regulation of communication between the female gametophyte and its surrounding
sporophytic tissue during ovule development [49]. As for pollen, AtRALF34 is not expressed in
dry pollen, nor during its development [273]. It is possible that SCRALF3/AtRALF34 peptides
are involved in development/maturation of gametophytes, while other members control
male/female interaction, like SIPRALF that inhibits pollen tube growth in a very specific
developmental window [270]. AtRAFL4 and AtRAFL19 are part of the group close to SCRALF3,
are redundantly regulate pollen tube integrality [272]. These results seem to show that in spite
of a great conservation of the RALF in the vegetable kingdom, the function of the RALF has
diverged during the evolution [274, 275].

The expression of the small secreted peptide in the pistil is clearly regulated as its
expression is specific at certain development stages and circumscribe to only certain cells.
However, diminution of SCRALF3 mRNA expression does not show a phenotype. Redundancy
is unlikely since no modification in RNA level of other SCRALFs were observed in mutants [49].
That gives us two hypotheses to explain this: SCRALF3 is necessary in pistil development only
under specific environments, or expression of the peptide is regulated by factors that are
present in multiple tissues of the flower but the regulation of the others part of the signaling
pathway restricts its function.

ScRALF3 expression is detected early in anther tissues at the premeiotic stage (Figure
40a); later on, SCRALF3 expression becomes more distinct and specific to the tapetum and
conductive tissues (Figure 40). But, most important, SCRALF3 RNAi lines do affect pollen
development as maturation and viability are impaired in more than half pollen grain, which
suggests an effect from the sporophyte-gametophyte communication disturbance than only
from the loss of SCRALF3 in the pollen itself (Figure 42). Pollen development is governed by a
multitude of factors such as tapetum development, suitable phytohormones balance, proper
tapetum degradation, etc. [276]. One of the hormones controlling these factors is auxin. The
hormone flow in anther filaments modulates filaments elongation and anther dehiscence. On
the pollen side, progression through mitotic cell division of the microspore and later pollen
maturation are also controlled by auxin as impaired transport of the hormone in these tissues
results in defects in mitotic divisions but not in meiosis steps [277-279]; interestingly, it is
specifically the stage affected by the SCRALF3 mRNA due to the RNA interference. Although
expressed very early on (during megasporogenesis), SCRALF3 developmental defects were

observed later during megagametogenesis, from the first mitosis steps onward. We have

169



previously showed that SCRALF3 expression is also regulated by auxin [49]. Externally applied
auxin induces ScRALF3 expression and, as expected, auxin cis-regulatory elements are found
in the SCRALF3 promoter. Flower development is known to depend, at least partly, on cell-cell
communication fulfilled by auxin. In Arabidopsis thaliana, high conjugated IAA levels are found
in young buds, in vascular tissues and in gametophytes, among others. Furthermore, pistil
accumulates auxin to assure xylem formation and water transport subsequently [280, 281].
The expression pattern observed under the ScRALF3 promoter in flowers is consistent with
what is expected for a gene partially under auxin control and diminution of ScRALF3
expression in the male gametophyte of RNAI lines can therefore also be linked to auxin.

In this report, we have shown that SCRALF3 exerts a similar function in male and female
gametophyte development by allowing mitosis to proceed. Despite its mostly sporophytic
expression during the meiosis steps, mitotic divisions are disturbed due to perturbation in
ScRALF3 expression, resulting in partial male and female sterility in RNAi mutant lines.
Therefore ScRALF3 is an excellent example of a peptide involved in cell-cell signaling that
allows polarization and synchronization of the germline development, with a potential link
with auxin signaling pathway and microtubule functions.

The recent characterization of some CrRLKIL (Catharanthus roseus RLKI1-like
subfamily) receptor, like FERONIA and ANXUR1/ANXUR2, interact with RALF peptide for allow
the cell expansion, the cell integrity and function in pollen tube reception at the contact with
female gametophyte. AtRALF34 is secreted by ovules allowing pollen tube rupture to release
sperm cells leading to plant fertilization. Thus, implication of a secreted RALF peptide in
gametophyte development is more than likely and ScRALF3 in solanaceous species or its
orthologues in other species are even more serious candidate for sporophyte to gametophyte

communication.
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Figure 44: ScRALF3 perturbation in RNAi mutant does not affect non-reproductive tissues of the
flower, nor pollen tube growth.

Macroscopic analyses of buds (i), whole flower (ii) and close up on pistil and stamen (iii) from wild type
(G4 genotype) (a) two different interference mutants (b-c). These analyses do not indicate other
perturbation than during gametophytes development. d) Quantitative analysis of style average length.
No statistical difference between wild type, RNAi3-7 and RNAi3-14 were observed (p-value of 0.2638
and 0.9491 respectively) while RNAi3-11 is considered slightly different (p-value of 0.001). (n = 40-60
per genotype).
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Figure 45: Proteins alignment of SCRALF3 orthologues.

Amino acid alignments of ScRALF3, two other orthologous Solanum species (S. tuberosum and S.
lycopersicum) and the only potential Arabidopsis thaliana orthologue (AtRALF34; At5G67070). Signal
peptide, propeptide, and mature peptide are indicated. Dashed box represents the predicted mature
peptide cleavage site, arrow conserved YIXY motif and asterisks conserved cysteine residues involved
in the formation of disulfide bridges.
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