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Résumé

La membrane cellulaire est composée d'une myriade de lipides et de protéines différentes. Elle
est connue pour étre a la fois hétérogéne (juxtaposition de domaines) et dynamique (diffusion
de ces constituants). En outre, la membrane plasmique est l'interface de la cellule permettant
la perception et I'intégration des signaux biologiques. Les acteurs moléculaires membranaires
peuvent étre compartimentés pour répondre a différents signaux (Jaillais et Ott, 2020). C'est
le cas des GTPases Rho of Plant (ROP) qui ont été décrites comme une famille d'acteurs clés
dans la réponse a différents signaux : Auxine, ABA, réponse aux pathogénes, signalisation
osmotique, symbiose (Basu et al., 2008 ; Lin et al., 2012 ; Poraty-Gavra et al., 2013 ; Choi et al.,
2014 ; Lin et al., 2015 ; Engelsdorf et al., 2018 ; Feiguelman et al., 2018 ; Platre et al., 2019 ;
Smokvarska et al., 2020). De maniére intéressante, ce rble pléiotrope existe également a
I'échelle d'une seule isoforme de ROP. En effet, ROP6 a été décrite comme régulateur de la
signalisation auxinique et osmotique (Platre et al., 2019 ; Smokvarska et al., 2020). Dans les
racines, nous avons constaté que ROP6 forme des nanodomaines lors ces deux signalisations.
Lors de la signalisation osmotique, ROP6 forment des nanodomaines en association avec
RBOHD et F permettant I'accumulation d’espéece réactive de I'oxygéne ou ROS. En revanche,
en réponse a l'auxine, les nanodomaines de ROP6 ne s’associent pas avec RBOH (Platre et al.,
2019 ; Smokvarska et al., 2020). Une question émerge : comment l'organisation des
nanodomaines de ROP6 peut-elle induire une réponse spécifique en aval de différents signaux
? Nous avons donc cherché a déterminer comment les activateurs de ROP6 peuvent participer
a encoder une réponse spécifique au niveau cellulaire. Par un crible génétique inverse, nous
avons découvert que le facteur d'échange de guanine 14 (GEF14) est nécessaire et spécifique
pour induire la signalisation osmotique dans les cellules végétales. Sur la base d'expériences
génétiques et de senseurs d’activation des GTPases, nous montrons que GEF14 agit comme un
activateur de ROP6 in planta. Par microscopie a super-résolution, nous avons montré que les
nanodomaines ROP6 induits par le signal osmotique, mais pas ceux induits par l'auxine, ont
besoin de GEF14 pour se former. Enfin, nous montrons que GEF14 se restructure en cluster
sous l'effet d'un signal osmotique. Nous avons étendu notre modele a la signalisation
immunitaire ou nous avons identifié de la méme maniere un isoforme GEF agissant
spécifiguement. Dans une seconde partie, j'ai cherché a déterminer comment GEF14 était
activé par le signal osmotique. Par une approche de biochimique comparative, j'ai mis en
évidence 5 sites de phosphorylations dans le domaine PRONE de GEF14. Ll'interactome de
GEF14 nous a orienté sur des kinases candidates qui devront étre confirmées par des
approches de génétique inverse.

Ainsi, nos résultats suggerent que l'activation d’'une isoforme GEF peut déterminer les
premieres étapes de la signalisation et agir sur le recrutement spécifique de protéines
effectrices. Ce mécanisme permettant de maintenir et contrdler la signalisation cellulaire
précoce chez les plantes.



Abstract

The cell membrane is composed of a myriad of different lipids and proteins. It is known to be
both heterogeneous (juxtaposition of domains) and dynamic (diffusion of these constituents).
In addition, the plasma membrane is at the interface of the cell and control the perception and
integration of biological signals. The molecular players can be compartmentalised to respond
to different signals (Jaillais and Ott, 2020). This is the case for Rho of Plant (ROP) GTPases,
which have been described as a family of key players in the response to different signals: Auxin,
ABA, response to pathogen response, osmotic signalling and symbiosis (Basu et al., 2008; Lin
et al, 2012 ; Poraty-Gavra et al., 2013 ; Choi et al., 2014 ; Lin et al., 2015 ; Engelsdorf et al.,
2018; Feiguelman et al., 2018; Platre et al., 2019; Smokvarska et al., 2020). Interestingly, this
pleiotropic role also exists at the level of a single ROP isoform. ROP6 has been described as a
regulator of auxin and osmotic signalling (Platre et al., 2019; Smokvarska et al., 2020). In roots,
we found that ROP6 forms nanodomains during these two signalling processes. During osmotic
signalling, ROP6 forms nanodomains in association with RBOHDs and F allowing the
accumulation of reactive oxygen species (ROS). However, in response to auxin, ROP6
nanodomains do not associate with RBOHs (Platre et al., 2019; Smokvarska et al., 2020). Thus,
a question is emerging: How can the organisation of ROP6 nanodomains induce a specific
response downstream of the different signals? We therefore set out to determine how ROP6
activators can help encode a specific response at the cellular level. Using a reverse genetic
screen, we found that guanine exchange factor 14 (GEF14) is necessary and specific for
inducing osmotic signalling in plant cells. Based on genetic and GTPase activation sensor
experiments, we show that GEF14 acts as an activator of ROP6 in planta. Using super-
resolution microscopy, we showed that ROP6 nanodomains induced by the osmotic signal, but
not those induced by auxin, require GEF14 to form. Finally, we show that GEF14 restructures
into clusters after an osmotic signal. We extended our model to immune signalling where we
similarly identified a specific GEF isoform. In a second part, | sought to determine how GEF14
was activated by the osmotic signal. Using a comparative biochemical approach, | identified 5
phosphorylation sites in the PRONE domain of GEF14. The GEF14 interactome led us to identify
candidate kinases and phosphatases that need to be confirmed by reverse genetic approaches.

Our results suggest that the activation of a GEF isoform can determine the early stages of
signalling and act on the specific recruitment of effector proteins. This mechanism makes it
possible to maintain and control early cell signalling in plants.
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1) Introduction générale
1) Contexte

Les plantes sont des organismes sessiles qui sont soumises aux contraintes de leur
environnement. Elles doivent donc constamment développer diverses stratégies afin de
réaliser leurs cycles de vie. Cette fascinante plasticité développementale et physiologique est
régie d’une par la perception des divers signaux environnementaux et d’autre part leurs
intégrations dans la plante, permettant ainsi des réponses appropriées. Une des questions
cruciales en biologie est de comprendre comment les organismes intégrent ces différentes
informations du milieu, qui sont parfois antagonistes. Alors que de nombreuses études
montrent que l'intégration des signaux s’effectue a I’échelle génomique, il existe aussi de
nombreux acteurs qui jouent ce role de maniére non-transcriptionnel (Smith, 1990). La
signalisation membranaire en est un bon exemple. Cette derniere constitue 'objet d’étude de

mon travail de these.

2) La membrane plasmique, un patchwork dynamique

2.1) Structure hétérogeéne de la membrane plasmique

La membrane plasmique des eucaryotes est composée de différents lipides qui par leurs
propriétés amphipathiques s’organisent sous une forme d’une bicouche lipidique. Celle-ci est
formée de deux feuillets : le feuillet interne et le feuillet externe. Le centre de la bicouche
lipidique concentre les chaines hydrocarbonées hydrophobes, alors que les extrémités des
feuillets sont constituées par leurs tétes polaires hydrophiles. Ces deux feuillets séparent le
cytosol de la matrice extracellulaire. Les membranes sont composées de 3 grands groupes de
lipides : les glycérolipides, les sphingolipides, et les stérols qui représentent une multitude
d’espéces moléculaires (Lemmon, 2008; Shevchenko and Simons, 2010; Cacas et al., 2016;
Platre and Jaillais, 2017) (Figure 1). A titre d’exemple, la membrane plasmique de culture
cellulaire d’Arabidopsis est constituée de prés de 400 espéces lipidiques différents (Bahammou

et al., 2023).
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Figure 1: Représentation des principaux lipides dans les membranes végétales

Les glycérolipides sont composés d’un squelette glycérol (ligne épaisse). Ceux-ci sont divisés en deux
catégories : les galactolipides et un groupe comportant un phosphate qui sont les
glycérophospholipides. Les sphingolipides possédent une longue chaine (trait épais) sphingoide avec
I'ajout d’'un ou de deux groupes hydroxyles (zone grisée). Les stérols végétaux ont une grande diversité
et sont modifiés par des groupes hydroxyles ou groupement sucré (Lopez-Marqués, 2021 ; Mamode-
Cassim et al,.2019).



Les Glycérolipides

Les glycérolipides sont composés d’un squelette de glycérol estérifié par des acides gras (Figure
1). lls représentent les lipides majoritaires des membranes plasmiques. Les phospholipides se
distinguent par des variations de longueur et de saturation de leurs chaines carbonées mais
aussi par la nature des modifications de leur téte polaire. Les deux phospholipides neutres, la
phosphatylcholine (PC) et la phosphatidyléthanolamine (PE) composent jusqu’a 80% des
lipides totaux de la membrane, vient ensuite le phosphatidylglycérol (PG), ainsi que les
phospholipides chargés négativement : la phosphatidylsérine (PS), I'acide phosphatidique (PA)
et les phosphatidylinositol (Pl). Les phosphatidylinositols (Pl) peuvent étre mono, bi ou tri
phosphorylés en 3 positions aboutissant a 5 différentes especes de PIP. Contrairement aux
autres lipides, les lipides anioniques sont présents en tres faible proportion dans la membrane.
Par exemple, les PIP représentent seulement 1% des lipides anioniques, et ils jouent
cependant un role majeur dans les processus de signalisation cellulaire (Jouhet et al., 2007;

Platre and Jaillais, 2017).

Les sphingolipides

200 types de sphingolipides ont été répertoriés (Cacas et al., 2013). lIs sont formés d’une téte
polaire et d’'un groupement céramide. Ce groupement céramide se compose d’'une longue
chaine amidée ainsi que d’un acide gras a longue chaine (LCFA) ou a tres longue chaine, c’est
a dire avec plus de 22 atomes de carbone (VLCFA) (Sperling and Heinz, 2003; Cacas et al.,
2013). La variation des sphingolipides réside dans les différentes longueurs de chaine, leurs
hydroxylations et leurs désaturations. Les glycosyl inositol phosphorylceramide (GIPC) est la
classe la plus représentée et est spécifique des plantes. Les GIPC possedent une téte polaire
comportant un groupe phosphoinositol, qui dans certains cas peut étre substitué par d’autre
groupement sucre (Mamode Cassim et al., 2021). |l existe une grande variété de GIPC qui sont
classées en fonction des variations de leur groupe polaire mais aussi de leurs degrés de
glycosylation (Cacas et al., 2012). La structure des tétes polaires des GIPC reste encore peu
connue (Figure 1). Les GIPC occupent un role clef dans la structuration de la membrane. Ils
sont aussi important dans la signalisation cellulaire (Pontier and Schweisguth, 2012; Buré et

al., 2014; Cacas et al., 2016; Gronnier et al., 2016). Effectivement, le mutant mocal, géne qui



code pour une enzyme clef de la biosynthése des GIPC, est incapable de répondre

correctement en réponse a un stress salin (Jiang et al., 2019).

Les stérols

Chez les plantes, les stérols font parties des 3 grands groupes de lipides composant la
membrane plasmique. Contrairement aux animaux et aux levures qui synthétisent seulement
une espece de stérol respectivement le cholestérol et I'ergostérol, les plantes en synthétisent
différentes formes (Mongrand et al., 2004). Les principaux stérols composant la membrane
plasmique des plantes sont le sitostérol, le stigmastérol et le campestérol (Watson and Preedy,
2003; Furt et al., 2011) (Figure 1). La structure générale des stérols est composée d’un noyau
stérane comportant une fonction alcool. Les stérols existent sous forme conjuguée comme
libre. Parmi les stérols conjugués on retrouve les steryl esters (SEs), les steryl glycosides (SGs)
et les acyl steryl glycosides (ASGs) (Ferrer et al., 2017). Les stérols influencent la viscosité
membranaire, mais aussi les échanges de membrane entre les compartiments cellulaires

(Boutté and Grebe, 2009).

Les protéines de la membrane plasmique

Les membranes ne sont pas seulement composées de lipides, mais aussi de protéines. En effet
les protéines associées aux membranes représenteraient environ 25% du protéome
d’Arabidopsis (Schwacke et al., 2003). En fonction de leurs associations a la membrane on
distingue deux classes de protéines membranaires : les protéines intrinséques et les protéines

périphériques.

Les protéines intrinseques sont des protéines intégrées dans la membrane. Ces protéines
possedent des domaines hydrophobes et des boucles hydrophiles débouchant sur le milieu
extracellulaire et/ou le cytosol. Le ou les domaines hydrophobes peuvent s’organiser en
hélices a hydrophobes transmembranaires ou en tonneau B transmembranaire. Elles
représentent environ 51% des protéines membranaire chez Arabidopsis (Marmagne et al.,
2004). Les protéines périphériques ne sont pas quant a elles intégrées dans la membrane. Elles
peuvent étre liées a la membrane de plusieurs maniéeres : (i) une liaison covalente avec un

lipide, (ii) des interactions électrostatiques avec les lipides chargés de la membrane, (iii) ou



des interactions avec une/des protéines elle-méme en association avec la membrane. Les
modifications lipidiques peuvent étre de 4 grand types : la prénylation, la myristoylation,
I'acylation et en s’associant a des ancres glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Silvius and
I’'Heureux, 2002). Les protéines membranaires vont assurer une communication entre le milieu

intra et extracellulaire, mais elles ont également un réle structurant de la membrane.

Depuis que la bicouche lipidique a été décrite par Gorter et Grendel en 1925 pour la premiere
fois, la vision de sa structure et de sa dynamique n’a cessé d’évoluer. Tout d’abord vue comme
une structure figée permettant seulement la séparation entre le milieu intra et extra cellulaire,
elle est désormais vue comme une structure dynamique en constant remodelage. Cet aspect
dynamique est essentiel dans les processus de signalisation cellulaire. Ce phénomeéne est

particulierement vrai pour la membrane plasmique.

2.2) Dynamique de la membrane plasmique

Une hétérogénéité et des échanges entre les deux feuillets de la membrane

Les différents composants de la membrane plasmique, lipidique ou protéique, sont disposés
de maniére asymétrique entre les deux feuilles. Certains lipides étant que sur la face externe
comme les GIPC, d’autre uniquement sur la face interne comme les PS. Cette asymétrie crée
des propriétés émergentes. Par exemple, la courbure de la membrane est une des résultantes
les plus illustrées dans I'asymétrie lipidique. Le feuillet interne a une courbure négative du fait
de son enrichissement en PS et PE (lkeda et al., 2006; Zimmerberg and Kozlov, 2006; Daleke,

2007; Nicolson).

La distribution asymétrique des lipides membranaires et leur mouvement au sein des
membranes sont conditionnées par leurs propriétés physico-chimiques. Ces mouvements
appelés « flip-flop » de lipides sont assurés et maintenus par des acteurs enzymatiques
pouvant étre bidirectionnel ATP indépendant (scramblases), des transporteurs ATP dépendant
(flippases), ou encore ATP indépendant (floppases) (Pomorski et al., 2001; Daleke, 2007;

Tjellstrom et al., 2010).



Les protéines sont elles aussi réparties de maniere asymétrique dans la membrane. Par
exemple, les protéines qui subissent des modifications lipidiques telles que les myristilations,
les acylations et les prénylations sont présentes uniquement sur le feuillet interne des cellules.
A contrario, les protéines a ancres GPl sont associées uniquement aux feuillets externes
(Sharom and Lehto, 2002; Lorent et al., 2020). Contrairement aux lipides, les protéines ne

changent pas de feuillets membranaires.

Les interactions entre les constituants de la membrane

L'interaction entre les différents éléments de la membrane participe a sa structuration. Par
exemple, les phospholipides peuvent interagir entre eux, en fonction du degré de saturations
de leurs chaines carbonnées (Bagatolli and Gratton, 2000). Des études in vitro montrent que
les chaines saturées des phospholipides ont tendance a s’associer entre elles, alors que les
chaines insaturées se repoussent entre elles (Engberg et al., 2016). Outre les phospholipides,
les stérols ont été montrés pour interagir avec les chaines saturées par des liaisons
hydrogenes (Ferrer et al.,, 2017; Garcia-Molina et al., 2020). Les stérols, mais aussi les
sphingolipides, peuvent interagir par des liaisons intra et intermoléculaires agissant sur la
diffusion latérale des composants de la membrane (Talbott et al., 2000; Ramstedt and Slotte,
2002). Ainsi, la dynamique latérale de la membrane est en partie conditionnée par des
interactions lipides/lipides a travers des liaisons hydrogenes, hydrophobiques, et les forces
de van der Waals (van Meer et al., 2008; Simons and Sampaio, 2011; Nicolson). De plus, la
présence des protéines dans les membranes biologiques agissent également sur la
dynamique des lipides, potentiellement en changeant leurs interactions (Grosjean et al.,

2018).
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Figure 2 : Le modéle de membrane-skeleton (MSK) et le modele de « picket and fence » a protéines
ancrées

La membrane plasmique peut étre subdivisée en compartiments distincts. Parmi ces compartiments,
les protéines transmembranaires et les lipides subissent une diffusion restreinte a court terme au sein
de chaque compartiment, tandis qu'ils peuvent également effectuer des sauts a long terme entre ces
compartiments. Cette restriction a court terme est principalement due a deux mécanismes, a savoir les
"fence" “clotures” ou de la Matrice membrane-skeleton (MSK) et aux “clétures” de la membrane.
D'autre part, les protéines ancrées a la MSK, qui comprennent diverses protéines transmembranaires
liées temporairement a la MSK, sont immobiles et jouent un réle similaire a des "piquets". Pour donner
une représentation visuelle, imaginez une protéine transmembranaire dans le feuillet externe de la
membrane, ainsi qu'un phospholipide et une protéine ancrée a la MSK. Les deux premiers éléments
sont mobiles, tandis que les protéines ancrées a la MSK, qui agissent comme des "piquets", sont
stationnaires.

En examinant la surface cytoplasmique de la membrane depuis l'intérieur de la cellule, vous pouvez
observer le modele de "cloture" de la MSK. Il s'agit d'un réseau de mailles d'actine qui confine
temporairement les protéines transmembranaires en raison de la collision de leurs domaines
cytoplasmiques avec la MSK. Un autre modele, celui des "piquets", montre comment les protéines
transmembranaires sont ancrées a la MSK a base d'actine et fonctionnent comme des rangées de
"piquets" le long des "clotures" de la MSK, empéchant ainsi la libre diffusion des protéines
transmembranaires et des lipides (Kusumi et al,. 2010).



Le cytosquelette et la paroi végétale agissent sur I'organisation et la dynamique des constituants
de la membrane plasmique.

Chez les végétaux la membrane plasmique forme un continuum entre la paroi (coté
extracellulaire) et le cytosquelette (c6té intracellulaire). Le cytosquelette des plantes est un
réseau composé de deux types de fibres protéiques : le réseau d’actine et celui des
microtubules. Une partie de ce cytosquelette d’actine et de microtubule est en association
étroite avec la membrane. Ce cytosquelette membranaire est a I'origine d’un nouveau modele
des membranes biologiques, proposé par le groupe de Kusumi et appelé « piket and fence »
(Figure 2). Dans ce modéle, les protéines « pikets » qui associent le cytosquelette a la
membrane, mais aussi le cytosquelette lui-méme « fences » agirait sur la diffusion des
constituants de la membrane qu’il soit de nature lipidique ou protéique (Kusumi et al., 2012;
Martiniere et al., 2012). Ainsi, la diffusion latérale des constituants de la membrane est
contrainte par le cytosquelette soit de part une interaction directe avec celui-ci ou par le seul
effet d’encombrement stérique. Chez les plantes certaines protéines de la membrane
plasmique ont une diffusion latérale qui est dépendant du cytosquelette (McKenna et al.,
2019). De maniere intéressante, le cytosquelette est une structure trés dynamique. Par
exemple, I'organisation des microtubules change lors des processus d’élongation des cellules.
Ainsi, les processus de croissance qui agissent sur la dynamique du cytosquelette pourrait

entrainer des conséquences sur |'organisation des protéines de la membrane plasmique.

La paroi qui représente la matrice extracellulaire des plantes, est composée de microfibrilles
de cellulose enrobée d’'une matrice hydratée de polysaccharides (hemicellulose et pectine)
ainsi que des protéines structurantes. La membrane et la paroi sont intimement liées du fait
de la pression de turgescence présent dans les cellules végétales. La paroi forme donc avec la
membrane un continuum. La paroi a été décrite comme altérant la diffusion latérale des
protéines de la membrane (Martiniere et al., 2012; Ott, 2017). En effet, de nombreux protéines
et lipides sont connus pour interagir avec les constituants de la paroi. Par exemple, le complexe
de cellulose synthase qui est associé dans la membrane plasmique synthétise les microfibres
de cellulose directement dans I'apoplaste. De méme, les protéines AGP (Arabinogalactan

Protein) qui sont associées a la membrane par une ancre GPI interagissent avec la paroi.



Les GIPC peuvent interagir grace a leurs charges avec le rhamnogalacturonan Il (pectines)
(Voxeur and Fry, 2014). En plus de ces interactions directes, la paroi agit également sur la
diffusion de protéine par encombrement stérique, de maniére similaire a ce qui a été décrit
pour le cytosquelette (Martiniere et al., 2011; Martiniére et al., 2012). Ainsi, chez les plantes,
le modele « pikets and fences », pourrait étre élargi aux interactions avec la matrice
extracellulaire (Martiniere et al., 2012; Jaillais and Ott, 2020). La paroi, la membrane et le
cytosquelette formeront ainsi un continuum et certains acteurs protéiques forment un pont
moléculaire liant directement la paroi au cytosquelette a travers la membrane (Martiniere et
al., 2011). Un tel mécanisme pourrait participer aux processus de signalisation lors de la

symbiose bactérienne ou lors des réponses aux pathogeénes par exemple.

Ainsi pour résumer, I'organisation des protéines au sein des membranes est donc conditionnée
par des interactions protéine-protéine, lipide-lipide et lipide-protéine, mais en plus par I'action
du cytosquelette et par I'impact de la matrice extracellulaire (paroi). Alors que I'on comprend
de mieux en mieux la maniere dont les domaines protéiques sont formés, I'implication

fonctionnelle d’une telle organisation reste mal comprise.

2.3) Nano-organisation de la membrane, un haut lieu de signalisation ?

Comme expliqué précédemment notre conception de la membrane n’a cessé d’évoluer. |l est
désormais clair que les composants de la membrane sont répartis de maniére inhomogene,
aboutissant a la formation de domaines membranaires. Il s’agit donc d’un regroupement de
composants (protéiques/lipidiques) localisé au sein de la membrane. Actuellement ces
domaines peuvent étre catégorisés selon leur taille : les microdomaines supérieur a 1um
(domaine polaire, Casparian strip domaine, ou plasmodesmes) et les nanodomaines en

dessous du 1um (Ott, 2017; Jaillais and Ott, 2020; Martiniére and Zelazny, 2021).

Les domaines polaires correspondent a des accumulations protéiques ou lipidiques en réponse
a un processus de polarisation de la cellule (Elliott and Kirchhelle, 2020; Gorelova et al., 2021).
Ces domaines polaires sont impliqués dans des processus de polarisation cellulaire tels que la
mise en place du tube pollinique, I'initiation des poils racinaires ou par exemple la distribution
apico-basale du transporteur d’efflux d’auxine PIN2. Notons tout de méme que les domaines

polaires peuvent étre eux méme constitués par un regroupement de nanodomaines.



C’est en particulier le cas de |la formation du domaine d’initiation des poils racinaires ou Root
Hair Initiation Domaine (RHID) (Figure 3). La croissance polarisée du poil absorbant nécessite
le recrutement ciblé de protéines. Un des déterminants cellulaires initiant cette polarisation,
est une petite GTPase : Rho of Plant 2 (ROP2) qui s’organiserait en nanodomaines dans une
zone de la cellule le RHID (Fuchs et al., 2021). Cette super structure permet ensuite le
recrutement polarisé des effecteurs en aval aboutissant au développement du poil racinaire
(Denninger et al., 2019). Un autre exemple de domaine polaire formé par un ensemble de
nanodomaines, c’est le cas du transporteur d’efflux d’auxine PIN2 qui se répartie dans des
structures nanométriques uniquement dans les membranes apicales/basales des cellules

épidermiques et corticales de la racine (Feraru et al., 2011; Kleine-Vehn et al., 2011).

Les nanodomaines ne sont pas uniquement impliqués dans des fonctions développementales.
En effet certains transporteurs et canaux ont été rapportés comme formant des
nanodomaines. Par exemple, AMT1;3 (Ammonium Transporter 1) forme des nanodomaines
avant d’étre internalisé dans le cytoplasme. Cette dynamique dépend du statut azoté de la
cellule et pourrait participer a la régulation de I'absorption de I'ammonium (Wang et al., 2013).
Les canaux a eau ont également été rapportés comme formant des nanodomaines dans la
membrane. C'est le cas par exemple de PIP2;1 (plasma membrane intrinseque protéine).
Néanmoins, le réle fonctionnel des nanodomaines de PIP2;1 reste peu claire pour le moment (Li

et al., 2011; Martiniere et al., 2012).

L'étude des récepteurs kinases membranaires illustre parfaitement la diversité de signaux
étant intégrée via des nanodomaines. C’'est le cas du récepteur immunitaire FLS2 (Flagellin-
Sensitive 2) et du récepteur a brassinostéroides BRI1 (Brassinosteroid Insensitive 1). Lors de
I'activation de leurs signalisations par flg22 (flagelline 22) et les BR (Brassinostéroides)
respectivement, ces récepteurs interagissent avec un corécepteur commun BAK1
(Brassinosteroid Insensitive 1- Associated Kinase 1) (Figure 3). BAK1 est un régulateur positif
dans les deux voies (Chinchilla et al., 2009; Schwessinger et al., 2011). Une question reste
cependant entiere : comment des réponses spécifiques peuvent étre induites en utilisant des
acteurs communs en aval ? Or, la distribution spatiale au niveau de la membrane de ces deux
récepteurs est la clef pour induire des réponses spécifiques. En effet ils forment des
nanodomaines distincts en fonction du lien avec le ligand (flg22 et BR) (Blicherl et al., 2017).

Les récepteurs recruteront alors BAK1 pour

10



induire la signalisation en aval (Robatzek et al., 2006; Sun et al., 2013; Koller and Bent, 2014).
Ainsi, la composition des nanodomaines serait donc un élément crucial dans la spécifié de la

réponse flg22 et BR (Figure 3).
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Figure 3 : Modele du crosstalk des signalisations Brassinostéroides et Flagelline 22

BAK1 (BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1) est un corécepteur commun entre la voie de la
croissance induite par les brassinostéroides (BRs) et I'immunité. BAK1 interagit dans des nanodomaines
avec le récepteur des BR, du BRI1 (BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1) indépendant de son interaction
avec dans d’autres nanodomaines (ND) avec FLS2 (flg-sensing2) le récepteur de la flg22 (flagelline 22)
étant un motif moléculaire associé aux pathogénes (MAMP/PAMP). FLS2 interagit également avec le
corecepteur BIK1. Lorsque les récepteurs BRI1 (BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1) et FLS2 lient leur
liguant respectif (flg22 ou BR), ceci induit les voies de signalisation. Dans le cas des BR il y aura une
induction de BZR1/BES1 (BRASSINAZOLE RESISTANT 1/BRI1-EMS SUPPRESSOR 1) permettant la
croissance. De maniere antagoniste lorsque FLS2 se lie a la flg22 les corécepteurs BAK1 et BIK1
induisent la voie des MAPK, permettant aux réponses immunitaires de se mettre en place (adaptée
de Peres et al., 2019).

A travers, ces exemples on peut discriminer différents types de nanodomaines en fonction de
leur réle fonctionnel. Cependant le contréle de la ségrégation des protéines dans les
nanodomaines est encore peu connu. Outre la composition protéique du domaine, la mise en
place et le maintien de ceux-ci seraient liés a différents acteurs. La composition lipidique fait
partie d’un de ces facteurs. Par exemple pour les nanodomaines de FLS2, I’enrichissement en

stérol serait nécessaire pour la stabilisation des nanodomaines de FLS2 (Cui et al., 2018).
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Les S-acylations des protéines jouent un rdle également. Cette modification post
traductionnelle consiste a I'ajout d’acide gras sur les résidus cystéines des protéines. Cette
modification appliquée aux récepteurs FLS2 est nécessaire a la signalisation immunitaire
médiée par FLS2-BAK1 (Hurst et al., 2023). En effet, elle participe a la rétention des complexes
protéiques tel que FLS2 permettant d’augmenter la stabilisation et la rétention des complexes
protéiques dans la membrane augmentant donc I'efficacité de la signalisation (Hurst et al.,

2023).

Outre les acteurs impliqués dans l'induction de la réponse et décrits dans les différentes
signalisations ci-dessus, d’autres acteurs qui ne sont pas impliqués directement dans la
signalisation jouent un réle régulateur. Par exemple la mobilité et stabilisation du complexe
FLS2/BAK1 dans des nanodomaines est régulée par le récepteur kinase FERONIA (Gronnier et
al.,, 2022). FERONIA est un récepteur kinase de la membrane plasmique qui participe a la
surveillance de I’état de la paroi, en particulier lors des processus d’élongation (Haruta et al.,
2014). Ainsi, FERONIA agirait comme un régulateur de l'immunité en modulant les

nanodomaines de FLS2 et BAK1 (Gronnier et al., 2022).

Nous avons essentiellement abordé la nano-organisation des protéines principalement sous
I'angle des récepteurs kinases membranaires. Cependant, d’autres protéines sont également
connues pour former des nanodomaines. C’'est particulierement le cas des petites GTPase.
Dans la section suivante, je décrirai leurs réles et leurs fonctions car il s’agit de I'objet

moléculaire au centre de mon travail de théese.

3) Les petites GTPases membranaires, des protéines clées de la signalisation cellulaire

3.1) Mécanismes de régulation des petites GTPases

Les petites GTPases sont une classe importante d’enzyme qui catalyse I’hydrolyse du GTP
libérant du GDP (Guanosine Diphosphate) et un ion phosphate. Leurs associations au GTP
(Guanine Triphosphate) se font grace a un domaine trés conservé dans |’évolution appelé
domaine G. Leur activité est couplée a diverses voies de signalisations. Effectivement, le cycle
GTP/GDP conditionne leur état d’activation a travers un changement de conformation de la

protéine. Lorsque la GTPase lie le GDP, la protéine est en conformation inactive. A I'inverse
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lorsqu’elle est en conformation active, elle lie le GTP (Bourne et al., 1991). Sans stimulation les
petites GTPases sont généralement sous formes inactives dans la cellule. Mais lors d’un
évenement de signalisation, la protéine devient active ce qui permet |'association avec des

acteurs moléculaires appelés effecteurs.

Cet échange moléculaire actif/inactif est favorisé par deux grandes classes de protéines.
Comme le GDP est en générale tres fortement lié a la petite GTPase, des protéines appelées
GEF (guanine nucléotide exchange facteurs) facilitent alors la dissociation du GDP, controlant
ainsi le passage de I’état inactif a actif (Bourne et al., 1991; Berken and Wittinghofer, 2008). A
I'inverse, le passage de I'état actif a inactif est d(i a I'hydrolyse du GTP par la petite GTPase. Ce
phénomene est favorisé par les GAP (GTPase activating proteine). Enfin, un autre régulateur
intervient dans la dynamique des petites GTPases. Il s’agit des GDI (guanosine nucleotide
dissociation inhibitors) qui agissent sur certaines petites GTPases en modifiant leurs capacités
a s’associer aux membranes (Berken and Wittinghofer, 2008; Smokvarska et al., 2021) (Figure

4A).

Les petites GTPases sont réparties en 5 familles chez les eucaryotes : Rab, Ras, Arf/Sar, Ran et
Rho/Rac. Chaque famille est impliquée dans des processus cellulaires distincts. Les Ran (Ras-
related nuclear proteins) participent aux échanges nucléo-cytoplasmiques via les pores
nucléaires mais aussi a la re-formation de I'enveloppe nucléaire lors de la mitose (Kalab et al.,
2002; Clarke and Zhang, 2008). Les ARF (ADP-Ribosylation Factor) et les Rab sont impliqués
dans le trafic vésiculaire entre les différents compartiments de la cellule (Gillingham and
Munro, 2007). Les Ras et les Rho/Rac/cdc42 (Cell Division Control Protein 42 Homolog) sont
quant a elles, des régulateurs de la signalisation membranaire. Ces derniéres agissent sur
I'organisation du cytosquelette et le trafic vésiculaire, modulant ainsi la polarisation, la

croissance et la motilité de cellules (Kawasaki et al., 2006).
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Figure 4 : le cycle des GTPases et leur structure

A) Représentation du cycle des GTPases. B) La structure des protéines ROP composée du domaine G
(gris), I'insert Rho (vert), la région hypervariable HVR (rayé). La structure secondaire est représentée
par les cylindres rouges (a-hélices), fleches jaunes (B-brins), lignes noires (boucles) composent la
structure tertiaire des ROP. Celles-ci sont basées sur ROP9 (Sgrmo et al., 2006). Le domaine G comporte

des régions notées de G1 a G5 permettant la liaison au Mg2+, I’hydrolyse du GTP. Les boucles switch
permettent la liaison des protéines régulatrices et effectrices. Le HRV est une région permettant
I'adressage a la membrane et varie en fonction des deux types de ROP. C) Alignement de la partie hyper
variable (HRV). Les ROP sont réparties en 2 classes. Les résidus cathioniques sont en vert, les résidus
acides sont mis en évidence en rose. Le motif CaaX permet la prénylation (en bleue) soit le
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motif Caal: geranylgeranylation, et CaaM: farnesylation. Le motif GC—CG S permet I'acylation (rouge)
(Smokvarska et al., 2021).

3.2) Les Rho of Plant (ROP)

Chez Arabidopsis, 93 genes encodent pour des homologues des petites GTPases comprenant
les RAN, les ARF, les RAB et les Rho, la classe des Ras étant absente du phylum des plantes
(Vernoud et al., 2003). Les Rho des plantes sont nommés Rho of plante (ROP) ou encore RAC

et sont impliquées dans la signalisation de la membrane plasmique.

Cette famille fut identifiée pour la premiere fois chez les algues (rouge et verte) (Berken and
Wittinghofer, 2008; Elia$ and Klimes, 2012; Feiguelman et al., 2018). Les ROP ont une taille
entre 21 et 24 Kda. Elles sont composées en N-ter d’'un domaine catalytique permettant de lier
d’une part le GTP/GDP et d’autre part le Mg?*. Ce domaine ou G-box est trés conservé et
contient 5 motifs notés de G1 a G5. Parmi ces motifs G4 et G5 sont impliqués directement dans
la liaison avec le GTP/GDP. Les domaines G2 et G3 sont des boucles (switch | et switch 1),
voyant leur conformation changer a la suite de la liaison GDP/GTP l'interaction avec les
protéines régulatrices et les protéines effectrices est possible (Berken and Wittinghofer, 2008;
Smokvarska et al., 2021) (Figure 4B). De maniére intéressante, il est possible d’introduire des
mutations ponctuelles dans le domaine G-box empéchant que I’hydrolyse du GTP maintienne
les protéines en conformation active. Ces mutants sont donc constitutivement actifs (CA). A
I'inverse, d’autres mutations permettent de créer des ROP dominantes négatives c’est-a-dire
bloguées en conformation constitutivement inactive. Qutre les motifs G1 a G4, on retrouve
une hélice hélicoidale (ai) qui est propre des ROP. Effectivement et contrairement au Rho
animal, le C-terminal des ROP est constitué par un domaine hyper variable (Hyper variable

region, HVR) (Figure 4C). Le HVR permet I'adressage de la protéine aux membranes.

Chez Arabidopsis, il existe 11 ROP réparties en 2 classes : ROP type | et ROP de type Il (Figure
4C). La différence entre ces 2 catégories de ROP est basée sur organisation de leurs HVR. Les
ROP de type | (ROP1 a ROP8) possedent un domaine canonique Caal box. Il induit une
prénylation de la protéine sur la cystéine et permet I’adressage membranaire des ROP par une
modification lipidique de type geranyl-gernalyation (Sorek et al., 2011; Feiguelman et al.,
2018). En revanche chez les ROP de type Il, le HVR se termine par une GC-GC box avec 5 résidus
aliphatiques séparant les cystéines subissant des S-acylation associant soit un acide palmitique

(C16), ou stéaratique (C18) (Wu et al., 2011) (Figure 4C).
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Le domaine HVR est également un domaine polybasique riche en arginine-lysine, rappelant
celui des protéines Ras animal (Hancock et al.,1990). Chez les ROP, ce domaine posséde un
motif lysines/arginines de charges positives (de +7 a +9). De maniere intéressante, ces charges
ont été montrées comme importantes pour I'association avec les lipides anioniques de la
membrane plasmique (Platre et al., 2019). Ainsi, lorsque ces résidus sont mutés, AtROP6 n’est
plus fonctionnel bien que sa capacité a interagir avec des protéines effectrices est maintenue
(Platre et al., 2019). A I'inverse dans un mutant dépourvu de phosphatidylserine (PS), qui est
un des lipides anioniques de la membrane plasmique, la signalisation dépendante de AtROP6
est perdue. Au niveau de la membrane, les PS forme des nanodomaines qui co- localisent avec
ROP6 lors de la signalisation auxinique, leurs pertes entrainant des défauts de maintien de

ROP6 dans des nanodomaines (Platre et al., 2019).

Enfin, certaines ROP possédent des sites d’acylation dans leurs domaines G. Ces S-acylations
ont été démontrées comme une modification post-traductionnelle cruciale pour Ia
signalisation des ROP (Sorek et al., 2011; 2017). Elles controlent en particulier I'adressage des
ROP dans les nanodomaines (Sorek et al., 2011; 2017; Smokvarska et al., 2020). Il faut noter
gue d’autres ROP sont aussi S-acylées comme ROP2 et ROP10, bien que le role fonctionnel de

ces modifications lipidiques soit moins clair (Lavy and Yalovsky, 2006; Wan et al., 2017).

3.3) Les ROP et leurs organisations en domaines membranaires

Comme explicité précédemment par leur structure et leur fonction les ROP sont associées a la
membrane et se répartissent latéralement dans la membrane dans des domaines qui peuvent
étre polarisés ou non dans la cellule. Je vais détailler les différents types de domaines de ROP

décrits dans la littérature et leurs fonctions dans la partie suivante.

Les domaines polaires de ROP

Les poils racinaires

Les ROP sont particulierement importantes dans les processus de croissances polarisées des
cellules. Le développement du poil racinaire a été décrit en 3 phases : I'initiation, le renflement
et la croissance (Denninger et al., 2019; Stanislas and Jaillais, 2019). L’initiation du poil
racinaire se déroule seulement dans les cellules trichoblastiques de I’épiderme. L’initiation de

celui-ci se déroule dans les RHID (Root Hair Initiation Domain) étant une zone de la membrane
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spécialisée dans cette fonction pouvant recruter différents facteurs. Il existe une
prédétermination de la position du RHID se situant proche de I'extrémité basale de la cellule
trichoblastique. Bien que la nature exacte de I'information de polarisation reste mal comprise,
cette prédétermination induit le recrutement précoce (avant la formation du poil) de facteurs
tels que les ROP et les GEF. D’autres effecteurs en aval seront par la suite recrutés et seront
responsables de la croissance polarisée de la cellule. Les domaines polaires de ROP2 ont été
montrés comme essentiels pour la disposition du RHID dans la cellule. Tout d’abord, ROP2 est
localisée a la membrane de maniére non polaire via des interactions avec des phospholipides
anioniques, puis ROP2 s’associe sous forme de nanodomaines avant d’étre polarisée (Fuchs
et al., 2021). Des données dans Biorxiv montrent que les versions constitutivement actives et
les versions dominantes négatives, auraient montré que I'état d’activation de ROP2
n’influerait pas pour son association en nanodomaines mais influe la formation du domaine
polaire RHID (Fuchs et al., 2021). La formation des nanodomaines de ROP2 est GEF3
indépendante. A l'inverse, la polarisation des nanodomaines de ROP2 dans le RHID est
dépendante de GEF3 (Fuchs et al., 2021) (Figure 5). Le réle de GEF3 semble suffisant pour la
polarisation les nanodomaines de ROP2, car I'expression ectopique de GEF3 dans les cellules
de I'hypocotyle suffit a recruter ROP2 dans des domaines polaires. Ainsi, GEF3 semble bien
un facteur essentiel responsable de la polarisation de ROP2 et de I'émergence du domaine
RHID. Une fois le RHID initié GEF4 est recruté dans les domaines polaires de ROP2 ; GEF4
induisant le renflement de la cellule trichoblastique (Figure 5). Les GEF ne sont pas les seules
responsables de cette polarisation. En effet les GAP jouent également un réle. REN1 est une
des GAP a domaine plekstrin homology (PH) (Kulich et al., 2020) qui se localise en dehors des
domaines ROP2. Ainsi ROP2 serait inactivée par celle-ci en dehors des domaines RHID. La
localisation des REN1 est elle- méme sous le contréle des ARO (Armadilio repeatl) qui sont
en association avec des lipides anioniques de la membrane plasmique (Kulich et al., 2020).
Mis a part le r6le des protéines régulatrices du cycle des GTPases, des éléments du TGN
(Trans Golgi Network) comme les protéines YIP4a et YIP4b régulent I'adressage de ROP2 dans
le RHID depuis les compartiments intracellulaires (Gendre et al., 2019). L'interaction avec le
cytosquelette microtubulaire permet également le contréle de la polarisation du RHID. Une
interaction physique entre ROP2 et |la protéine MICROTUBULE-ASSOCIATED PROTEIN 18 (MAP18)
a été décrite (Kang et al., 2017). Des études montrent que d’autres isoformes de ROP sont

impliqués dans le développement du poil racinaire.
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Figure 5 : Domaines polarisés de ROP2 permettant l'initiation du poil racinaire

GEF3 localisée a la membrane se polarise et permet le recrutement polarisé de ROP2, par la suite GEF4
sera recrutée permettant l'initiation du poil racinaire et de plus sa croissance polarisée (Denniger et
al., 2019).

Les formes autoactives de ROP4 et ROP6 ont révélé des défauts de croissance des poils
racinaires (Molendijk et al., 2001). Ces études montreraient une certaine redondance
fonctionnelle entre ces ROP bien que ROP2 semble étre la ROP majoritairement responsable
de I'’émergence et la croissance du poil racinaire. Une fois I'émergence du poil est effectuée
sous le controle de ROP10 qui vient se localiser dans des domaines polaires sur le flanc du poil,
assurant sa croissance (Figure 6). Les différentes zones du poil racinaire (pointe et flanc) ont
un environnement lipidique différent. Ainsi, ROP2 qui est a la pointe se retrouve avec plutot
du PI(4,5)P2 (phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) et ROP10 qui est sur les flancs avec du
PI(3,5)P2 (phosphatidylinositol 3,5-biphosphate). De maniéere intéressante, ces deux ROP
interagissent respectivement avec les kinases qui permettent la production de ces lipides. Il
s’agit de PIP5K3 (phosphatidylinositol-4-phosphate5-kinase de type Ill) pour ROP2 et FAB1
(phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase) pour ROP10 (Hirano et al., 2018). Ces résultats
suggerent une boucle d’amplification entre la signalisation ROP et les PIP nécessaire a leur

localisation.
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Figure 6 : Implication des domaines de ROPs dans I'initiation et la croissance du poil racinaire

ROP2/4/6 s’accumule au niveau du domaine d’initiation du poil racinaire (RHID). ROP2 (rouge) se
polarise a I'apex alors que ROP10 (bleu) se polarise le long du poil (Smokvarska et al., 2021).

Pavement cell :

Les ROP sont également bien connues pour leurs réles dans la croissance polaire des cellules
de I'épiderme de la feuille. Leurs croissances forment un damier interdigité ou la partie
convexe correspond aux « lobes » et la partie concave aux « necks ». Contrairement a la
redondance fonctionnelle observée entre ROP2/ROP6 dans l'initiation du RHID, ces deux ROP
ont des roles antagonistes dans les cellules de I'épiderme (Figure 7). En effet, ROP2 lorsqu’elle
est active forme des domaines polarisée dans les « lobes » des cellules de I'épiderme. Dans
ces domaines ROP2 interagit avec RIC4 (Rop-Interactive CRIB Motif-Containing Protein) qui
contréle I'assemblage des filaments d’actine. C'est la polymérisation de I'actine sous forme de
filament qui permet la croissance des lobes. De maniéere simultanée, ROP2 inactive RIC1
aboutissant a la dépolymérisation des microtubules corticaux dans les lobes (Fu et al., 2005;
Fu et al.,, 2009). A contrario, ROP6 forme également des domaines polaires mais dans les
indentations. Ce processus est sous le controle conjoint de I|'activation par GEF14 et
I'inhibition de ROP2 par le biais de PHGAP1 et 2 (Zhang et al., 2022). Ces domaines sont
responsables de I'organisation des microtubules corticaux dans les « necks ». La
phytohormone auxine jouerait également un role (Figure 7). En effet, elle induirait la kinase
TMK1 (TRANSMEMBRANE KINASE 1) qui en réponse activerait ROP2 et ROP6 (Xu et al.,
2010; Pan et al., 2023). L'auxine
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permettrait via la polarisation de PIN1 (Polar transport of Auxin 1) d’accroitre de maniere
localisée les concentrations d’auxine extracellulaire et ainsi participe a la formation des «
lobes ». Cet effet est probablement due a une boucle de rétroaction sur ROP2 (Xu et al., 2010;
Nagawa et al., 2012; Xu et al., 2014). De plus, la formation des nanodomaines de ROP6 sont
sous le controle d’une boucle de rétroaction. L'auxine induit le clustering de TMK1 qui
participe a la formation des nanodomaines de ROP6 (Figure 7). Ensuite, ROP6 agit sur les
microtubules via les protéines RIC qui elles-mémes contrélent le clustering de TMK (Pan et
al., 2020). Le maintien de cette architecture cellulaire implique également des modifications
de la paroi, en particulier la méthylation des pectines (Tang et al., 2022). L’état des pectines
pourrait étre percus par récepteur kinase membranaire FERONIA (FER) qui une fois activé
induirait la signalisation ROP6 dépendant pour contréler les microtubules. Néanmoins, le lien
entre la mécanique de la paroi la signalisation FERONIA et la réorganisation des microtubules

restent fortement débattu dans la littérature (Lin et al., 2021; Malivert et al., 2021; Tang et

al., 2022).
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Figure 7 : Domaine polaire de ROP2 et ROP6 dans I’établissement des cellule de I’épiderme des feuilles

A) Répartition spatiale des domaines polaires de ROP2 et de ROP6 dans les lobes et les indentations
des pavements cells. B) Représentation schématique du réle de I'auxine dans les « pavement cell » et
du fonctionnement antagonistes des domaines polaires de ROP2 et de ROPS6. Les lignes en pointillée
restent des spéculations (adapté de Pan et al., 2023).
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Le tube pollinique

La progression dirigée du tube pollinique se fait par une croissance apicale. Elle implique de
nombreux facteurs dont la signalisation médiée par les ROP (Guo and Yang, 2020). ROP1 a été
montrée comme s’accumulant a I’'apex du tube pollinique. Alors que deux GAP, REN1, et REN4
sont localisés sur les flancs du tube contrblant spatialement la localisation de ROP1 (Figure 8).
REN4 controle en particulier la localisation polarisée de ROP1 via son endocytose médié par
les vésicules a clathrine (Qin and Yang, 2011; Li et al., 2018a). Chez Nicotiana Benthamiana,
une RHoGDI1 et une RopGAP1 ont été identifiées dans le contréle de la polarisation de la
GTPase a l'apex du tube pollinique. Le maintien de cette polarisation est permis par
I'implication des régulateurs négatifs du cycle des GTPases, en effet Nt-RhoGAP1 et Nt-
RhoGDI2 interagissent avec Nt-RAC5 permettant le maintien de la croissance polarisée du tube

(Sun et al., 2015).
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Figure 8 : Représentation de la régulation de ROP1 responsable de la croissance polarisée du tube

pollinique

ROP1 est localisée a I'apex du tube pollinique, les GAP sont REN1 et REN4 permettant le contréle de la
localisation de ROP1 ainsi que ROPGAP1 (Adapté de Pan et al., 2023).
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Les nanodomaines de ROP

Les ROP peuvent s’organiser en nanodomaines sans nécessairement étre polarisées dans les
cellules. C’est le cas notamment de I'isoforme ROP6 qui a été décrit comme régulateur de la
signalisation auxine et osmotique. Dans cette partie nous décrirons le role de ROP6 en se

focalisant sur la signalisation osmotique qui constitue le modele d’étude de ma these.

Une stimulation hyperosmotique engendre une accumulation de ROS (Reactive Oxygéne
Species) faisant office de messagers secondaires. Les ROS permettent donc d’induire les
réponses cellulaires et physiologiques en aval. L'accumulation de ROS a la suite de ce signal
est médiée par deux voies dépendantes de ROP6 (Martiniére et al., 2019). Parmi ces voies on
distingue une voie enzymatique et une voie non enzymatique. La voie non-enzymatique
repose sur la réaction de Haber-Weiss catalysée par le fer et impliquant I'ascorbate

apoplastique. Cette réaction aboutie a la production de superoxide dans I'apoplaste.

Afin que cette réaction se produise le fer doit étre sous état réduit cependant cet état est
instable. Par conséquent cette réaction nécessite donc la présence d’'un agent réducteur.
Celui-ci serait I'ascorbate, en effet en épuisant I'ascorbate apoplasmique via I'activité de AOX1
(ascorbate oxydase 1), on observe alors une réduction des ROS induit lors du signal omotique.
Cependant, les acteurs moléculaires sous ajcent restent inconnus a ce jour. C’'est pourquoi mes
travaux se sont centrés sur la seconde voie qui est enzymatique. Cette voie repose sur I'activité
des NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate oxydases) RBOHD (Respiratory
Burst Oxidase Homolog D) et RBOHF (Martiniéere et al., 2019). Ces enzymes de la membrane
plasmique produisent du super oxide a partir du NADPH present dans la cellule. Il a été montré
gue ces deux voies sont nécessaires a la production de ROS. En effet I'application d’un chélateur
de Fer bathophénanthrolineisulfonique (BPDS) inhibant la voie fer/ascorbate dans un fond
mutant rbohdxrobhf induit une perte totale des ROS suite a une stimulation (Martiniere et al.,

2019).

ROP6 forme des nanodomaines dans la membrane dépendant de la stimulation osmotique.
Ces nanodomaines sont nécessaires et suffisant pour I'accumulation de ROS osmotique. En
effet, au sein de ceux-ci, ROP6 et RBOHD interagissent, permettant I'accumulation de ROS et

donc la transduction du signal (Figure 9A). La forme auto-active de ROP6 (ROP6CA) forme des
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nanodomaines et accumule des ROS en absence de signal (Smokvarska et al., 2020). En
parallele la forme dominante négative révele un défaut d’accumulation de ROS sous signal.
L’activation de ROP6 comme sa clusterisation de ROP6 semblent étre conditionnant a
I'interaction avec RBOHD permettant I'induction de la production de ROS sous stimulation

hyperosmotique.

Les clusterisations de ROP6 sous forme de nanodomaines est également nécessaire dans
d’autre signalisation, c’est le cas de I'auxine (Platre et al.,, 2019). En effet a la suite d’un
traitement auxine, ROP6 forme des nanodomaines mais contrairement a la signalisation
osmotique n’induisent pas d’accumulation de ROS (Figure 9). En effet il a été montré que ROP6
ne colocalise pas avec RBOHD au sein de ses nanodomaines (Smokvarska et al., 2020). Par
conséquent en fonction des signalisations les protéines effectrices composition des

nanodomaines de ROP6 conditionnent I'induction d’'une réponse spécifique.

De plus outre sa prénylation constitutive en C-terminal, ROP6 est S-acylée sur les cystéines 21
et 158 de maniére transitoire (Sorek et al., 2010). Par des approches de sptPALM (single
particule tracking), la mutation de ses sites d’acylations, révelent une perte de la
clusterisation de ROP6 sous stimulation hyperosmotique et par conséquent une perte

d’accumulation des ROS (Smokvarska et al., 2020).

Le domaine hypervariable de ROP6 en C-terminal est également essentiel pour la signalisation
auxine et osmotique. La phosphatidylsérine (PS) joue un role essentiel dans la stabilisation de
ROP6 dans les nanodomaines lors de la signalisation auxine mais aussi osmotique (Platre et
al., 2019; Smokvarska et al., 2023). Les domaines PS préexistent dans la membrane et pourrait
donc étre des plateformes servant au recrutement de ROP6. Ainsi, un défaut de PS affecte la
dynamique de ROP6, mais aussi les réponses en aval telles que les réponses gravitropiques
mais aussi I’endocytose induit par I'auxine (Platre et al., 2019). La localisation et I'organisation
des PS dans la membrane est donc important pour la fonction de ROP6. Récemment, il a été
montré que la signalisation FERONIA régule 'organisation et la localisation des PS. Cette
protéine agirait comme un rhéostat qui modifie l'intensité de la signalisation GTPase
(Smokvarska et al., 2023). Ainsi, ROP6 semble central pour deux voies de signalisation distincte

: auxinigue et osmotique.
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Figure 9 : Modéle de la regulation de la signalisation osmotique via les nanodomaines de ROP6

A) Schéma représentant I’action de ROP6 dans la signalisation osmotique. ROP6 subit une prénylation
constitutive dans sa région polybasique permettant son adressage a la membrane et interagirait avec
les lipides de la membrane via des liaisons électrostatiques. En condition controle la protéine diffuse
dans la membrane. Lors d’un signal osmotique ROP6 est activée et serait acylée via ses résidus C21 et
C158 permettant I'adressage dans les nanodomaines ou la protéine est stabilisée par son interaction
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avec les PS. ROP6 colocalise avec RBOHD/F induisant la production de ROS ((Smokvarska et al 2020)
adapté de Smokvarska et al 2021). B) Schéma représentant I'action de ROP6 dans la signalisation
auxine. De maniere analogue ROP6 subit une prénylation constitutive dans sa région polybasique et
interagit avec les lipides de la membrane via des liaisons électrostatiques. En condition contréle la
protéine est diffuse dans la membrane. Lors d’un signal auxine le recepteur kinase TMK1 clusterise
sous forme de nanodomaines (Pan et al., 2020). L’action exacte de TMK1 n’a pas été révélée. ROP6
serait activée par la GEF SPIKE1. La protéine est stabilisée par son interaction avec les PS dans les
nanodomaines. ROP6 est nécessaire pour les réponses a 'auxine tel que I'endocystose de PIN2,
réponse gravitropisme. Contrairement au modéle osmotique ROP6 ne colocalise pas avec RBOHD/F
dans les nanodomaines. Une des protéines effectrices de ROP6 identifiée dans la signalisation auxine
est RIC1 (ROP interactive CRIB motif) cependant sa clusterisation et son réle exact restent encore
méconnus (Platre et al,. 2019 ; Smokvarska et al., 2020 ; Pan et al,. 2020 ; adaptée de Smokvarska et
al 2021).

3.4) Une analogie entre les nanodomaines des Rho de plante et les RAS animal ?

Parmi les RAS les H-RAS, K-RAS, N-RAS, sont les plus exprimées chez les mammiferes (Abankwa
et al., 2007). lls coordonnent la signalisation cellulaire qui se déroule durant la migration
cellulaire (Zhou and Hancock, 2018). Les Ras sont impliqués dans diverses signalisations ou
elles interagissent avec des protéines effectrices comme dans le modeéle régulant la croissance
cellulaire. Dans ce dernier cas, les RAS recrutent la PI3K (phosphatidylinositol 3 kinase), ce qui
aboutit a une production de PIP3 recrutant elle-méme la kinase Akt qui active la kinase TOR
(Abankwa et al., 2010). Elles sont également impliquées dans la voie MAPK (mitogen activated
protein kinase) ou elles activent des protéines comme les RAF qui elles-mémes activent des
MAPK régulant par exemple la différenciation cellulaire. Les RAS ségrégent latéralement dans
la membrane en fonction de leur état d’activation. Des nanodomaines spécifiques en fonction
des isoformes ont été démontrés. lls sont en partie controlés par la composition lipidique de
la membrane (Prior et al., 2001; Prior et al., 2003). Les nanodomaines de H-Ras.GDP et N-
Ras-GTP sont cholestérols dépendants alors que tous les autres nanodomaines de Ras ne le
sont pas. Tout comme les ROPs il y a donc un lien étroit entre nanodomaines et lipides. Les
lipides anioniques comme le PI(4,5)P2 et le PI(3,4)P2 semblent également étre primordiaux
dans la signalisation Ras. Les Ras s’organisent donc en nanodomaines de maniére analogue au
ROP en fonction de leur état d’activation, de leur environnement protéo-lipidique, et de leur
lien avec le cytosquelette. Les Ras permettent un large panel d’intégration de signaux

(Hancock, 2003).

Comme explicité précédemment les Ras ont des rdoles dans la signalisation relativement

similaire. Certaines Ras ont été rapportées comme des régulateurs de multiples voies de
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signalisations. Une Ras chez la drosophile illustre le caractére « hub régulateur » (Prober and
Edgar, 2002). RasV12 est impliquée dans deux voies distinctes et indépendantes : via la voie
Raf/MAPK et la signalisation de dPI3K. La signalisation Raf/MAPK engendre une augmentation
de la quantité de protéine dMyc dans le cas ou RASv12 interagit avec le liguand du récepteur
de EGF (Drosophila EGF (Epidermal Growth Factor) receptor). Cette signalisation encode pour
des réponses en lien avec l'adhésion et lidentité cellulaire. En revanche Rasv12 est
possiblement capable d’interagir avec un autre ligand, celui du récepteur insuline ce qui alors
induit la signalisation via dPI3K. Ceci entraine 'augmentation de la cycline E étant impliquée
dans la phase de croissance G1/S soit induisant la croissance cellulaire (Prober and Edgar,
2002). Pour résumer une méme Ras peut donc répondre a des signaux différents et engendrer

des réponses différentes en interagissant avec différents effecteurs.

Ainsi, de maniére analogue a ROP6 d’Arabidopsis, certains RAS agissent comme des hubs
régulant de multiples signaux en aval. Une question reste donc entiére. Est-ce que
I'organisation en nanodomaines des petites GTPases peut déterminer la spécificité des

processus de signalisation ?

4) Signalisation précoce et longue distance en réponse au signal osmotique

Dans cette partie, je vais détailler I'importance du signal osmotique et synthétisé I'état de I'art

concernant les événements précoces de la signalisation osmotique.
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perception to systemic responses
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Abstract

Plants face a constantly changing environment, requiring fine tuning of their growth and development. Plants have
therefore developed numerous mechanisms to cope with environmental stress conditions. One striking exam-

ple is root response to water deficit. Upon drought (which causes osmotic stress to cells), plants can among other
responses alter locally their root system architecture (hydropatterning) or orientate their root growth to optimize
water uptake (hydrotropism). They can also modify their hydraulic properties, metabolism and development coordi-
nately atthe whole root and plantlevels. Upstream of these developmental and physiological changes, plant roots
must perceive and transduce signals for water availability. Here, we review current knowledge on plant osmotic per-
ception and discuss how long distance signaling can play a role in signal integration, leading to the great phenotypic

plasticity of roots and plant development.

Keywords: Drought, Water deficit perception, Local signaling, Long distance signaling, Local water deficit, Adaptive

L development

Introduction

Like some prokaryotic and most fungal cells, plant cells are
wall-encapsulated.  Although it provides important
advantages such as a robust exoskeleton and a protetion of
cells from adverse abiotic or biotic factors, the wall creates a
direct restriction for cellular expansion. This important
constraint can be overcome by intracellular turgor that in
response to cell wall loosening allows growth. The cell turgor,
that can be up to 10 bars in certain cell types, is actually built
from the osmotic gradient between cell interior and the
external media. This gradient triggers a flux of water into the
cell that leads to a compensatory hydrostatic pressure, called
turgor. Any change in the osmotic gradient by for instance an
increase/decrease in water potential in the external
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media or changes in the internal solute concentration,
leads to a direct change in turgor that can modify cell
volume and tissue rigidity. To allow localizedexpansion
growth or prevent wilting, cells have therefore to main-
tain a constant dialog between cell wall mechanical prop-
erties, solute concentration and turgor.

Whereas plant aerial parts are protected from air dry- ing by
specialized waxes deposited on their surface, the root system
is in direct contact with its surrounding environment and
therefore has to cope with dramatic changes in water
potential. Soil is a complex porous medium with marked
differences in its composition and structure e.g. air pockets
and hydrated soil particles. Thus, root systems are
continuously facing contrasted water availabilities during soil
exploration. In addition to a local perception of water
availability, followed by signal transduction and responses at
cellular level, long- distance signals are produced. These so-
called systemic signals coordinate responses at the
multicellular scale, to
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modulate integrative traits, such as root system architec-
ture (RSA).

In this review, we will focus on recent advances in the
field of plant osmotic perception and early signaling in
roots. We will also underline how systemic signaling
can integrate local signals to modulate RSA.

Local perception and early signaling

Although being searched for many years, the exact nature
of the signals that allow plants to perceive changes in water
availability is not clearly defined yet. At the cellular level,
mechanics e.g. cell wall/membrane tension, but also cell or
subcellular volumes are directly impacted by changes in
external osmolarity (Fig. 1A and B). Historically,
comparison between different kingdoms has permitted the
identification of some molecular players. Since osmotic
perception is mandatory all along the plant life cycle, it is
likely that many molecular mechanisms are actually
superimposed in cells (Fig. 1C). New approaches,
especially genetic screens, have recently allowed a strik-
ing expansion of knowledge on plant osmotic perception,
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Fig. 1 NMatuve of the osmotic signal and suspected sensing mechanisms. A Drawing of the relation between osmotic, water fluxes and cellular
volume regulation. A reduced {hypotonic) or increased (hyperionic) external osmolarity results in an influx or efflux of water, respectively.
Depending on cell wall elasticity, these fluxes lead to changes in cellular volume. B Relative variations of cell turgor and volume in response to

an increase of external esmolarity. In the absence of cellular esmoregulation, the turgor tends to decrease linearly with increasing asmolarity. In
contrast, the eellular volume is expected to decrease in a two-phase mode, a quasiHinear mode as long as turgor is maintained in the cell, followed
by a hyperbolic decay when turgor is absent. € Based on the literature 3 classes of perception mechanism can sense the osmotic signal. Osmofic
signal may be perceived at the membrane from either a local camotic imbalance (e.g. AtHK1) or a change in membrane tension {(e.g. MSL) or from a
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which is summarized and updated in the present
paragraph.

Molecular mechanisms of perception
Histidine kinases (AtHK1)
Historically, the first osmosensing pathway has been
uncovered in unicellular organisms. In Saccharomyces
cerevisiae, perception is made by a two component
histidine kinase system, where recognition of the stimulus
leads to kinase activation and phosphorylation of a his-
tidine residue (Brewster and Gustin 1994). The Synthetic
Lethal of N-end rule 1 (SLNI1) changes its
phosphorylation activity in response to osmotic signal and
activates via several phosphorelays the High Osmolarity
Gycerol (HOG1) MAP kinase (Ota and Varshavsky 1993;
Maeda et al. 1995). In turn, HOG1 controls the expression
of osmotic responsive genes including those involved in
the biosynthesis of compatible osmolytes like glycerol.
Plants also show a conserved gene family of histidine
kinases (HK) with members involved in hormonal signal- ing
such as ethylene (Gamble et al. 2002) or cytokinins.
The Arabidopsis genome contains 11 genes coding
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for Histidine kinase like protein (Hutchison and Kie-ber
2002). In addition to its role in hormone signaling,
Arabidopsis AtHK1 was shown to act as an osmosensor by
complementing yeast slnl mutation (Urao et al. 1999)
(Figs. 1C and 2). Localized to the plasma membrane, AtHK1
is a positive regulator of salt stress, drought and ABA
signaling (Tran et al. 2007, Wohlbach et al. 2008). For
instance, overexpression AtHK1 in plants increases the
drought tolerance and results in the induction of genes
involved in drought signaling including proline and
sucrose biosynthesis (Tran et al. 2007). However, the role of
AtHK1 as a main plant osmosensor has been questioned.
Indeed, in several loss-of-function alleles of athkl, no
hyperosmotic signaling-related phenotypes
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such as ABA, or osmolyte accumulation were found
(Kumar et al. 2013).

Mechanosensitive channels (MSL, OSCA1, Piezo, ...)

Due to its molecular anchors with the wall and the absence of
folding, the plant plasma membrane of tur- gid cells is
potentially under tension, especially during cell expansion and
osmotic volume adjustment. Changes in membrane tension
due to an osmotic challenge can therefore be perceived by cells
through membrane mechanosensitive channels (Fig. 1C). The
first mecha- nosensors involved in osmoregulation were
molecularly identified from Escherichia coli spheroplasts
(Martinac et al. 1987; Levina 1999). Several studies have
solved the
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Fig. 2 Summary of currently known osmotic perception mechanisms in plants. Changes in membrane tension induced by osmolarity imbalance
canbe perceived bymembrane mechanosensors such as OSCA1, MSLs, MCA1, PIEZO, ECA1/MIZ1. By transporting cations oranions, these sensors
initiate cell calcium signaling by as yet unknown mechanisms. Receptor-like kinases belonging to the CrRLK family {e.g. FER, THE} perceive the cell
wall status and their activaiion eventually leads to cell wall reinforcement. Whereas their exact role as csmotic sensors has vet (o be established,
these receplors definitely fine fune signaling of hormones such as ABA, auxin and jasmonate that are known to regulate plant development and
physiological acclimation to osmotic stress. At the cell membrane, a partial integration of signals can be observed. For instance, LRR kinase MIKZ2,
a receptor for phytocytokines that contrals plant immunity, genetically interacts with THE, pointing to & link between osmotic and pathogen
signaling. By similarity to the yeast sysiem, the AiHK1 iwo component histidine kinase may also parlicipate in esmetic signaling by modulating ABA
signaling. In addition to hormones and calcium signaling, Reactive Oxygen Species {(ROS) are also participating in early cell responses fo osmotic
stimuli. Cellular accumulation of ROS is dependent on NADPH oxidases (RBOHD and F) and iron reduction processes. Upon cell simulation, ROP8
forms nanodomains logether with the superoxide producing enzyme RECHD/F. As a consequence, superoxide can be dismutated to hydrogen

\ peroxide {Hz02) by apaoplastic SOD {Superoxide dismutase). H:0: transport through the cell membrane is in tum facilitated by aquaporins
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crystal structure of these low-conductance mechanosensors.
They highlighted 3 common transmembrane heli- ces that
would serve as sensors of the membrane tension (Bass et al.
2002; Steinbacher et al. 2007; Lai et al. 2013). In addition, two
recent cryomicroscopy studies have shown that E. coli MscS
channels (MscS) association with lipids is an important
determinant for the stabilization of the closed conformation
and therefore plays a key role in channel sensitivity to tension
(Flegler et al. 2021; Zhang et al. 2021b). The gating of E. coli
MscS channels is conditioned by a pocket containing lipids.
The anisotropic forces of the membrane created by tension
could free this pocket of lipids or/and change the number of
lipid acyl chains in it, causing a structural rearrangement and
leading to pore opening (Pliotas et al. 2015; Flegler et al.
2021).

In plants, members of the MscS-like (MSL) gene fam- ily
represent the closest homologs of bacterial MscS (Sukharev
et al. 1994). MSLs are non-selective anion channels whose
activity is regulated by voltage or mechanical stimulation of
the membrane (Haswell 2007). Ten MSL have been described
in Arabidopsis (Haswell 2007). In a landmark study, MSL9
and 10 were shown to control mechanosensitive activity of
anion channels in the plasma membrane of root protoplasts
(Haswell et al. 2008) (Fig. 2). Because neither the double
msl9/10 nor the
quintuple msl4/5/6/9/10 mutant showed alteration of
their response under a variety of stimuli, e.g. osmotic, salt,
mechanical or  dehydration, the exact integrated
function of these channels has remained enigmatic (Has-
well et al. 2008). Whereas, MSL10 was demonstrated to be
a true mechanosensitive channel after heterologous
expression (Maksaev and Haswell 2012), its function has
been recently uncovered using an elegant experimental
strategy. By playing both with cell wall inhibitor that loose
the cell wall and osmoticum to modulate cell turgor,
Maksaev and co-authors show that MSL10 potentiate cell
responses to swelling (Basu et al. 2020). Hypoosmotic
shock induced several responses including cytoplasmic
calcium increases, ROS accumulation and transcriptional
regulation that are under the control of MSL10 (Basu et al.
2020). In addition, this channel deter- mines the induction
of programmed cell death (PCD) in response to a hypo-
osmotic challenge. This response is dependent on the
phosphorylation of MSLI0 N-terminus (Veley et al.
2014; Basu et al. 2020; Basu and Has- well 2020). In a
recent preprint, MSL10 was found to localize and function
at ER-plasma membrane contact sites (EPCSs) (Codjoe et
al. 2022). In plants, EPCSs reg- ulate lipid homeostasis
between compartment and cell integrity (Schapire et al.
2008; Ruiz-Lopez et al. 2021). Those results suggest an
interesting connection between mechanosensitive channel
and regulation of cell volumes.
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MSLs are also important for regulation of organelle volume
within cells. MSL2 and MSL3 that localize to plastid
membranes, modulate their division, shape and size (Lee et al.
2019; Wilson et al. 2016). Because msl2/3 plants develop
a mass callus tissue at their shoot apical meristem, MSLs
create a link between plastid osmoregulation and cell
differentiation. MSLs were also associated with specific cell
types like pollen tubes (Hamilton et al. 2015). MSL8 was
shown to prevent cell bursting during pollen rehydration
processes and membrane integrity during tip growth;
highlighting again the role of MSLs during hypoosmotic choc.
However, a recent preprint suggests that MSLS8 effect on
pollen tube hydration is not due to a simple tension-
gatedosmoregulator. MSL8 would rather regulate ions fluxes
that are needed for cell wall modification during pollen
hydratation (Miller et al. 2022).

Other types of mechanosensitive channels have been
identified in Arabidopsis. Mid1-Complementing Activity
(MCAL1) was cloned by complementing the lethal muta-
tion of midl yeast lacking the putative Ca’* permeable
stretch-activated channel component (Nakagawa et al. 2007
PNAS). MCA1 and its Arabidopsis paralog, MCA2,
exhibited a Ca’* permeable mechanosensitive channel
activity in Xenopus (Furuichi et al. 2012 PSB). Interest-
ingly, MCAs consist of single pass transmembrane pro-
teins (Kamano et al. 2015). Their first 200 amino acids contain
both the TM and the EF domains that are suf- ficient for
channel activity under membrane stretching (Yoshimura et al.
2021). MCA loss of function mutants show root growth
defects in media with high concentra- tion of agar and a
hypersensitivity to cold stress (Nakagawa et al. 2007; Mori et
al. 2018) (Fig. 2). However, mcal mca2 showed no
alteration in calcium influx after osmotic stimulation,
questioning the role of the two channels in the osmosensing
pathway (Stephan et al. 2016).

Members of the PIEZO gene family, from the Greek
“pVesi” which means pressure, are plasma membrane
localized cation channels involved in mechanosensory
processes and necessary for light touch perception, com-
pressive force proprioception, among other processes.
Their discovery was recognized by the 2021°s Nobel prize
award. Arabidopsis genome encode for unique PIEZO
homolog. at the AtPIEZO channel was first identified as
a regulator of virus spreading and of root cap mecha-
notransduction (Mousavi et al. 2021; Zhang et al. 2019b).
However, AtPIEZO1 seems to also act in tip growing
cells. The two homologues encoded by the moss Phy-
scomitrella patens genome are localized in the tonoplast
and control cell growth and cytoplasmic calcium oscil-
lation (Radin et al. 2021). Analysis of loss and gain of
function mutants showed that moss PIEZOs act on the
vacuole membrane through tubulation, internalization
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or fission (Radin et al. 2021). AtPIEZO is also localized
in the tonoplast and acts on vacuole morphology of pol-
len tube; showing that PIEZO function on tip growing
cells is conserved among land plants (Radin et al. 2021).
These observations shade light onto the role of the plant
vacuole in mechanoperception and maybe osmosensing
(Fig. 2).

In addition to searching in the plant genome for
homologs of prokaryotic or eukaryotic mechanosensors,
direct genetic screens have been realized to identify plant
osmosensors. Calcium influx in the cytoplasm is probably one
of the fastest cell responses to osmotic stimulation.
Following a calcium imaging screen, thegene REDUCED
HYPEROSMOLALITY-INDUCED [CA2?+*] INCREASE
1/ (OSCAI1.1) was therefore identified from an EMS
mutagenized population. OSCA1.1 encodes for a hyper-
osmolality-gated calcium-permeable channel, which is
responsible for calcium signaling, but also regulation of root
growth, stomata closure and transpiration upon osmotic
stimulation (Yuan et al. 2014) (Fig. 2). Interest ingly, OSCAL1
is not required for ABA or H:O: induced calcium cellular
influxes suggesting a strong specificity of the channel for
osmotic signaling. Arabidopsis Calcium permeable Stress-
gated cation Channel 1 (AtCSC1/ OSAC1.2), a close homolog
of OSCAL, is also responsible for osmotic-dependent calcium
influx when expressed in Chinese hamster ovary (CHO) cells
(Hou et al. 2014).

Atomic structure and cryo-microscopy analyses have shown
that OSCA1.2 is composed of 11 transmembrane helices
forming homodimers. This channel has a cytosolic domain
with RNA recognition motifs and 2 alpha-helices anchoring
the protein in membrane lipids (Jojoa-Cruz et al. 2018; Liu
et al. 2018). The two additive helices are cytosolic and might
serve as a lateral sensor for tension within the inner plasma
membrane leaflet (Maity et al. 2019). Except for the
OSCAA4.1 isoform belonging to clade 4, the mechanosensitive
channel activity seems to be conserved among the OSCA
gene family when expressed in HEK cells or in
proteoliposomes (Murthy et al. 2018). However, the
isoforms present distinct ion conductances and sensitivities
to pressure (Murthy et al. 2018). Knowledge on the role of
OSCAs in planta has recently been expanding. For instance,
OSCAL1.3 behaves
as a Ca’* permeable channel in yeast and contributes,
with its close homologue OSCA1.7, to pattern-triggered
immunity (PTT)-dependent stomatal closure (Thor et al.
2020). Thus, OSCA function in plants is not strictly
restricted to mechano orosmoperception.

Cell wall sensing (CrRLKs, WAKs, ...)

Since the cell wall is way stiffer than the membrane, most of
the tensile stress induced by turgor is borne by the wall.
Recently, knowledge of biological processes
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that perceive the cell wall status has rapidly expanded. A
number of transmembrane receptor like kinases (RLKs)
such as Catharanthus roseus RLK1-Like kinases (CrRLK),
Wall Associated Kinases (WAK), Lectin Receptor-Kinase
(LRK), Proline-rich Extensin-like Receptor Kinases
(PERKSs), and formins have been shown to interact with
the cell wall (Wolf et al. 2012). Some of these are known
to act as sensors of the cell wall status. Historically, the
THESEUS (THE) CrRLK was isolated from a genetic
screen for suppression of the short hypocotyl and ectopic
lignin phenotype of the cell wall synthase mutant
cesa6r<! (Hématy et al. 2007). Indeed, the retarded
growth induced by inhibition of cellulose synthesis is not
the direct result of structural changes in the cell wall
linked to reduce cellulose content. It rather involves
active inhibition of growth through receptor kinaseslike
THE (Hématy et al. 2007). In addition to its role as a wall
integrity sensor, THE acts on lateral root initiation
through perception of its ligand, RALF34 (Gonneau et al.
2018). THE!1 signaling is also needed to control ABA
accumulation after osmotic stress (Bacete et al. 2022)
(Fig. 2). These results illustrate the intricacy between wall
integrity sensors, the maintenance of cell mechanics and
ABA signaling as a typical osmotic signaling marker.

Interestingly, THE also controls some salt-induced
related phenotypes, like root skewing. This response also
needs MALE DISCOVERER I-INTERACTING
RECEPTOR-LIKE KINASE 2 (MIK2). This LRR kinase
was identified from a reverse genetic screen for impaired
ectopic lignin deposition under treatment with isoxaben, an
inhibitor of cellulose deposition (Van der Does et al. 2017).
Allelic variation in MIK2 has been associated with changes in
rosette dry weight in response to mild salt (Julkowska et al.
2016) (Fig. 2). MIK2 binds to SERINE RICH
ENDOGENOUS PEPTIDE12 (SCOOP12), a phy-
tocytokine that is secreted and regulates immunity in
plants (Hou et al. 2021; Rhodes et al. 2021). These obser-
vations suggest an interaction between cell wall sensing
pathways, including response to osmotic stimulation, and
plant immune responses.

FERONIA (FER) is another CrRLK that participates in cell
wall sensing. Loss-of-function studies have revealed that
FER is involved in many processes such as cell elon- gation,
root hair development, responses to hormones, nutrition and
plant defense (Li et al. 2016). In addition, loss-of-function
studies of FER have shown defects in responses to mechanical
stimuli e.g. inability to pen- etrate hard layers of agar (Shih et
al. 2014). FER has also a tight link to ABA signaling and loss
of function plants show a resistant phenotype to osmotic stress
and a hyper sensitivity to salt stress, although salt stress also
results
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in osmotic stress (Chen et al. 2016 PNAS) (Fig. 2). Feng
and co-authors also highlighted the specific role of FER
in response to salt stress (Feng et al. 2018). FER induces
relatively late calcium influx in the cell that is needed to
sustain cell wall reinforcement. It was proposed that FER
would sense the impact of sodium ions on pectin fila-
ment organization, rather than directly sensing turgor or
plasmolysis (Feng et al. 2018).

Molecular mechanisms of early signaling

Calcium

Calcium is a secondary messenger that allows the trans-
mission of many biotic and abiotic stimuli and converts
them into cellular signals. Intracellular calcium homeo-
stasis is modulated by channels, pumps and transport- ers.
The calcium signal is transmitted by calcium-binding
proteins that subsequently feed into signaling cascades
(Dodd et al. 2010; Kudla et al. 2010). Fluorescent Ca?*
probes have been actively used to identify quantitative
characteristics like amplitude or frequency of calcium
responses; revealing the concept of calcium signatures
for specific signals (Monshausen 2012). According to
this, a pure osmotic stimulus induces intracellular cal-
cium signals that are different from those induced by
stimuli like cold or salt, that are only partially composed
of an osmotic component (Tracy et al. 2008; Huang et al.
2017a). In addition, Ca®* varies also in space within the
cell, with the nucleus and cytoplasm responding dif-
ferently to osmotic stimulation probably through inde-
pendent molecular mechanisms (Huang et al. 2017a; Luo
et al. 2020). Whereas OSCA1 appears as a crucial actor of
osmotically driven calcium influx, the exact role of other
mechanosensitive channels like MSLs or MCAs remains
debated (Yuan et al. 2014; Stephan et al. 2016).
Interestingly, intracellular compartments also play criti- cal
roles in controlling calcium signaling in response to
osmotic signals. The K+ exchange antiporters (KEAs),
which perform plastid localized potassium antiport, are
needed to maintain plastid ion homeostasis. In corre-
sponding loss of function plants, plastids were swollen
and had impaired calcium influx after osmotic stimula-
tion (Stephan et al. 2016). Nevertheless, the link between
plastid ion homeostasis and calcium signaling remains to
be explored. In addition, calcium signal decoding
processes in response to osmotic signals remain largely
uncharacterized.

At the root tissue level, imaging approaches have iden-
tified calcium movements according to water potential
gradient (Shkolnik et al. 2018). The calcium flux
propagates along the phloem until it reaches the root
elongation zone to control hydrotropic responses, i.e.
directed root growth towards higher soil water potentials
(Shkolnik et al. 2018). Both the osmotic stress-induced
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calcium increase and hydrotropic response need func-
tional ECA1, an endoplasmic reticulum Ca?* pump, and
MIZU-KUSSEI1 (MIZ1) (Fig. 2). The latter gene was
originally identified from a forward genetic screen based
on hydrotropic response (Kobayashi et al. 2007). These
data suggest that calcium participates as a secondary
messenger at the cellular level but also at distances allow-
ing hydrotropism.

ROS

In addition to calcium, reactive oxygen species (ROS)
accumulate minutes after cell stimulation (Leshem and Levine
2007; Martiniere et al. 2019). Superoxide, hydrogen
peroxide, but also other ROS are generated from both cellular
metabolism and through specific generator systems. Indeed,
ROS not only represent stress-induced damaging components,
but also serve as genuine cell secondary messengers
(Devireddy et al. 2021; Fichman and Mittler 2020). Upon an
osmotic signal, ROS was linked to root hydrotropic responses.
Indeed, inhibition of peroxidases and Respiratory Burst
Oxidase Homolog family (RBOHs), which are classical ROS
consumer and producer respectively, induce altered root
curvature when plants are grown on plate containing a water
potential gradient (Krieger et al. 2016; Jiménez-Nopala et al.
2018). In fact, it was found that ROS accumulation in the elon-
gation zone participate to root gravitropic response, maybe
through regulation of autophagy and amyloplast degradation
(Nakayama et al. 2012; Krieger et al. 2016). This agravitropic
phenotype leads to a stronger hydrotropic response. Then,
ROS function in tuning root tropic responses by promoting
gravitropism  and  therefore  negatively  regulating
hydrotropism response. Strikingly, the RBOHD and F can
only partially account for the osmotically-induced ROS
production. Indeed, upon sig- nal, the cytoplasmic reducing
power is transferred to the apoplasm, leading to ascorbate
accumulation. Ascorbate is further used to reduce iron that
reacts with di-oxygen to generate superoxide (Martiniére et
al. 2019). In cells, the ROS generated by RBOHs or the
ascorbate/iron pair end up with different responses (Fig. 2).
Whereas the two ROS generating pathways are needed for
membrane internalization, RBOH-dependent ROS induces the
inter- nalization of specific cargo proteins such as the PIP2;1
aquaporin (Martiniére et al. 2019). Interestingly, certain ROS
species have the particularity of being able to travel through
cell compartments. For instance, membrane transport of
hydrogen peroxide (H20:) is facilitated by certain aquaporins
localized at the PM (PIP1-4) (Tian et al. 2016), PIP2;1
(Rodrigues et al. 2017) or the tono- plast

e.g. TIPI;1 and TIP1;2 (Bienert et al. 2007) (Fig. 2).
Therefore, H202 might itself regulate its own membrane
permeability by acting on aquaporin cycling.
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Recently, Rho of Plant6 (ROP6) was found to be nec- essary
and sufficient to induce osmotically-induced ROS production
(Smokvarska et al. 2020). Rho-GTPases (RAC/ROP) are
involved in cell responses to various stimuli such as auxin,
ABA orchitin elicitation (Feiguel- man et al. 2018). ROPs are
molecules that switch from an inactive to an active form by
binding to GDP or GTP, respectively (Feiguelman et al.
2018). Models linking ROPs and NADPH oxidase have been
described for root hair or pollen growth and immune response
(Duan et al. 2010; Boisson-dernier et al. 2013). After osmotic
stimula- tion, ROP6 is activated and recruited in PM domains
of nanometric size, together with RBOHD and F (Fig. 2).
Interestingly, the co-recruitment of RBOHs within nano-
domains seems to be specific for the osmotic signal. To
convey auxin signaling, ROP6 has also to form nanodo-
mains, which however are exempt of RBOHs. As a result, no
ROS accumulates in cells under auxin treatment (Platre et
al. 2019; Smokvarska et al. 2020). These observations
suggest that the ROP6 activation mechanism can itself
control the specificity of the downstream response.

Osmotically-induced ROS are associated with numer- ous
downstream cellular and physiological responses such as a
decrease in root hydraulic conductivity or accu- mulation of
compatible osmolytes like proline (Boursiac et al. 2008; Ben
Rejeb et al. 2015). Detoxification mechanisms through
specific enzymes like superoxide dismutases (SOD),
ascorbate peroxidases (APX), catalases (CAT), glutathione
peroxidases (GPX) and peroxiredoxins (PRX) (Mittler et al.
2004) are needed. For instance, AtGPX3/GPXL3 was linked
to drought stress and ABA signaling. Atgpx3/gpxI3 plants
showed enhanced water losses under drought stress (Miao et
al. 2006). In vitro phosphorylation assays showed that
oxidized AtGPX3/ GPXL3 acts on phosphatase activity of
ABA INSENSI- TIVE2 (ABI2) (Miao et al. 2006).
Consistently, AtGPX3/ GPXL3 links ABA signaling, ROS
and osmotic signaling. Because the AtGPX3/GPXL3
catalytic domain is facing the lumen of the secretory
pathway, it remains muddled how AtGPX3/GPXL3
oxidation is mechanistically associated to ABI2 (Attacha et
al. 2017).

Systemic
responses
To cope with their complex and fluctuating environ-
ment, plants have to constantly sense the surround-
ing fluctuations and integrate all this local information
into coordinated whole plant responses.

This is accomplished through a complex systemic
communication network involving a wide spectrum of
physical, chemical and molecular components. The
following section will explore the molecular bases of
long distance osmotic signaling in plants from 3 types
of signals, which are hydraulic, electric and chemical in
nature. We will focus

signaling and developmental
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on inter organ signaling and more specifically on the root
to shoot and shoot to root signals. Long distance com-
munication has long been proposed to use the mass flow
of sap within the vascular system. Accordingly, many
molecules have been identified as traveling from root to
shoots through the xylem vessels or from shoots to roots
through phloem (reviewed in Ham and Lucas 2017; Win-
ter and Kragler 2018).

Molecular bases of long distance signaling

Hydraulic signal

Water absorbed by roots is axially transported along the xylem
towards shoots down the plant water potential gradient. Leaf
water potential, which is the lowest in the plant, induces a
tension in the vessels. Thus, any physical damage or
disturbance that breaks the integrity of the water column
present in the xylem vessels can release this tension,
thereby inducing a pressure change that will almost instantly
be transmitted through the wvasculature. This physical
signaling named hydraulic signaling has been proposed
several decades ago to be involved in the fast response to leaf
wounding (Houwink 1935) (Fig. 3B). The pressure wave
generated through this process may be involved in the
propagation of chemicals from the wounded tissue or directly
trigger mechanical systemic signals in sensitive tissues
(Farmer et al. 2014; Evans and Morris 2017). However,
wounding experiments suggest that the hydraulic signal is
moving up to 10,000 timesfaster than the observed
propagation of the Ca’* in tis- sues, thereby challenging
the idea of a chemical propagation (Evans and Morris 2017).
Nevertheless, more recent work suggests that change in
hydraulic pressure induced by wounding is abolished in
rbohD (NADPH oxidase) and gIr3.3 glr3.6 (glutamate
receptor-like protein) (Fich- man and Mittler 2021). This
suggests that hydraulic signal is not solely determine as a
physical signal. In response to water deficit, the turgor
pressure of leaf cells rapidly declines when roots
experience water shortage. A drop in soil local water
potential can also modify root turgor pressure and
ultimately xylem tension. These changes can propagate
from root to shoots as a so called hydraulic signal
(Christmann et al. 2007; Christmann et al. 2013).
Alterations in root turgor pressure were also found to
induce local accumulation and signaling of the well
characterized water stress hormone Abscisic Acid
(ABA) both in root and shoots (Christmann et al. 2007)
indicating that hydraulic signaling may somehow be
correlated to ABA signaling. However, a rapid response
of stomata to water deficit was also observed in the
ABA biosynthesis mutant (aba2) or signaling mutant
(abil) ABA
(Christmann et al. 2013). In addition, grass stomata
have subsidiary cells coupling osmotic and turgor
adjustment to fasten

indicating an independent signal
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Fig. 3 Long-distance and developmental response to homogeneous or local water deficit. A Soil water is absorbed by roots and moves through
xylem vessels to the leaves where it is eliminated via transpiration (blue arrow). B When plants experience water shortage, they first dramatically
reduce transpiration and modify root and shoot growth according to water availability. Roots, which perceive locally the osmotic stress as described
in Fig. 2, activate long-distance signaling (orange arrow) conveyed by hydraulic signals or a wide range of molecules, including calcium (Ca 2+),
Reactive Oxygen Species (ROS), phytohormones (Abscisic Acid (ABA), Strigolactones (SL), etc), non-coding RNA (ncRNA) and peptides. In return,
water deficit induces a shoot-to-root signaling (violet arrow) that relies on a set of molecules including sugars, ABA, ncRNA and micro RNA (miRNA).
C When plants encounter a local water deficit also named partial root zone drying (PRD) in agronomy, the transpiration rate is reduced but not as
severely as under a uniform water deficit. As a consequence, shoot development can be maintained or has a limite d reduction depending on the
intensity and duration of the local water deficit or on the plant developmental stage. Root growth in the drying part is stro ngly repressed whereas

signals remains totally unknown

it is maintained or stimulated in the wet part through a compensatory growth stimulation. It was proposed that, during PRD, roots are sensing
the local low water potential in the drying soil resulting in a reduction in cell turgor, then transmitting the signal to the shoot (arrow 1). In return,
a shoot-to-root signal (arrow 2) represses root growth. Since root development and water uptake are stimulated in the well-watered part, the

existence of both a shoot-to-root and a root-to-shoot signaling can be hypothesized (arrows 3 and 4). Besides ABA, the nature of other putative

stomatal movements (Franks and Farquhar 2007; Rais-
sig et al. 2017). The action of hydraulic signals transmit-
ted through the plant vasculature to the stomata thereby
represents a rapid signaling mechanism well correlated
to plant architecture and anatomy. However, whether the
putative hydraulic signal is translated locally into
chemical signals like ABA or acts locally through as yet
unknown leaf structures remains an experimental chal-
lenge and a matter of vivid debate (Evans and Morris
2017; Farmer et al. 2020).

Electrical signal

Electrical signals have initially been identified in the fold- ing
of leaflets and petiole movements of Mimosa pudica in
response to mechanical and other physical stimuli. These
movements are driven by a turgor-powered motor and the
rapid signaling involved appears linked to propa- gation
of electrical signals that are moving through the sieve
tube (recently reviewed by Johns et al. 2021). Plants maintain
a -200mV electrical potential difference across

their plasma membrane through the action of ion chan-
nels, pumps (including H + -ATPases) and transporters.
Transient depolarization and repolarization events

with set amplitude, velocity and duration or variation of
potential can convey key information about the strength
and distance of the stimulus that triggered such electri-
cal signals, within and between plant organs. These sig-
nals rely on fluxes of ions including K+, Cl-, H* or Ca?*,
the latter being the most documented. Electrical signal-
ing has been reported to be involved in the response to
heat, cold, touch, salt, flooding, hypoxia, osmoticstress,
and drought (reviewed by Wilkins et al. 2016; Kudla et al.
2018). To explain such wide range of responses, it was
hypothesized that the Ca?*-permeable channels con-
trolling cell influx contain a stress-specific fingerprint
that varies in amplitude, timing, and frequency and can
be formed by the activation of different Ca?>* channels
depending on the different stresses (Wang et al. 2019).
In the case of drought, Ca®* has been reported to move
up in the transpiration stream and may couple Ca%*+sup-
plied from the roots to stomatal response in the leaves
(Han et al. 2003) (Fig. 3B). Storti et al. (2018) also meas-
ured Ca’+ waves propagation in response to osmotic
stress in the non-vascular moss Physcomitrella patens.
The lower propagation rate compared to the one meas-
ured in Arabidopsis confirms the cell-to-cell and vascular
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dependent routes. Such mobile Ca?* has recently been
found to act through a plastid based receptor system in
the guard cells that itself may further integrate these
responses with other stimuli as observed during photoac-
climation (Cutolo et al. 2019).

ROS accumulation and calcium production are closely
interconnected and enhance each other during abiotic
stress. For instance, superoxide produced by RBOH D
activates calcium channels, which activate the vacuolar
calcium channel TWO PORE CHANNEL1 (TPC1). This
releases Ca’?* into the cytosol which in turn enhances
the activation of RBOH protein D (Evans et al. 2016). This
calcium/ROS feedback loop is likely instrumental for
propagation of the ROS and Ca** waves during salt stress
and a proper acclimation response. However, until
recently, it remained unknown how ROS are perceived by
cells to trigger calcium waves. The Leucine-rich-repeated
receptor kinase (HPCA1) was identified from a forward
genetic screen for impaired ROS-induced Ca’* waves
(Wu et al. 2020). Via covalent modification of its extra-
cellularcysteine residues, HPCA1 is autophosphorylated,
activated calcium influx and is required for stomata clo-
sure after H.O2 treatment. In a preprint, HPCA1 appear
to be also necessary for propagation of ROS/Ca waves in
response to high light signal (Fichman and Mittler 2020).
Drought and high temperatures both induce calcium and
ROS waves across the plasma membrane, but no in-depth
mechanistic analysis on long distance propagation has
been performed yet. The many different origins of ROS
and corresponding Ca’* waves suggest sophisticated
signaling mechanisms. Thus, integrative studies are still
needed to sort between the common and specific ROS-
calcium signaling pathways that contribute to the speci- ficity
of plant responses to different stress conditions.

Sugars and long distance signaling

Drought, high salinity or temperature dramatically modify the
metabolic profiles of plants (Urano et al. 2010; Cramer et al.
2011). It has long been proposed that uncharged metabolites
such as proline or glycine- betaine, accumulate to promote
water retention in the plant tissues without interfering with
normal metabolism (Verslues and Sharma 2010). They, in
concert with other specialized/secondary metabolites, also act
as free radical scavengers removing excess ROS and
reestablish- ing a cellular redox balance (reviewed by
Takahashi et al. 2020). Sucrose, glucose, and fructose also
highly accumu- late in roots upon exposure to drought
suggesting they can replace other osmolytes as major
compatible solutes (reviewed by Takahashi et al. 2020). More
recently, sugars have emerged as key players during shoot to
root communication in response to water stress (Fig. 3B). In
Arabidopsis, phloem transport of sucrose is mainly achieved
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through the activity of sugar transporters. Phloem loading of
sucrose from photosynthetic leaf mesophyll cells is mediated
first by the vasculature-localized sugar transporters
SWEETT11 and 12. They move sucrose from parenchyma cells
into the apoplast where it is loaded into phloem companion
cells by SUC2 (Chen et al. 2012). In the root, sucrose is
unloaded either through an apoplastic pathway (via
SUC/SWEET sugar transporters) or through a symplastic
pathway (via the hydrostatic pressure) (Milne et al. 2018).
Very recently Chen et al. (2022) showed that both
SWEET!11 and 12 are phosphorylated by drought or ABA
activated SNF1-RELATED PROTEIN KINASE 2 (SnRK2)
protein kinases, which enhance sucrose export to roots. This
increased allocation is modulated by ABA signaling, promotes
root develop- ment and increases foraging. The putative link
between this sucrose dependent root growth stimulation and
the SnRKl-target of rapamycin (TOR) energy signaling
pathway remains to be elucidated. Indeed, sucrose accu-
mulation may release the TOR1 dependent repression of
transcription factors such as bZIP1, bZIP11 and bZIP53 or
local auxin accumulation in primary root tip thereby
promoting root growth (Hartmann et al. 2015; Weiste et al.
2017). Under drought stress, ABA activated SnRK2 can
however phosphorylate TOR, thereby modulating the tradeoff
between plant growth and drought response stress (Wang et al.
2018). A similar role for TOR can also be considered for
primordia initiation through the regu- lation of WOX7, a
sucrose dependent repressor of the cell cycle gene CYCD6
(Kong et al. 2016).

ABA also induces trehalose accumulation which in
turns inhibits root growth (Wang et al. 2020). Finally, tre-
halose 6-phosphate (Tre6P) has also been demonstrated
as a key regulator of source-sink relationships(Figueroa
and Lunn 2016). In Arabidopsis, Tre6P is produced in
the phloem and stomatal guard cells (Fichtner and Lunn
2021). Tre6P synthase (TPS), the enzyme that synthesizes
Tre6P, plays a key role in the nexus between sucrose and
Tre6P, operating in the phloem loading zone of leaves.
Tre6P has a dual function as a signal molecule and home-
ostatic regulator of sucrose levels in plants in response to
abiotic stresses such as drought. Most flowering plants
contain barely detectable amounts of trehalose compared
to sucrose. Despite the low amount of Tre6P, overexpres-
sion of TPS and TPP enzymes led to severe growth and
developmental defects suggesting that changes in the
level of Tre6P, the intermediate in the pathway, rather
than in the level of trehalose itself, were responsible for
the phenotypes. The concept that Tre6P functions pri-
marily as a signal and regulator of sucrose levels in plants
supports the existence of systemic signals for source-sink
coordination (Fichtner et al. 2020; Fichtner and Lunn
2021). In growing sink organs, Tre6P would regulate the
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utilization of sucrose for growth and the accumulation of
storage reserves, in part via complex interactions with
TOR (Figueroa and Lunn 2016).

Taken together, shoot-originated sucrose and its under-
lying signaling network involving ABA and other phyto-
hormones, SnRK2, TOR and potentially Tre6P seems to
be involved in the fine tuning of root development under
drought. Yet, further exploration is needed to better
characterize the complex interactions shaping these sign-
aling networks.

Hormones

Several hormones have been identified both in xylem and
phloem sap and have been proposed to play a key role in the
coordination of systemic stress response (Fig. 3B). Among
these, ABA has been identified for long as a master regulator
of plant responses to drought-, salt-, osmotic-, and freezing-
based water limitations. ABA mediates drought stress
response and resistance by regulating stomatal closure and
stress responsive gene expression (Cutler et al. 2010). The
involvement of ABA in drought responses has been
extensively documented (recently reviewed by Kuromori et al.
2022) and will not be detailed here. In response to drought
stress, ABA accumulates in all plant tissues but its
accumulation is dramatically enhanced in leaves and more
specifically in the vasculature of leaves as most of the ABA
biosynthesis genes are expressed in this tissue (Kuromori et
al. 2018). In addition, several ABA transporters are
predominantly expressed in vascular tissues. Thus, long
distance trans- port of ABA can occur through both xylem
(Davies and Zhang 1991; Schachtman and Goodger 2008;
Jiang and Hartung 2008) and phloem (Zhong et al. 1996), with
reports of both root and shoot derived pools during water
stress (Hartung et al. 2002; Manzi et al. 2015). Although the
vasculature and apoplastic areas are described as the typical
routes for systemic signaling, it is not completely understood
how ABA movement from tissue to tissue is regulated. Recent
studies have suggested that signaling peptides could be
involved in the ABA dependent long distance signaling (see
below).

Strigolactones (SL) form the most recently discovered
class of phytohormones. ABA and strigolactones share a
carotenoid precursor, from which strigolactone synthe-
sis proceeds through a partially known series of enzymes
to produce bioactive strigolactones (reviewed by Waters
et al. 2017). Strigolactones have been shown to modu-
late several aspects of root and shoot development and
interactions with rhizosphere organisms (Al-Babili and
Bouwmeester 2015; Lanfranco et al. 2018). They also are
thought to be involved in nutritional and abiotic stresses
(Mostofa et al. 2018). Several dicot plants with defective
strigolactone synthesis or signaling are hypersensitive to
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drought, salt and osmotic stress while exogenous application
of SL reinforce drought tolerance in many species (Cardinale
et al. 2018). In Arabidopsis, Lotus japonicus and tomato, SL
positively control stomatal movements. Indeed, mutants in SL
biosynthesis exhibited reduced stomatal closure (Ha et al.
2014; Liu et al. 2015; Visentin et al. 2016) whereas enhanced
closure and drought toler- ance was observed in plants treated
with exogenous SL or over producing SL (Lv et al. 2018;
Visentin et al. 2016; Zhang et al. 2018). Using grafting
experiments in tomato, Visentin et al. (2016) confirmed that
drought results in reduced SL accumulation in roots and over
accumulation in shoots. Their experiments demonstrated
that under- accumulation of SL in roots is responsible for its
over accumulation in shoots. Thus, SL was identified as a long
distance signal for drought dependent stomatal closure. SL
acts on stomatal closure both in an ABA dependent and an
ABA independent manner. The ABA-depend- ent pathway
relies, at least in part, on ABA synthesis, transport and/or
sensitivity. Accordingly, SL depletion decreases sensitivity to
exogenous ABA in several species (Lv et al. 2018; Visentin et
al. 2016). On the other hand, treatment with the synthetic SL
analogue GR24 increases sensitivity to ABA in tomatoes
(Visentin et al. 2016). Recently, Visentin et al. (2020)
identified SL as a molecu- lar component linking drought to
miR156 accumulation and integrated miR156 in a model that
links SL and ABA in tomato.

Also, it should be noted that the above-described
model may be dependent on drought stress intensity and
may be restricted to dicot plants. In rice, for instance,
most SL biosynthetic mutants produce more ABA than
the wild-type and thus are more resistant to drought
(Haider et al. 2018). Finally, the local and systemic effects of
drought-dependent under accumulation of SL in roots
remain poorly documented.

Besides ABA and SL, several other hormones that have
been identified in xylem and phloem sap (reviewed by Koenig
and Hoffmann-Benning 2020) have been proposed to
participate in plant adaptive responses to water deficit. For
example, Brassinosteroids and Auxin are involved in the
regulation of root and shoot growth under drought (reviewed
by Gupta et al. 2020). Cyto- kinins were reported to mitigate
water deficit growth limitation and stabilize yield (Hai et al.
2020). Finally, methyl jasmonate, that is well known for
mediating long distance signaling in response to wounding or
biotic stresses induces stomatal closure similar to ABA
(Huang et al. 2017b). Jasmonoyl- isoleucine (JA-Ile) was also
asso- ciated with osmotic signals, since it accumulates in cells
under hypo-osmotic condition and conversely is reduced
under hyperosmotic stress (Mielke et al. 2021, Sci- ence
advances). The involvement of multiple hormonal
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pathways in different plant tissues emphasizes the com-
plexity of plant hormonal responses to drought (reviewed
by Hai et al. (2020); Sirko et al. (2021) and Kuromori et al.
(2022)) and their role in long distance signaling of water
deficit most often remains to be established.

Nucleic acids

Nucleic acids, more specifically RNA species, are among the
most well studied long distance signaling molecules. In
their extensive recent review Gelaw and Sanan-Mishra (2021)
collected a large panel of non coding RNA that are
differentially expressed in response to drought suggest-
ing acentral role in signaling (Fig. 3B). Representatives of all
types of RNA, such as mRNA, micro RNA (miRNA),
small interfering RNA (siRNA), and other non-coding
RNA (ncRNA) have been identified in the sap of many
plant species including Arabidopsis, rice, barley, maize,
pumpkin and many others (Kehr and Kragler 2018; Liu
and Chen 2018; Guo et al. 2013; Westwood 2015). As sys-
temic signals, mobile RNAs are regulatory elements by
which plants respond to dynamic changes in the environ-
ment. Breakthroughs studies on the regulatory mecha-
nisms of long-distance RNA transport have been made in
recent years. For detailed reviews of RNA trafficking see
the publications of Ham and Lucas (2017); Kehr and Kra- gler
(2018); Liu and Chen (2018) or Zhang et al. (2021a, b).
While the existence of mRNAs and ncRNAs in the
vascular system hints at their mobility and possible role,
identification alone does not conclusively prove move-
ment or physiological function. By using homo (intra
species) and hetero (inter species) grafting, many stud-
ies in model plants, crops and woody plants have pro-
vided evidence for mobile mRNAs (Notaguchi et al. 2015,
Thieme et al. 2015, Liu et al. (2020) and InRNA (Zhang
et al. 2009; Zhang et al. 2021a, b). Similar results were
also reported formiRNAs (Pagliarani et al. 2017; Tolstyko et
al. 2019). Data suggest that environmental conditions,
including water deficit, may affect transcript mobility,
independent of changes in gene expression (Thieme et al.
2015; Zhang et al. 2016; Tolstyko et al. 2019). In line with
these results, Zhang et al. (2016) demonstrated that the
transmissibility of mobile mRNAs is related to tRNA-
like structural elements (TLs). TLs can modulate mRNA
transport and are necessary for mediation of mRNA
movement across the grafting junction. Recent studies
by Yang et al. (2019) have shown that RN As can contain
5-methylcytosine (M5C) and that this methylation can
regulate long distance mRNA transport. Other studies
have identified additional selective mechanisms includ-
ing specific sequence motifs. For instance, untranslated
regions or cis acting elements at 5’ end appear to influ-
ence transcript stability for transport, impact delivery to
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distal tissues and translation level (Banerjee et al. 2009; Li
et al. 2009). Using a long stem hetero grafting system, Xia
et al. (2018) showed that the abundance and the structure
of mRNAs were degraded during the trafficking, suggesting
putative modulation to stress response. Furthermore,
using an elegant triple hetero grafting approach with a
potato and a Nicotiana benthamiana scions grafted onto
a tomato root stock, it was shown that mRNA transferred
from the scion to the stock can be transported back to the
scion after being transported again to shoots in a “shoot-
root-shoot” cycling process (Xia et al. 2018; Wang et al.
2021). Taken together, the wide range of molecules,
transport regulation and processing steps point to an
extremely complex regulation network of long distance
signaling.

Proteins and peptides

Several proteomic studies have identified up to thousands
of proteins and peptides both in the xylem and phloem sap
(Rodriguez-Medina et al. 2011; Carella et al. 2016). Recent
analyses have elucidated the
involving the long distance regulatory protein Flowering
Locus T (FT). This 20 kDa protein is phloem mobile from
leaves to shoot apical meristem where it acts as a florigen
signal inducing flowering transition (Putterill and Varkonyi-
Gasic 2016). Besides this well documented example very little
is known about protein signaling functions. Nevertheless,
mobile peptides form an important class of molecules
possibly involved in long distance signaling in response to
abiotic stress. Over 7000 small open reading frames (ORF)
can be expressed in response to a wide range of
environments in Arabidopsis suggesting a multitudes of
functions (Hanada et al. 2007; Hanada et al. 2013; Ren et al.
2021) (Fig. 3B). A recent study has shown that the
CLAVATA3/EMBRYO-SURROUNDING

REGION- related25 (CLE25) peptide is a mobile, long-
distance signaling molecule originating from roots and sensed
in leaves where its perception induces ABA biosynthesis and
stomatal closure (Takahashi et al. 2018). CLE25 was found to
be produced in root vasculature and moves from root to
shoots through the vascular system. In leaves, it is recognized
by the BARELY ANY MERISTEMI1 (BAMI1) and BAM3

receptors that induce NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID
DIOXY- GENASE3

(NCED3) expression to enhance ABA accumulation in
leaves. This, in turn, regulates stomatal aperture in
response to dehydration stress thereby reducing water
losses (Takahashi et al. 2018). Although the mechanisms
involved in regulating CLE25 production, loading and
unloading, and CLE25-BAM ABA production remain to
be elucidated, these results identify the CLE25-BAM
long-distance signaling system as a key component

molecular mechanisms
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of drought stress response. Interestingly, other CLE
peptides (CLE 9/10) were found to be involved more
locally in stomatal development and regulation (Qian et
al. 2018). CLE9 has also a role in stomatal closure in
response to drought in a ABA dependent manner (Zhang
et al. 2018). While this peptide-dependent mechanism is
definitely slower than hydraulic signaling, it may be an
important component during mid-term and long-term
dehydration stress responses. It may also be involved in
the response to gradual soil drying as generally observed
under natural conditions. One can also expect that the
CLE-BAM long distance signaling mechanism plays a
crucial role under heterogeneous water supply to the
roots, when part of the root system experiences water
deficit while other parts are well-watered. Interestingly, a
similar mechanism has also been reported in response to
nitrogen deficiency. Local root nitrate deficiency induces
production of C-TERMINALLY ENCODED peptides
(CEP) that are translocated to shoots where they are
recognized by the CEP Receptor (CEPR). This in turn
induces the local accumulation and transport to roots of
the CEP DOWNSTREAMI1 and 2 (CEPD1 and 2) poly-
peptides (Ohkubo et al. 2017). Thus, the CEP-CEPR—
CEPD system mediates long-distance signaling from
roots to shoots to roots in order to transmit the nitrogen
deficit signal throughout the whole plant. Interestingly, a
similar roots-to-shoots-to-roots signaling has also been
documented during the control of nodule formation in
the legume plant Lotus Japonicus. This systemic regula-
tion that involves cytokinins connects nutritional sta-
tus, development and hormonal signalization (reviewed
by Okamoto et al. 2016; Ferguson et al. 2019). Similar
mechanisms have not yet been reported in response to
drought but several works identified CEPs which expres- sion
is induced by water deficit (Smith et al. 2020) sug-
gesting they could also exist to adjust and coordinate
development and water homeostasis.

Physiological and developmental response to soil water
heterogeneity

Heterogeneity of water availability around plant roots is
a widespread phenomenon, occurring both in natural and
agricultural environments (Fig. 3C). At macro-scale,
when rainfall or irrigation are limited, the upper soil lay-
ers typically dry faster as they are exposed to evaporation and
water uptake by plant roots where their density is the
highest. This results in an uneven vertical distribution of
soil moisture with depth (Beff et al. 2013; Mohanty 2013;
Zhang and Davies 1989). Water availability can also be
horizontally heterogeneous, because of plant competition and
local soil water retention (Ivanov et al. 2010). Due to the
high heterogeneity in structure and composition of soil,
water can also be heterogeneously distributed at

Page 12 of 21

the local or micro scale. One of the most striking exam-
ples is the presence of macropores that locally induce an
extreme water deficit (see extensive reviews by Beven
and Germann 1982 and Jarvis 2007). Recent studies have
identified the molecular mechanisms that allow roots to
locally sense moisture gradients and direct their growth
or formation of new lateral roots towards increased water
availability. These local adaptations to water availability are
referred to as hydrotropic response (Dietrich et al. 2017)
and hydropatterning (Bao et al. 2014; Orosa- Puenteetal.
2018), respectively. Similarly, Orman-Ligeza et al. (2018)
described a process called xerobranching which
accounts for the repression of lateral root formation
when a root grows through a large air-filled soil
macropore. In all cases, root tip growth and root branch-
ing are positioned towards regions of higher water
availability. While many mechanistic details are being
uncovered from laboratory experiments, it will be fasci-
nating and critical to understand how these growth and
development adjustments mutually interact and operate
during growth of roots in real, drying soils and how they
allow optimizing soil foraging and water uptake at the
whole plant level.

As an illustration, irrigation strategies have been introduced
in agriculture to deliberately create a heterogeneous
distribution of soil water, both spatially and temporally. One
of these techniques called partial root zone drying (PRD), aims
at locally irrigating a limited part of the root system while the
other part of the root system faces water deficit (Dbara et al.
2016; Fu et al. 2017; Puértolas et al. 2015; Stoll et al. 2000).
In agricultural production, PRD usually requires a regular
permutation of watered and unwatered sides, to ensure the
survival of the entire root system, thus forming a cycle of
root drying and wetting. This technique was found to
improve water use efficiency (WUE) compared to irrigation
at field capacity in many greenhouse and field trials (Igbal et
al. 2020). For several crops, such as cotton (Du et al. 2008;
Tang et al. 2005), tomato (Kirda et al. 2004; Zegbe et al. 2006),
hot pepper (Kang et al. 2001; Shao et al. 2008), grape (De la
Hera et al. 2007), and pear (Kang et al. 2002), PRD improved
WUE without signifi- cant effect on yield compared to fully
irrigated plants. However, studies in other crops showed
more contrasted results. In maize for instance, some studies
showed improved WUE with no reduction or even increase of
grain yield (Fu et al. 2017; Kang et al. 2000; Sepaskhah and
Khajehabdollahi 2005; Sepaskhah and Parand 2006) whereas
another showed a lowered grain yield (Hakeem et al. 2016).
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It is proposed that, during PRD, the drying roots sense
the locally low water potential resulting in a reduction in
cell turgor and thereby inducing a systemic partial stomatal
closure and reduced leaf expansion. Concomitantly,
roots in wet parts of the soil absorb large amounts of soil
water to maintain elevated water content in shoots,
consequently increasing water use efficiency (Kang and
Zhang 2004; Christmann et al. 2013). Alteration of leaf
growth and development and changes in metabolism can
hinder the use of carbon, energy, and allocation of the
plant’s photoassimilates, which are then preferentially
reallocated to roots enhancing root expansion in theirri-
gated part (Taiz and Zeiger 2006). Yet, the nature of the
local and systemic signals involved in responses of the
whole root system remains unknown. At the functional
and molecular level, temporal PRD study in a riparian
Melaleuca species showed the root hydraulic conduct-
ance and aquaporin abundance to be rapidly increased in
the wet side (within 24 hours) after local dehydration of
the root system (McLean et al. 2011), suggesting a sys-
temic compensation and regulation of water uptake dur-
ing PRD.

Several investigations have been carried out using a
split-root system to mimic PRD and explore the local
and systemic signaling governing PRD. ABA is the most
studied non-hydraulic signal that may regulate and coor-
dinate the underlying developmental and functional
responses. Early studies have shown that tomatoes under
root-zone water deficit had a lower stomatal conductance and
greater root hydraulic conductivity due to overpro-
duction of ABA (Thompson et al. 2007). However, Liu
et al. (2008) noted that PRD plants had a lower stoma-
tal conductance and similar photosynthesis compared to
fully irrigated plants. Yet, the xylem sap ABA concen-
tration of PRD plants was not higher than fully irrigated
plants in the first day of PRD, making ABA questionable
as the root to shoot signal in the early stage of PRD.

The different effects of water heterogeneity within the
root zone have also been explored in pot experiments
(Puértolas et al. 2013; Puértolas et al. 2015). In a set of
experiments using beans (Puértolas et al. 2013) or pota-
toes (Puértolas et al. 2015) grown in soil columns that
received different irrigation treatments to induce dis-
tinct vertical soil moisture gradients, it was observed that
root ABA concentration and root water potential were
homogeneous within the different root parts. On the
contrary, horizontal heterogeneous soil moisture induced
much higher ABA accumulation in the roots (Puértolas
et al. 2015). These results and others on barley (Martin-
Vertedor and Dodd 2011) challenge a direct correlation
between local water deficit and ABA signaling. Many
molecules including sugar, proline and other metabolites
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(Abdallah et al. 2019; Igbal et al. 2019; Raza et al. 2017) or
proteins (Sadak et al. 2019; Sadak et al. 2020) were found
to be produced and over accumulate under PRD irriga-
tion conditions (Fig. 3C). However, there is no direct evi-
dence yet to prove a possible role in systemic signaling.
Furthermore, the role during PRD of other putative sig-
nals such as small RNA, microRNA, ncRNA and peptides has
not been explored yet (Fig. 3C).

Conclusion and prospects
In recent years, much progress has been made in deci- phering the
mechanisms for sensing and signaling water deficit. The identification of
several sensing molecules exemplify the central role of osmosensing in
plant. But, how these molecules interconnect remains mostly unexplored.
They might act in parallel pathway reflecting the diversity of osmotic
signal that cells have to face. Alternatively, they could share some
redundancy in the perception machinery or in triggering the downstream
signaling. Unfortunately, our current knowledge remains too fragmented
to assess the proper kinetic of events. Interestingly, most of the molecular
actors described so far are localized to the plasma membrane, as it is
suspected to be the ideal place for water sensing. Nevertheless, we realize
that changes in cell volume or turgor could be perceived in subcellular
compartments or struc- tures deprived of membranes. For instance, liquid-
liquid phase separation (LLPS) is a process where two liquids can be
separated into non-miscible phases depending on concentration and which
can be modulated by physico chemical alterations of the system (Cuevas-
Velazquez and Dinneny 2018; Korkmazhan et al. 2021). LLPS can happen
at many cell locations including contacts with a membrane but also in
the cytoplasm or nucleoplasm, where it was originally discovered
(Nucleolus, Cajal bodies, nuclear speckles). In animal cells, processing
bodies (PBs) containing mRNA-decapping enzyme 1A (DCP1A) are
examples of subcellular compartments that are deprived of membranes and
rapidly phase separate under hyperosmotic stress while dissolving back
upon isotonic rescue (Jalihal et al. 2020). These PBs sequestrate pre-
mRNA cleavage factors from actively transcribing genome loci (Jalihal et
al. 2020). This example provides a mechanical framework for gene
regulation under hyper- osmotic stimulation. Similarly, the apoptosis
signal-reg- ulating kinase 3 (ASK3) is inhibited by phase separation
under hyperosmotic stress (Watanabe et al. 2021). In plants, phase
separation can be associated to many pro- cesses like regulation of
flowering time, temperature sensing, and auxin or SA signaling, (Fang et
al. 2019; Powers et al. 2019; Zavaliev et al. 2020; Jung et al. 2020).
Regarding water sensing, FLOE], a prion like structured
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protein, undergoes phase separation in vitro and dur- ing
seed imbibition (Dorone et al. 2021). The biophysical
state of FLOE1 modulates its biological activity in sup-
pressing seed germination under unfavorable environ-
ments. Moreover, it was found that natural variation in
the coding sequence of FLOEI is associated with adap-
tive germination strategies in natural populations (Dor-
one et al. 2021). These findings on significance of LLPS in
biology open new avenues to re-investigate the molecular
mechanisms of plant osmoticsensing.

Like for osmotic perception, a large and ever increasing
number of molecules have been proposed to act in local
and long distance signaling of water availability. Strik-
ingly enough, most of these signaling molecules and their
corresponding receptors are likely to possess more func-
tions than those that were originally assigned, revealing a
complex array of interactions and interplays. Moreover,
these molecular mechanisms have been identified in a
limited number of model plants cultivated under highly
controlled and often artificial growth conditions. In con-
trast, responses at the whole plant level have been mostly
investigated in crops or understudied species. This is
particularly striking for PRD where researches were con-
ducted in crops/trees grown in a wide range of stresses
(localization intensity, duration). Thus, it is difficult to
integrate all available information to build a systemic sig- nal
network for plant response to heterogeneous water
distribution. Furthermore, many of the signal molecules
and mechanisms identified under homogeneous water
deficit condition have not been or very partially investi-
gated under heterogeneous waterdistribution.

Accordingly, little is known about the nature, thetem-
porality and the function of sensing and local and sys-
temic responses to heterogeneous water availability. We
believe that studying rapid and long term responses to
local water deficit in model species and under controlled
conditions should lead to breakthroughs in the identifica- tion
of the molecules and of their interactions that trigger plant
acclimation responses. Identifying the main actors that
trigger, prime or coordinate plant responses to water
availability will provide a first step toward improving the
efficiency and coordination of these responses. In the
long term, these studies will allow identifying novel
breeding targets to enhance crop tolerance to drought
and develop new varieties that are well adapted to water
saving irrigation strategies.
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5) ROPGEF

Ainsi une partie de la signalisation osmotique dans la racine d’Arabidopsis passe par ROP6. En
particulier, cette protéine est limitante pour I'accumulation des ROS induite par le signal
osmotique. Or et comme expliqué précédemment, ROP6 est aussi impliquée dans la
signalisation auxine dans les mémes types cellulaires. On peut donc se demander comment ce
régulateur unique ROP6 peut induire des réponses spécifiques. Il serait possible que certains
des régulateurs de ROP6 soient activé spécifiguement par le signal osmotique. Comme les

GEFs sont des activateurs directs de ROPS6, ils sont des candidats potentiels.

5.1) Structure

Les RopGEF sont les GEF (guanine nucleotide exchange factor) des ROP. Pour plus de clarté,
elles seront appelées simplement GEF dans la suite du manuscrit. Deux grandes classes de GEF
existent chez les plantes, celle qui contiennent un domain dock homology region 2 (DHR2) et
les GEF qui ont un domaine PRONE. Cette derniere classe est spécifique des plantes. Elles
peuvent activer les ROP mais pas les Rho animales (Berken et al., 2005). A I'inverse, la GEF
Tiam1 qui active les Rac animales, active aussi les ROP dont ROP4 (Berken et al., 2005). Cela
est surement d{ a la forte conservation de séquence entre les ROP et les Rho (Berken et al.,

2005).

Les GEF catalysent le switch moléculaire de la forme inactive liée au GDP a la forme active liée
au GTP des petites GTPases. Le GTP étant tres fortement lié (affinité de valeurs Kd entre 10-11
et 10-7 M) (Bourne et al., 1991), les GEF permettent sa dissociation du GDP afin de lier le
GTP. Les mécanismes exacts de cette dissociation restent encore peu sureconnus. Néanmoins,
le domaine PRONE est suffisant pour cette activité. Le modele de fonctionnement des GEF
supposent que le domaine PRONE est auto-inhibé par la partie C-terminale des GEF. La levée
de cette inhibition serait médiée par une phosphorylation du C-terminal, entrainant la
libération du domaine PRONE. Il a été rapporté que dans le tube pollinique, des RLK
membranaires phosphorylent le C-terminal et Ievent cette auto-inhibition (Berken et al., 2005;
Gu et al., 2006; Zhang and McCormick, 2007; Chang et al., 2013). En effet la structure du
domaine PRONE8 en complexe avec ROP4 a été résolue et a permis de localiser une

phoshorylation qui
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régulerait cette interaction (Thomas et al., 2007; Berken and Wittinghofer, 2008; Thomas and
Berken, 2010).

SPIKE1(SPK1) représente le seul membre GEF contenant un domaine DRH2 (Qiu et al., 2002).
Les mutants spkl ont un phénotype pléotropique allant d’une altération des cellules de
I’épidermes foliaire, des trichomes, mais aussi de la forme des cotylédons (Qiu et al., 2002).
SPIKE1 a été décrit également comme impliqué dans la dynamique et la distribution polaire de
PIN2, via I'activation de ROP6 qui interagit avec RIC1 (Lin et al., 2012). Au niveau racinaire, spk1
est altéré dans sa densité des racines latérales et est agravitropique (Lin et al., 2012). SPIKE1 a
été aussi décrite comme responsable de la croissance anisotropique du pétale (Ren et al.,

2016).

5.2) ROPGEF et signalisation

Tout comme les ROP, les GEF sont impliquées dans des mécanismes de développement en lien
avec la croissance polaire. Par exemple, le quadruple mutant gef 1-9-12-14 montre un défaut
de croissance du tube pollinique (Chang et al., 2013). De méme, lorsque GEF1, GEF8 ou GEF12
sont surexprimées cela induit une perte de polarité du tube (Yu et al., 2018b). Ainsi, la
quantité de GEF semble un facteur important pour la croissance polaire des cellules. Les GEF
jouent aussi un réle dans la formation des domaines polaires de ROP. Dans les trichoblastes,
comme explicité précédemment, ROPGEF3 participe a la disposition du RHID, au recrutement
polarisé de ROP2 (Denninger et al., 2019). Par la suite ROPGEF4 sera recrutée afin de
promouvoir le renflement du RHID quant a ROPGEF10 il permet I’élongation du poil (Huang

et al., 2013) (Figure 10).
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Figure 10 : Spécificité du role des GEF dans le poil racinaire

GEF3 permet la polarisation de ROP2 et la mise en place de l'initiation du RHID ; GEF4 permet l'initiation
du renflement. GEF10 se répartit sur les flans du poil racinaire permettant sa croissance (adapté de
Denniger et al., 2019).

Il a été montré également I'implication du cycle d’activation et d’inactivation dans la formation
des domaines des ROP. Par exemple des preuves génétiques montrent que GEF4 et GEF7 et
GAP3 et GAP4 permettent la régulation de la formation des nanodomaines entrainant la
coordination des microtubules afin de créer les puits de chargement du métaxyléme

(Nagashima et al., 2018).

Les ROPGEF sont impliquées également dans certaines voies hormonales. Par exemple GEF7
sous signal auxinique a été décrite comme contrdlant les facteurs de transcription PLT. Les PLT
maintiennent les cellules souches dans le méristeme racinaire (Chang et al., 2013). GEF1 et
GEF4 seraient également des régulateurs de ROP11 lors de la fermeture stomatique induit par

I’ABA (acide abscissique). De méme, I’ABA entraine la dégradation de GEF1, ce qui joue un
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role sur l'inhibition de la croissance des racines latérales (Li and Liu, 2012). Selon ces auteurs,
I'interaction entre PPC2 (Protein Phosphatase 2C) -ROPGEF1-ROP11 serait une voie
antagoniste des récepteurs a ABA, PYL/RCAR (Pyrabactin Resistance 1/PYR1-like/Regulatory
Component of ABA Receptor) (Li et al., 2016). Dans le contexte de la signalisation ABA, GEF1
a également été montré comme interagissant avec des CPK (Calcium-Dependent Protein Kinase)
notamment CPK4. Sous signal ABA, la phosphatase PPC2 est inactivée et ne protége plus
GEF1 de la dégradation de GEF1 sous signal ABA par CPK4. Ainsi, gef1/4/10 triple mutant,
and rop10, rop11, and rop10/11 ont un phénotype d’hyper sensibilité a I’ABA (Li et al., 2016).

6) Objectifs

La membrane représente une interface entre la cellule et son environnement, et de ce fait
participe a la transduction des signaux biologiques. Les ROP ont été décrites comme des
acteurs moléculaires essentiels dans la transduction de nombreux signaux. En réponse a ces
stimulations, elles forment des plateformes membranaires, appelées nanodomaines. Ces
structures assurent le regroupement d’acteurs lipidiques et protéiques qui permettent
d’encoder les signaux biologiques. Mais la nature exacte de ces acteurs et leurs réles sur la

signalisation cellulaire restent mal compris.

Dans ce travail de thése, je me suis particulierement intéressée a l'isoforme ROPS6.
Effectivement, au sein de la méme cellule, cette protéine semble au cceur de voies

signalétiques indépendantes.

Lors d’une stimulation osmotique, ROP6 colocalise dans des nanodomaines avec les enzymes
NADPH oxydase (RBOHD et RBOHF) qui induisant I'accumulation de ROS dans les cellules
(Smokvarska et al., 2020). Ces nanodomaines s’averent nécessaires et suffisant a la
production de ROS induit par le signal osmotique. En réponse a la phytohormone auxine,
ROP6 forme également des nanodomaines, mais sans RBOHD. Ce résultat est cohérent avec
I'absence d’accumulation de ROS en réponse a l‘auxine. Ainsi, la composition des
nanodomaines serait donc un élément clé dans la signalisation et participerait a

I’établissement d’'une réponse spécifique.
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Ainsi, comprendre comment le signal osmotique aboutit a une réponse spécifique tout en
passant par I'activation d’un régulateur (ROP6) commun a plusieurs voies, constitue |'axe

central de ce travail de these.

Dans ce travail de thése, j’ai donc cherché a mieux caractériser le réle des nanodomaines de
ROP6 dans la signalisation osmotique. Le premier axe de mon travail a consisté a explorer le
role des protéines GEF dans la signalisation osmotique. En particulier, par une approche
candidat, j’ai identifié un activateur spécifique de ROP6 sous signalisation osmotique : GEF14.
Sa caractérisation moléculaire et son impact sur la dynamique de ROP6 seront décrits dans le
chapitre 1 et rédigés sous forme d’un article scientifique dont je suis premiere auteure. Mon
travail a aussi permis de révéler que GEF14 est spécifiguement exprimé dans les cellules
trichoblastiques, contrairement a ROP6. Ce résultat laisserait a penser que la signalisation
osmotique se passe préférentiellement dans ce type cellulaire. Ces aspects seront discutés
dans la partie suivante. Pour finir, je présenterai des résultats illustrant que les GEF sont bien
des acteurs déterminants pour activer de maniere signal spécifique ROP6. Le chapitre 2, quant
a lui, sera acces sur la compréhension de |'activation de GEF14. Pour cela deux voies ont été
suivies : (i) I'’étude de la phosphorylation de GEF14 et (ii) la caractérisation de I'interactome de
GEF14. Enfin en perspective, je proposerai un nouveau modele de la signalisation osmotique
a la membrane plasmique et discuterai des stratégies a suivre pour identifier les activateur(s)
de GEF14. En effet, cet acteur pourrait bien étre I'un des senseurs nécessaires pour percevoir

le signal osmotique chez les plantes.
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2) Chapitre | : GEF14 un acteur clé de la signalisation osmotique

Dans ce chapitre, je présente mon travail concernant I'identification et la caractérisation de la
protéine GEF14 comme un acteur agissant spécifiquement dans la voie de signalisation
osmotique. Ce travail est rédigé sous forme d’un article scientifique. Cet article rassemble les
données majeures de mon travail de these et j'en suis la premiére auteure. Il a pour objectif
d’étre soumis treés prochainement. Les données présentées dans cet article soulévent un
certain nombre de questions que j’ai commencé a explorer durant ma thése. J'ai choisi de
présenter une partie de ces données expérimentales qui tentent de répondre a ces nouveaux

questionnements.

Partie 1 : GEF14 is a specific activator of the plant osmotic signaling pathway by
controlling ROP6 nanodomain formation.

GEF14 is a specific activator of the plant osmotic signaling pathway by controlling ROP6
nanodomain formation.

Gorgues Lucille?, Smokvarska Marija'2, Mercier Caroline!, Dongois Armelle?, Fiche Jean-
Bernard?, Nollmann Marcelo3, Martiniere Alexandre?!
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ABSTRACT

During growth and development, plants continually encounter and respond to a variety of
environmental signals. This process involves complex signaling networks. Nevertheless, the
mechanisms underlying the integration and specificity of signals in this context remain poorly
understood.

Rho of Plant (ROP) signaling plays a central role in various processes, including polar cell
growth and responses to different stimuli. ROP6 signaling, in particular, relies on dynamic
membrane partitioning, forming stimuli-dependent membrane nanodomains. The effector
composition of ROP6 nanodomains varies depending on the signal and may be involved in
downstream signal specificity. In this work, we explore how ROP6 signaling is controlled by
upstream regulators. By a reverse genetic screen, we found that Guanine nucleotide exchange
factor 14 (GEF14) is required for osmotically induced ROS accumulation. This GEFs isoform acts
specifically in response to osmotic stimulation, since it is not needed for other stimulus like
flg22 or ABA. Using FRET sensors and super-resolution light imaging methods, we demonstrate
that GEF14 can activate ROP6 and control its dynamics and clustering at the plasma membrane
(PM) in a signal-specific manner. Furthermore, we find that GEF14 can be relocated from the
cell cytoplasm to a discrete structure at the PM minutes after cell osmotic stimulation. Taken
together, our results suggest that a single isoform can determine signal specific activation of
ROP6 and controls its membrane organization.
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INTRODUCTION

Cell signaling networks produce output decisions to generate developmental and physiological
responses. They are generally composed of combinatorial connections of individual signaling
pathways. In these structures, nodes or hubs play a critical role for network topology and
determine their emergent properties such as ultrasensitivity, bistability, oscillatory behavior or
robustness (Azeloglu and lyengar, 2015). From a molecular point of view, biochemical
information is transferred via coupled reactions, which are temporally and spatially controlled.
How spatiotemporal parameters, especially within biological membranes, determine signaling
network properties is an emerging question in biology.

Biological membranes are composed of a myriad of lipids and proteins. These compounds are
not homogeneously distributed in membranes and are arranged in domains of varying size and
composition. Paradoxically, membranes are also fluid structures, allowing the lateral mobility
of their constituents through thermal agitation. This property of the membrane is essential for
the dynamic distribution of its constituents and thus regulates signaling processes (Jaillais and
Ott, 2020; Martiniere and Zelazny, 2021).

In plants, the role of membrane dynamic partitioning is particularly important for Rho of Plant
(ROP) signaling processes (Feiguelman et al., 2018; Smokvarska et al., 2021; Pan et al., 2023).
Indeed, ROPs can form micrometer-sized domains that are necessary for polar cell growth.
This is notably the case for the development of root hairs, pollen tubes or lobes in epidermal
pavement cells (PVC) (Feiguelman et al., 2018). This propriety to form polar domain been in
conserved in the moss Marchentia polymorpha (Rong et al., 2022). Interestingly, ROPs can also
reorganize from a homogeneous distribution in the PM into nano- sized domains in response
to external stimuli (Platre et al., 2019; Smokvarska et al., 2020). For example, ROP6 forms
nanodomains in response to auxin, which are needed for cellular and tissue responses to this
phytohormone (Platre et al., 2019; Pan et al., 2020). ROP6 nanodomain formation is also a key
factor in triggering osmotic signalling pathways in plant cells (Smokvarska et al., 2020).
Consequently, ROP6 nanodomain formation is involved in signal transmission from two
different stimuli in the same cell types. While an osmotic signal induces ROP6 nanodomains
containing PM RBOHD/F to catalyze ROS production, one of the earliest signaling responses to
osmotic stimulation, we do not observe ROP6/RBOHD/F nanodomaines nor ROS accumulation
in response to the phytohormone auxin (Smokvarska et al., 2020). Thus, the effectors present
in ROP6 nanodomains differ depending on the nature of the upstream stimulus. How such
specificity is achieved remains at this stage an open question.
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ROPs belong to the superclade of Ras/Rho GTPase and works as molecular switches due to
their conformational change between active GTP-bound form and inactive GDP-bound form
(Wittinghofer and Berken, 2008). The catalytic switch between its active and inactive form is
mediated through GEFs that facilitate GDP release and GAP that enhance GTP hydrolysis
(Wittinghofer and Berken, 2008). Because they are direct activators of ROP, GEFs were
proposed to participate in the establishment of Rho GTPase signaling specificity (Marei and
Malliri, 2017). Plants have two major types of GEFs: a plant specific family containing the
catalytic domain PRONE and GEF containing the dock homology region 2 (DHR2) (Qiu et al.,
2002; Berken et al., 2005; Gu et al., 2006; Basu et al., 2008). SPIK1 (SPK1) is the unique DHR2-
type of GEF in Arabidopsis genome and was demonstrated to act on cytoskeleton regulation
and needed for auxin-mediated ROP6 activation (Basu et al.,, 2008; Lin et al., 2012).
Interestingly, ROP6 was also demonstrated to interact with several PRONE-containing GEFs.
GEF14 was shown to immunoprecipitate with ROP6 and is needed to activate ROP6 in PVC. In
addition, GEF4 and GEF10 show a protein-protein interaction with ROP6 by Bimolecular
fluorescence complementation and yeast two hybrids (Huang et al., 2013). Those results
suggest that several GEFs can interact and potentially regulate activation ROP6. But, does some
of those isoform control signal specificity and how GEFs act on ROP6 membrane partitioning
remain unexplored.

Described as needed for auxin and osmotic signaling in root cells, we extend the role of ROP6
for cell responses to other signals. Then, by reverse genetic we show that a single isoform of
GEF is necessary to trigger plant osmotic signaling. Thus, ROP6 is acting as a signaling hub,
controlling several independent signaling pathways, we found that GEF14 acts specifically in
the osmotic signaling pathway. Furthermore, we demonstrate that GEF14 can activate ROP6
in planta and is controlling ROP6 dynamic and clustering specifically in response to the osmotic
signal.
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Figure 1 : ROP6 is necessary to trigger ROS accumulation in response to certain stimuli.

(A) Images of dihydroethidium (DHE) stained root cells of Col-0, rop6-2 or rop6-2xpROP6:cit-ROP6g
in presence or absence of flg22 or ABA. (B) DHE fluorescence quantification in control condition,
after 30 min of 1 uM flg22 or 60 min of 1uM ABA with the different genetic material. (C) Images of
dihydroethidium (DHE) stained root cells of Col-0, rop6-2 or rop6-2xpROP6:cit-ROP6g in control
condition or in presence of RALF1 peptide. (D) DHE fluorescence quantification in control condition
or after 15 min of 1 uM of RALF1 treatment with the different genetic material. Error bars
correspond to the 95% confidence interval. According to analysis of variance (ANOVA) followed by a
Tukey test, letters indicate significant differences among means (P < 0.01). n > 26 cells from three
to four independent biological replicas. Scale bar, 10 um. a.u., arbitrary units.
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RESULTS

ROP6 is necessary for short term cell signaling responses after treatment with different stimuli

Since, ROP6 mediate short term response to both auxin (Platre et al., 2019) and osmotic signals
((Smokvarska et al., 2020), FigS1A and B), we wonder if this pleiotropic role could be extended
to other signals. Thus, wild type, rop6-2 and rop6-2xpROP6:cit-ROP6g plants were exposed
either to the bacterial peptide flg22 or the phytohormone ABA that are both known to induce
ROS accumulation in Arabidopsis root cells (Yang et al., 2014; Poncini et al., 2017). DMSO was
used as ABA solvent. This treatment shows no effect on ROS accumulation compare to control
condition (FigS1 C). As expected, we found that both flg22 and ABA treatment are able to
induce ROS accumulation in wild type plants (Figl A, B). Interestingly, this ROS accumulation
was totally compromised in rop6-2 and restored in the rop6-2xpROP6:cit-ROP6g line (Figl A, B).
In addition, we tested the effect of the Rapid Alkanisation Factor 1 (RALF1) since it is also
known to induce ROS accumulation in root tips (Yu et al., 2018a). Conversely to flg22 and ABA
treatment, we found that ROS induced by RALF1 is not mediated through ROP6 (Figl C, D).
Those results suggest that in root epidermal cells, ROP6 could mediate ROS signaling in
response to some, but not all signals.

GEF14 acts specifically on osmotic signaling

Those results prompted us to determine how a single signal can mediate a specific response
through ROP6. The GEF gene family is known to directly interact with ROPs protein and
mediate their conformation changes from GDP (inactive) to GTP (active) bound form. Recently,
GEF14 was shown to interact with ROP6 in Arabidposis pavement cells (PCV) (Lin et al., 2021;
Tangetal., 2021). Whereas the two knock-out alleles gef14-2 and gef14-3 show no osmotically
induced ROS accumulation after 15 min of treatment, the line gef14-2xpGEF14:cit-GEF14g
behave similarly to control plants (Fig2 A, B). These results show that GEF14 is necessary to
trigger osmotic signaling in Arabidposis root cells. Yet, ROP6 was also described to interact
with other GEF isoforms, especially GEF4 and 10 (Huang et al., 2013). To determine if other
GEFs are involved in osmotic signaling, a series of knock-out lines were tested. Neither GEF2,
GEF3, GEF4, GEF10 nor GEF11 were needed to osmotically induced ROS accumulation (Fig S2
A). To rule out any potential redundancy effect, GEF multiple mutants were also tested. Again,
only when GEF14 was invalidated the osmotically induced ROS accumulation was lost (FigS2
B). Then, we wonder if GEF14 acts specifically on osmotic signaling. Therefore, wild type and
gef14-2 plants were incubated either with flg22 or ABA that both induce ROS accumulation in
a ROP6 dependent manner (Figl B). Interestingly, gef14-2 is still able to accumulate ROS after
those treatments (Fig2 C, D). Taken together these results suggest that among the tested GEF
isoforms, GEF14 is the unique GEF that is needed to sustain the osmotic signaling in root cells.
In addition, we showed that GEF14 acts specifically in this signaling pathway.
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Figure 2 : GEF14 is specifically involved in osmotically induced ROS accumulation.

(A) Images of dihydroethidium (DHE) stained root cells of Col-0, gefi4-2, gef14-3 or gefl4-
2xpGEF14:cit-GEF14g in control condition (0 MPa) or after application -0.75 MPa solution. (B) DHE
fluorescence quantification in control condition, after 15 min treatment with -0.75 MPa solution
with the different genetic material. (C) Images of dihydroethidium (DHE) stained root cells of Col-0
or gef14-2 in control condition after 30 min of 1 uM flg22 or 60 min of 1uM ABA and its respective
DHE fluorescence quantification (D). Error bars correspond to the 95% confidence interval.
According to analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey test, letters indicate significant
differences among means (P < 0.01). n > 26 cells from three to four independent biological replicas.
Scale bar, 10 um. a.u., arbitrary units.
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GEF14 and ROP6 expression pattern overlap in root cells and GEF14 formed discrete foci at the
PM after an osmotic stimulation

ROP6 and GEF14 are both needed to trigger osmotic signaling in root cells. If these two
proteins are functionally linked, they should be expressed in similar cells. As previously
described, the signal of rop6-2xpROP6:cit-ROP6g lines label the epidermal cell in the meristem
and also in the elongation zone (Fig3 A). gef14-2xpGEF14:cit-GEF14g is also expressed in the
meristematic and elongation zone, but restricted to trichoblast cells (Fig3 B). At a cellular level
ROP6 appears to be mostly at the PM whereas GEF14 is accumulated in the cytoplasm (Fig2 A,
B). Only a small portion of cit-GEF14 localized at the PM at the site of root hair initiation
domain (RHID) and also during root hair emergence (FigS3 A, arrows). A similar pattern was
observed with pROP6:cit-ROP6g line (FigS3 A). Because they likely colocalized in the RHID, we
wonder if the osmotically-induced ROS accumulation described earlier may take rise at this
location. Recently, GEF3 was shown to be essential to determine the RHID polarity in
trichoblast cells and is subsequently important to relocalize GEF4 and ROP2 to trigger root hair
emergence (Denninger et al., 2019). We wonder if a similar mechanism could drive GEF14 RHID
localization. Interestingly in gef3-1xpGEF14:cit-GEF14g, cit-GEF14g fluorescent signal is lost at
the RHID (FigS3 B). This shows that in gef3-1, GEF14 is not accumulated in RHID. Yet,
osmotically-induced ROS accumulation is still happening in gef3-1 (FigS2 A). This result
suggests that osmotic signaling mediated by GEF14 is not happening at the RHID. Previously,
we have shown that ROP6 is accumulated in nanodomains minutes after application of an
osmotic signal (Smokvarska et al., 2020). The formation of those nanodomains are needed to
trigger osmotic signaling. Then, we applied total internal reflection microscopy (TIRF) to lines
expressing either GFP-ROP6 or GFP-GEF14. In trichoblast cells, a part of GFP-ROP6 appears in
clusters after an osmotic signal (Fig3 C, D). Similarly, GFP-GEF14 signal in control condition is
uniformly distributed in cells, but after cell osmotic stimulation, GFP-GEF14 also appears in
discrete foci. Thus, cell stimulation induces a GFP-GEF14 relocalisation, maybe at the PM
together with ROP6.

GEF14 is an activator of ROP6 in planta

Since ROP6 and GEF14 share a similar expression pattern and both form clusters after cell
stimulation, we wonder if GEF14 could be an activator of ROP6. First of all, we take advantage
of the phenotype induced by pROP6:cit-ROP6gCA expression (Smokvarska et al., 2020).
Indeed, the point mutation G15V in ROP6 sequence, locks ROP6 in its GTP bound form
(constitutively active, CA). Consequently, the level of ROS present in pROP6:cit-ROP6gCA
expressing plants is higher than in wild type ((Smokvarska et al., 2020); Figd A). Interestingly,
the level of ROS was comparable between pROPG6:cit-ROP6gCA and gef14-2xpROP6:cit-
ROP6gCA, whereas their level of fluorescent remain similar (Figd A, FigS4 A). This suggests that
the loss of GEF14 function is not able to act on a constitutively active ROP6. Therefore, GEF14
may trigger ROP6 activation. To confirm this hypothesis, we develop a FRET-based sensor to
record in vivo ROP6 activation state. The design was based on the iROP sensor
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Figure 3 : GEF14 is expressed in trichoblasts cells and forme cluster at the PM after osmotic
stimulation.

(A) Fluorescent signal for rop6-2xpROP6:cit-ROP6g expressing plants in root tip, in a zoom in region
of the meristematic zone and in a lateral root primordia. (B) Fluorescent signal for gefl4-
2xpGEF14:cit-GEF14g expressing plants in root tip, in a zoom in region of the meristematic zone
(counter stained with propidium iodine, PI) and in a lateral root primordia. (C) TIRF images of GFP-
ROP6 or GFP-GEF14 expressing trichoblast cells in control condition or after treatment with a -0.75
MPa solution. (D-E) Quantification of cluster density in GFP-ROP6 or GFP-GEF14 expressing
trichoblast cells in control condition or after treatment with a -0.75 MPa solution. Error bars
correspond to the 95% confidence interval. According to analysis of variance (ANOVA) followed by a
Tukey test, letters indicate significant differences among means (P < 0.01). n > 18 cells from three
independent biological replicas. Scale bar, 10 um for A and B. Scale bar, 3um for C. a.u., arbitrary
units, T, trichoblast, A, atrichoblast.
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previously described in Smokvarska et al., 2020. Only the fluorescent tags were changed (Fig4
B). Firstly, we express transiently in tobacco leaf epidermal cells, iROP and iROP-CA that is
constitutively in a GTP-bound form (active). As expected, the FRET ratio is higher in iROP6-CA
compared to iROP (Figd C, D). This difference in FRET ratio between iROP and iROP-CA is
maintained when a membrane bound negative control is co-infiltrated (AtFH1-RFP) (Fig4 C, D).
Similar results were found when RFP-GEF14 is expressed in cells, suggesting that GEF14 is not
able to activate iROP in tobacco epidermal cells (Figd C, D). Because GEF proteins were
previously described to be inactive in resting state, we also cloned the PRONE of GEF14 in
fusion with RFP (Chang et al., 2013). When co-expressed with iROP6 and iROP-CA, the FRET
ratio is similar (Figd C, D). This result shows that PRONE domain of GEF14 is enough to induce
ROP6 activation in tobacco leaf cells. Then, we tested if the amount of GEF14 in plant cells
could be a limiting to trigger osmotic signaling. Then, plants overexpressing GFP-GEF14 and
GFP-PRONE were generated. Interestingly, neither GFP-GEF14 nor GFP-PRONE show an
enhancement of osmotically-induced ROS accumulation (Figd E). Those results suggest that
GEF14 over accumulation is not enough to trigger osmotic signals. Because the PRONE of
GEF14 induced iROP activation, we wonder why this construct is not generating higher ROS
accumulation in Arabidopsis. When observed under TIRF microscopy, GFP-PRONE signal
appeared homogeneously in cells in control, but also after an osmotic stimulation (Fig4 F, D).
This differ to what was observed with the full-length GEF14 protein (Fig 4 C, E). This may
explain why overexpression of PRONE is not generating constitutive high ROS accumulation in
Arabidopsis root cells.

GEF14 controls ROP6 dynamic and clustering in response to osmotic, but not auxin signal.

We previously showed that ROP6 is form nanodomains, together with RBOHD during cell
osmotic stimulation, leading to ROS accumulation (Smokvarska et al., 2020). GEF14 been an
activator of ROP6, we tested if GEF14 can acts on ROP6 cellular localization. gef14-2xGFP-ROP6
lines had a lower accumulation of GFP-ROP6 compare to control plants (Figs A). But, this
amount is still higher than the endogenous ROP6 level (Fig5 A). At a cellular level, GEF14 has
no effect on ROP6 PM localization (Fig5 B, C). Thus, we wonder if GEF14 may control ROP6
diffusion and clustering. To test this hypothesis and since the size of ROP6 nanodomain is
below the light diffraction limits, we used single molecule localization microscopy technique
(SMLM). Single particle tracking photoactivated localisation microscopy (sptPALM) allows to
record diffusion and clustering of several tens of thousands of individual molecules in living
cells (Fig 5 D; (Bayle et al., 2021)). As expected, ROP6 diffusion in trichoblast cells is bimodal
and osmotic treatment increases the proportion of immobile ROP6 with a logD below -2 (Fig5
E, F). In gef14-2xmEQS2-ROP6 trichoblast cells, the osmotic stimulation is not able to reduce
mMEQOS2-ROP6 diffusion (Fig5 E, F). No impact was found in unstimulated cells. This result shows
that GEF14 is needed to control ROP6 diffusion in response to osmotic stimulus. Because, our
results showed that GEF14 function is restricted to the osmotic signal (Figl), we wonder if
ROPG6 diffusion is also altered after cell stimulation with another signal. Auxin was shown to
reduce ROP6 diffusion and induce ROP6 nanodomain formation that later determine auxin
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Figure 4 : GEF14 is an activator of ROP6.

(A) DHE quantification of Col-0, pROP6:cit-ROP6gCA (ROP6g containing the constitutive active
mutation G15V) and gef14-2xpROP6:cit-ROP6gCA. (B) Schematic view of iROP sensor. ROP6 GTP-
bound form interacts with PAK1, allowing FRET between Venus and mCherry. In contrast, if ROP6 is
inactive in its GDP-bound form the distance between the two fluorescent proteins increases,

thereby diminishing FRET efficiency. (C) Ratio images (channeIFRET/channeImvenus) of iROP or iROP-CA
where ROP6 contain the constitutive active mutation G15V expressed tobacco cells, with or without

RFP-GEF14 or RFP-PRONE. (D) Quantification of ratio signal (channeIFRET/channeImvenus) obtained
from iROP or iROP-CA expressing cells in combination with the negative control AtFH1-RFP, RFP-
GEF14 or RFP-PRONE. (E) DHE quantification of Col-0, gefi4-2, GFP-GEF14 or GFP-PRONE
expressing arabidopsis root cells in control condition or after 15 min treatment with -0.75 MPa
solution. (F) TIRF images of GFP-PRONE in control or after a 15 min treatment with -0.75 MPa
solution and its respective cluster density quantification (G). Error bars correspond to the 95%
confidence interval. (A and G) According to analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey test,
letters indicate significant differences among means (P < 0.01). n > 16 cells from three independent
biological replicas. (D) * corresponds to a significant difference with t-test (p-value>0.05), n > 15
cells from three independent biological replicas. Scale bar, 10 um. a.u., arbitrary units.



related cellular and tissue responses (Platre et al., 2019; Pan et al.,, 2020). As previously
described, IAA (indole-3-acetic acid) treatment increases ROP6 immobile fraction, this effect
been fully maintained in gef14-2 line (Fig5 H, ). Altogether, those results demonstrated that
GEF14 acts on ROP6 dynamic at the PM in a signal-dependent manner.

DISCUSSION

By combining genetic, FRET activation sensor and super resolution microscopy, we identified
and characterized GEF14 as an osmotic-specific activator of ROP6 signaling pathway.
Moreover, we found that GEF14 regulates in a signal-specific manner ROP6 dynamic and
nanodomain formation within the PM.

Rho GTPases are classically seen as hub proteins, forming the neck of an hourglass shaped
signaling network. It is especially the case of ROP6 in Arabidopsis root cells. Indeed, in addition
to its role in osmotic and auxin signaling, we found that ROP6 is necessary for cell response to
ABA and flg22, (Figl, (Platre et al., 2019; Pan et al., 2020)). But, we also show that not all ROS-
mediated signaling pathways need ROP6. For instance, RALF1 treatment induces ROS
accumulation in root cells of wild type plants but also in rop6-2 (Fig 1 D). RALF1 peptide is
known to interact with Catharanthus roseus receptor kinases (CrRLKs), especially FERONIA and
trigger secondary messengers like ROS, pH variation and calcium influx (Haruta et al., 2014b;
Malivert and Hamant, 2023). Then, it is possible that RALF1-mediated ROS accumulation is still
dependent on RBOHs, like it is for osmotic, ABA or flg22 signaling. But, does this response need
another ROP isoform remains an open question at this stage.

Interestingly, GEF14 is not implicated in flg22 and ABA dependent ROS accumulation (Fig 2).
Those results show that these other pathways are activating ROP6 by a GEF14-independent
pathway. Whereas SPK1 is likely the GEF isoform involved in auxin dependent ROP6 activation
in root cells, how ABA and flg22 activate ROP6 is known (Qiu et al., 2002; Basu et al., 2008).
Triple and quadruple GEF mutants show an ABA hypersensitivity response in roots (Yu et al.,
2012; Li et al., 2016; Li et al., 2018b). GEF1, 4, 10, 12 and 14, but not GEF7, form intracellular
structure in cells under ABA, thus making ABI1 (ABA-INSENSITIVE 1) available for PYR/PYL
receptors (Li et al., 2016). This suggests that GEF can act as a negative regulator of ABA
transduction pathway. How this effect could be combined with our results on ABA dependent
on root cells is unclear. It may constitute a negative feedback loop initiated later after the ROP6
mediated ROS accumulation. This putative negative interaction may also happen during an
osmotic stimulation since ABA accumulates hours after cell osmotic stimulation and since
GEF14 is also degraded by ABA.

We found that GEF14, known to regulate PVC growth, is needed to mediate some of the plant
response to osmotic signals (Fig2; (Lin et al., 2021; Tang et al., 2021)). But it is not the case for
6 GEF isoforms that are also expressed in root cells (FigS2). This shows that the osmotic signals
induce a pathway that acts specifically on GEF14. Our results obtained in transient expression
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Figure 5 : GEF14 acts on ROP6 dynamics in a osmotic-specific manner.

(A) Western blot with antibody against GFP on plant extract from GFP-ROP6, gef14-2xGFP-ROP6 or
rop6-2xpROP6:cit-ROP6. (B) Fluorescent signal from GFP-ROP6 and gef14-2xGFP-ROP6 expressing
root cells and its representative PM/cytoplasm ratio quantification (C). (D) Image reconstruction of
around 6, 000 single mEOS2-ROP6 molecules in trichoblast (T) or atrichoblast (T) cells. Each color
represents a single molecule tracked over time. (E) Close-up view of cell expressing either mEOQS2-
ROP6 or gef14-2xmEQS2-ROP6 expressing trichoblasts in control or after treatment with -0.75 MPa

solution, where yellow trajectories have a high instantaneous diffusion (upper than 0.01 umz.s-l)

and blue trajectories a low instantaneous diffusion (below 0.01 umz.s_l). (F) Bimodal distribution of
mMEOS2-ROP6 instantaneous diffusion coefficient in Col-0 (green) or gef14-2 (purple) in control
(close symbol) or after 15 min treatment with -0.75 MPa solution (open symbole). (G) Histogram
represents the percentage of mEOS2-ROP6 molecules with an instantaneous diffusion bellow below

0.01 umz.s-1 in control (close symbol) or after 15 min treatment with -0.75 MPa solution (open
symbole) in the two different genotype (green for Col-0 or purple for gefi4-2). (H) Bimodal
distribution of mMEOQS2-ROP6 instantaneous diffusion coefficient in Col-0 (green) or gef14-2 (purple)
in control (close symbol) or after 25 min treatment with 10 uM IAA (open symbole). (I) Histogram
represents the percentage of mEOS2-ROP6 molecules with an instantaneous diffusion bellow below

0.01 umz.s_1 in control (close symbol) or after 25 min treatment with 10 uM IAA (open symbole) in
the two different genotype (green for Col-0 or purple for gefi4-2). Error bars correspond to the
95% confidence interval. According to analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey test, letters
indicate significant differences among means (P < 0.01). For panel C, n = 17 cells from two
independent biological replicas. For panel F-G, n=13 from two independent biological replicas. For
panel |, n>4 from a single biological replica. a.u., arbitrary units.
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suggest that full length GEF14 is inactive (Fig 4 C, D). This is in accordance with the fact that
GEF1 was shown to be activated by phosphorylation to regulate ROP1 in pollen tube tip growth
(Chang et al., 2013). Therefore, it is possible that a similar post translation regulation happens
in the case of osmotic signaling in root cells. The nature of GEF14 activator being a kinase or a
phosphatase in the context of osmotic signaling remains unknown at this stage. Nevertheless,
in the context of ABA signaling, it was shown that GEF1 is activated by CPK4, and some CPKs
were shown to be important to regulate root growth after osmotic related stimulation
(Mehlmer et al.,, 2010; Li et al., 2015; Li et al., 2018). They might constitute interesting
candidates for further investigations.

We found that GEF14, but not PRONE form stimuli dependent clusters at the PM, suggesting
that either GEF14 C or N-ter sequences are important for PM targeting. Whereas the PRONE
is sufficient to activate ROP6 in heterologous system, we found that its overexpression is not
enough to trigger constitutive ROS in Arabidposis roots, as expected. Together those result
suggest, the localization of GEF14 in specific domain at the PM, may control latter signal
processed. In a preprint, it was recently discovered that ROP2 activation was not sufficient to
induce a proper ROP2 localization at the RHID (Fuchs et al., 2021). This suggest that in addition
to its role in ROP activation, GEFs localization is of importance to convey information for proper
signal transduction in cells.

GEF14 is able to control ROP6 dynamics and nanodomains formation in response to an osmotic
signal (Fig 5 F, G). The role of GEF14 is restrained to this signal since our result shows that
GEF14 is dispensable for auxin mediated ROP6 nanodomain formation (Fig 5 H, 1). Thus, GEF
can control signal specific ROP6 nanodomains formation. Because, the composition of ROP6
nanodomains vary depending of the upstream signal, we can therefore conclude that GEFs
participate in the establishment of signal specificity in Arabidopsis root cells.
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MATERIAL and METHODS
Growing condition and plant material

Arabidopsis thaliana accession Col-0 (N60000) was used as wild type in this study.The following
lines were published before: rop6-2, gef2-1, gef3-1, gef4-2, gef10-1, gefl1-1, gef14-2, gef14-
3, gef1/4/10, gefl/4/10/14, rop6-2xpROP6-cit-ROP6g, rop6-2xpROP6- cit-ROP6g-CA, GFP-
ROP6, mEOS2-ROP6 (Li et al., 2016; Denninger et al., 2019; Platre et al., 2019; Smokvarska et
al., 2020). Plants were stratified for 2 days at 4°C and grown vertically on agar plates containing
half-strength Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 1% (w/v) sucrose,
2.5mM MES-KOH pH®6, 0.38% Agar typekE for 5 days at 22°C in a 16-h light/8-h dark cycle with
70% relative humidity and a light intensity of 200 pmol-m=2-s7%, prior to use. Nicotiana tabacum
(SR1) used for transient expression were grown in soil at 22°C in a 8-h light/16-h dark cycle
with 70% relative humidity and a light intensity of 200 umol-m=2-s72,

Cloning and plant transformation

GEF14 and GEF14 PRONE (from amino acids residues 127 to 500) sequence was PCR amplified
from seedling cDNA and cloned in pENTR/DTOPO. pB7WGF2 and pB7WGR2 vector were used
as destination vector for respectively GFP and RFP fusion. pGEF14:cit-GE14 was obtained from
(Denninger et al., 2019). The unimolecular FRET sensor with intact C terminus was designed
based on iROP biosensors (Smokvarska et al., 2021). The CRIB domain of hsPAK1 is known to
interact with GTP bound form of ROP [ 60, 61]. We used it as a genetic probe for ROP6 GTP
conformation. We ordered a synthetic gene coding for PAK1-mTFP-mVenus (iROP) and cloned
it into pPDONR221. Tripartite gateway cloning strategy were used to generate p35s:PAK1-mTFP-
mVenus-ROP6g or p35s:PAK1-mTFP-mVenus-ROP6g-CA. The different binary were used either
for transient expression in tobacco or to generate stable Arabidopsis plants by floral dip
method in Col-0 or gef14-2. The following crosses were made in this study: gef14-2xGFP-ROPS6,
gef14-2xpROP6-cit-ROP6g-CA and gef3-1xpGEF14:cit-GEF14.

Plant treatment

Plantlets were bathed in a liquid MS/2 medium (half-strength Murashige and Skoog (MS)
medium supplemented with 1% (w/v) sucrose, 2.5mM MES-KOH pH6) for 30 min to allow
recovery from transplanting. Then, plantlets were gently transferred for an additional 15 min
with 5 uM of ROS dye dehydroethidium (DHE) into MS/2 medium (0 MPa) or MS/2 medium
plus 300 mM sorbitol (-0.75 MPa) for severe osmotic stress. When indicated, DHE co-
treatment with flg22 (1 uM, 30 min), RALF1 (1uM, 15 min) or ABA (1 uM, 1 h) was applied. A
similar processeur were followed for TIRF or sptPALM experiments.

ROS measurement

Observations were performed on the root elongation zone using an Axiovert 200M inverted
fluorescent microscope (20 x /0.5 objective; Zeiss), with 512/25-nm excitation and 600/50
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emission filters for DHE staining. Exposure time was 500 ms. Images were acquired using a CCD
camera (Cooled SNAP HQ; PhotoMetrics), controlled by imaging software (MetaFluor;
Molecular Devices). To quantify the intensity of the fluorescence signal, the images were
analyzed using Imagel software. After subtraction of the background noise, an average mean
gray value was calculated from epidermal and cortical cells.

Western blot

Tissues from 5 days old GFP-ROP6, gef14-2xGFP-ROP6 or rop6.2xmCit-ROP6g plantlets were
grinded with liquid nitrogen to a fine powder and resuspended in 300 ul/100 mg powder of
extraction buffer (125mM Tris-HCl, pH 6.8, 2.5% SDS, 20% glycerol, 0.01% bromophenol blue
and 4% DTT). Western blot analysis was performed with antibodies diluted in blocking solution
(2% skimmilk in 0.1% Tween-20 and TBS) at the following dilutions: a-GFP with conjugated
HRP 1:2000.

Confocal FRET measurement

Signal from rop6.2xpROP6:cit-ROP6g, rop6.2xpROP6:cit-ROP6g-CA, gef14-2xppROP6: cit-
ROP6gCA, gefl14-2xpGEF14:cit-GEF14 and gef14-2xGFP-ROP6 was imaged using Leica SP8
microscope with a 40 x /1.1 water objective and the 488-nm line of its agron laser was used
for live-cell imaging. Fluorescence emission was collected from 500-540 nm for GFP and from
600-650 nm by sequential acquisition when sample where stained 10 min with 2 uM of FM4-
64. To detect FRET from the different iROP variants, images were taken with the 458-nm line
of its argon laser and simultaneous detection between 464-500nm (mVenus detection) and
514-550nm (FRET channel). The ratio of FRET/Venus images was calculated with a Fiji software.
Mean gray value of each cells present in the field of view was measured independently by
drawing specific ROI.

TIRF microscopy

For cluster density analysis, Total Internal Reflection Fluorescence (TIRF) microscopy was done
using an inverted Zeiss microscope and a 100x/1.45 oil immersion. Images were acquired with
50ms exposure time at 300 gain, with 475 nm excitation and 530/25 nm emission. Acquisitions
were recorded for 5 s. Trichoblasts cells identified from root hair bulge in the differentiation
zone. Then, cell files were followed until reaching the root elongation zone. Images were Z
stacked by average intensity and object detection of GFP-ROP6, GFP-GEF14 and GFP-PRONE
was made using machine learning-based segmentation with Elastik. Segmented images were
imported in Fiji software to determine the number of clusters in a ROl of 100x100px with pixel
size of 0.102nm.

SptPALM

Root cells were observed with a homemade total internal reflection fluorescence microscope
equipped with an electron-multiplying charge-coupled device camera (Andor iXON XU_897)
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and a 100 x /1.45 oil immersion objective. The coverslips (Marienfeld 1.5H) were washed
sequentially with 100% ethanol, acetone and water. Then, they were bathed with a 1M KOH
solution and then ultra-soniccated for 30 min. After several wash-outs with MilliQ water, they
were dried under Bunsen burner flame. The laser angle was adjusted so that the generation
of the evanescence waves give a maximum signal-to-noise ratio. The activation of the
photoconvertible tagged mEOS-ROP6 and gef14-2xmEQS2-ROP6 was done by a low-intensity
illumination at 405 nm (OBIS LX 50mW; Coherent), and 561 nm (SAPPHIRE 100mW; Coherent)
emission combined with a 600/50 (Chroma) emission filter was used for image acquisition.
Seven-thousand images were recorded per region of interest at 30ms exposure time. Five to
seven trichoblast cells/ treatment were analyzed out of two biological replicates.

Single-Particle Tracking

Individual single molecules were localized and tracked using the trackmate software (Tinevez
et al., 2017). Dynamic properties of single emitters in root cells were then inferred from the
tracks using a homemade analysis software, palm_viewer written in MATLAB (The MathWorks)
(Bayle et al., 2021). From each track, the MSD was computed. To reduce the statistical noise
while keeping a sufficiently high number of trajectories per cell, tracks of at least seven steps
(i.e., 3 6 localizations) were used. Missing frames due to mEOS blinking were allowed up to a
maximum of three consecutive frames. The instantaneous diffusion coefficient (D) was then
calculated by fitting the MSD curve using the first four points.

Statistical Analysis

For each condition or treatment, 9—12 cells were analyzed from at least 5—7 different seedlings.
All experiments were independently repeated 2-3 times. Data are expressed as mean + 95%
confidence interval. ANOVA followed by Tukey test was done, letters indicate significant
differences among means (pvalue < 0.01). * p value below 0.05 Student T-Test. Statistical
analyses were performed in GraphPad Prism (GraphPad Software).
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Supp Figure 1 : ROP6 is needed for osmotically-induced ROS accumulation.

(A) Images of dihydroethidium (DHE) stained root cells of Col-0, rop6-2 or rop6-2xpROP6:cit-ROP6g
in control condition (0 MPa) or after application -0.75 MPa solution. (B) DHE fluorescence
guantification in control condition, after 15 min treatment with -0.75 MPa solution with the
different genetic material. (C) DHE fluorescence quantification in control condition or with DMSO.
Error bars correspond to the 95% confidence interval. According to analysis of variance (ANOVA)
followed by a Tukey test, letters indicate significant differences among means (P < 0.01). n > 31 cells
from three to four independent biological replicas. Scale bar, 10 um. a.u., arbitrary units.
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Supp Figure 2 : Characterisation of osmotically-induced ROS accumulation in various GEFs knock-
out lines.

(A) DHE fluorescence quantification in control condition or after 15 min treatment with -0.75 MPa
solution on different single GEF knock-out lines or triple and quadruple GEF mutants lines (B).
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Supp Figure 3 : GEF14 RHID localization is controlled by GEF3.

(A) Fluorescent signal of rop6-2xpROP6:cit-ROP6g and gefl4-2xpGEF14:cit-GEF14g in root tip
(arrows show RHID). (B) close up view of gefl4-2xpGEF14:cit-GEF14g signal with a propidium
iodine counter staining. (C) Fluorescent signal of gef3-1xpGEF14:cit-GEF14g in root tip and its
respective ratio (RHID/cytoplasm) quantification (E).
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Supp figure 4 : GEF14 do not interfere with ROP6-CA expression pattern.

(A) Fluorescent signal of pROP6:cit-ROP6gCA and gefl4-2xpROP6:cit-ROP6gCA in root tip.
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Partie 2 : Role des GEF dans les signalisations ROP6-dépendantes, impact sur
I’organisation de RBOHD et importance de I'identité cellulaire

Le travail présenté dans Gorgues et al. in prep souléve un certain nombre de questions que j’ai
commencé a explorer durant ma these. Jai choisi de présenter une série de résultats

préliminaires qui tente de répondre aux trois questions suivantes :

- Estque GEF14 controle la clusterisation de I'effecteur RBOHD, qui est nécessaire a

I"accumulation de ROS lors du signal osmotique ?

- Est-ce que les cellules atrichoblastiques répondent comme les cellules

trichoblastiques au signal osmotique ?

- Est-ce une ou des GEF pourraient étre nécessaire pour induire la production de ROS

induit par le flg22 ?

1) Est-ce que GEF14 contréle également la clusterisation de RBOHD lors de la signalisation
osmotique ?

Comme expliqué dans la partie précédente, GEF14 est un régulateur spécifique du signal
osmotique. Effectivement, sa présence est nécessaire pour I'accumulation de ROS dans les
cellules racinaires lors de la signalisation osmotique. En revanche, elle n’est pas impliquée dans
I’'accumulation de ROS induit par un PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern) comme
la flg22 ou la phytohormones ABA. Au niveau moléculaire, GEF14 est nécessaire a la
formation des nanodomaines de ROP6 lors d’un signal osmotique mais ne I'est pas si les

nanodomaines de ROP6 sont induits par I'auxine.

Or de manieére intéressante, sous signal osmotique, les protéines RBOHD/F co-clusterisent
avec ROP6 permettant probablement I’'accumulation de ROS sous cette condition (Smokvarska
et al.,, 2020, modele en introduction). Effectivement, les RBOHs sont des enzymes de la

membrane plasmique qui produisent du super oxyde a partir du NADPH cytoplasmique.

Dans cette section, j'ai cherché a déterminer si GEF14 contrdlait, comme nous pourrions
I’attendre, le phénomeéne de co-clusterisation entre ROP6 et RBOHD. Mais tout d’abord, j'ai
souhaité contextualiser ce travail en rappelant les mécanismes moléculaires qui peuvent

réguler les RBOH chez les plantes.
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Propos introductifs

Chez Arabidopsis, on compte 10 membres de RBOH. Ces protéines catalysent la production de
superoxyde dans l'apoplaste des cellules a partir du pouvoir réducteur NAPDPH du
cytoplasme. La structure des RBOH est constituée par six domaines transmembranaires
formant deux groupements hémiques qui sont conservés chez les NADPH Oxydases (NOX) des
mammiféres. Les RBOH ont en plus un domaine FAD (Flavin Adenine Dinucleotide) en C-ter qui
permet |’association avec le NADPH (Zhang et al., 2004; Kobayashi et al., 2007; Lin et al., 2009).
Le N-ter de la protéine comporte des zones régulatrices de son activité, tels que : 2 domaines
de fixation du calcium de type EF-hand, un motif de fixation du PA, de multiples sites de
phosphorylations ainsi qu’une liaison avec les petites GTPases (Oda et al., 2010; Li et al., 2019).
Les RBOH sont directement régulées par le calcium. En effet des mutations des sites EF- hand
entrainent une diminution des ROS (Ogasawara et al., 2008). En plus du calcium, la
phosphorylation du N-Terminal des RBOH est nécessaire. Plusieurs types de kinases
permettraient en effet la régulation de RBOH. Tout d’abord, CPK4, CPK5, CPK6 et CPK11, qui
sont des kinases liant directement le calcium, interviennent dans la production de ROS dans
le cadre de la signalisation PAMP (Boudsocq et al., 2010). La CPK5 a été caractérisée comme
pouvant phosphoryler RbohD et réguler son activité (Dubiella et al., 2013). En plus des CPK, les
positions S39, S339 et S343 du N-terminal de RBOHD sont phosphorylées par BIK1 lors de la
signalisation flg22 (Kadota et al., 2014). De maniére intéressante, cette phosphorylation est
indépendante de la liaison au calcium des EF hand et des phosphorylations induites par les
CPKs. Effectivement, les CPK phosphorylent également le N-terminal de RBOHD lors du signal
flg22 mais sur d’autres positions (5133 et S163) (Li et al., 2014). Les RBOHSs sont aussi régulés
par des CIPK (CBL- Interacting Protein Kinase). Effectivement, en systeme hétérologue le Nter
de RBOHF est phosphorylé par CIPK26 lorsqu’elle est en co-expression avec les CBL1
(Calcineurin B-Like Protein 1) et CBL9 (Drerup et al., 2013). La kinase OST1 (Open Stomata 1)
appartenant aux SNRK et régulée par I’ABA phosphoryle alors les résidus Ser13 et Ser174 de
RBOHF (Sirichandra et al., 2009).

Outre la phosphorylation et la liaison directe au calcium, les RBOH ont été montrées comme
régulées par les petites GTPases de la famille des ROP. En particulier, I'expression de formes
autoactives (CA) de ROP induisent une suraccumulation de ROS dans les cellules végétales

(Duan et al., 2010; Yan et al., 2016; Smokvarska et al., 2020). De plus, il
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semble que la forme CA, et pas la forme dominante négative (DN) des ROP, puisse interagir
avec les RBOH. C’est le cas en particulier entre ROP11 et RBOHF, mais aussi entre ROP6 et
RBOHD/F (Li et al., 2016; Smokvarska et al., 2020). Ainsi, il pourrait exister un lien entre
I’activation des ROP et leurs interactions avec les RBOH. L’interaction entre le N-terminal de
OsRBOHB et OsRac1 a été crystalisée et les résidus importants ont été caractérisés (Wong et
al., 2007; Oda et al., 2010; Kosami et al., 2014). Mais, il semble que pour avoir lieu cette
interaction a aussi besoin d’étre dans un certain environnement dans la membrane.
Effectivement, dans un double mutant Fatty Acid Hydroxylase (FAH) qui a un défaut de 2-
hydroxylation de ces sphingolipides, OsRAC1 et OsRBOHB ne semblent plus étre fonctionnels
(Nagano et al.,, 2016). Les auteurs suggerent que |'absence d’2-hydroxylation modifie la
membrane plasmique qui n’est plus capable de permettre l'interaction entre OsRAC1 et
OsRBOHB, et par conséquence la production de ROS lors d’une stimulation par la chitine

(Nagano et al., 2016).

Ainsi, la régulation des RBOH parait comme tres complexe et un grand nombre de régulateurs
moléculaires semblent converger et modifier leurs séquences N-terminal. Comment les
combinaisons de ces différentes régulations agissant sur I'activité de RBOH restent tres mal
connues ? Notons néanmoins, que la régulation par les ROP est le seul cas qui induit un
changement de localisation des RBOH. L’'identification de GEF14 comme activateur de ROP6
est une occasion unique de tester le lien potentiel entre I'activation des ROP, la relocalisation

et I'activation de protéines effectrices ici les RBOH.
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Figure 11 : Effet de GEF14 sur les nanodomaines de RBOHD dans les cellules trichoblastiques

A) Photo issue de microscopie TIRF de cellules trichoblastiques de la lignée p35S:GFP-RBOHD et
gef14-3xp35S:GFP-RBOHD lors d’une stimulation hyperosmotique (-0,75MPa). Barre d’échelle 10pum.
B) Boxplot représentant la densité de cluster de la lignée p35S5:GFP-ROP6 et gef14-3xp35S:GFP-RBOHD
en condition contréle (OMPa) et lors d’une stimulation hyperosmotique (-0,75MPa) dans les cellules
trichoblastiques. Test statistique Annova Tuckey HSD. Issue de 3 répétitions biologiques
indépendantes. Une ANOVA suivie d’un test Tuckey HSD a été réalisée. Les lettres indiquent les
différences significatives entre les moyennes (P<0.01). Issue de 2 répétitions biologique
indépendantes.
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Résultats

Nous nous intéresserons a I'impact de GEF14 sur la localisation de RBOHD. Pour cela, jai
généré une lignée gef14-3xGFP-RBOHD qui a été observé par microscopie TIRF. Mes données
sont en accord avec celles précédemment montrées par (Smokvarska et al.,, 2020).
Effectivement, GFP-RBOHD forme des nanodomaines en condition contrble, mais leurs
densités augmentent sous signal osmotique (Figure 11). Dans le fond mutant gefi4-3, la
densité des nanodomaines de RBOHD n’est pas induite par le traitement osmotique.
Cependant, la densité de domaines GFP-RBOHD sous signal osmotique est identique entre la
lignée sauvage et la lignée mutante (Figure 11). Il est alors difficile de conclure clairement a un
effet de GEF14 sur la densité de nanodomaines de GFP-RBOHD. Ensuite, nous nous sommes
demandés si les nanodomaines de GFP-RBOHD sous signal osmotique sont toujours en
association avec ROP6 en I'absence de GEF14. Pour ce faire, j'ai généré les lignées p35S:GFP-
RBOHDxp35S:RFP-ROP6, gef14-3xp35S:GFP-RBOHDxp35S:RFP-ROP6, ainsi qu’une lignée
p35S:GFP-ROP6xp35S:RFP:ROP6 qui servira de contrble positif de colocalisation. Comme
attendu, le taux de colocalisation des nanodomaines ROP6 marqués avec un tag RFP et GFP
avoisine les 100% (Figure 12 B et C). Comme contrdle négatif, nous avons incubé la lignée
p35S:GFP-RBOHDxp35S:RFP-ROP6 avec de l'auxine (Figure 12 A). Effectivement, dans ces
conditions les nanodomaines de ROP6 ne sont pas en association avec GFP-RBOHD. Lors d’une
stimulation osmotique, nous confirmons les données publiées par Smokvarska et al., 2020,
RBOHD et ROP6 se retrouvent dans les mémes clusters (Figure 12 A et B). Cependant, il est
intéressant de noter que la majorité des nanodomaines de GFP-RBOHD colocalise avec les
nanodomaines de RFP-ROP6, mais seulement la moitié des nanodomaines de RFP-ROP6
colocalise avec ceux de GFP-RBOHD (Figure 12 C). En d’autres termes, ces observations
supposent que tous les domaines de RFP-ROP6 n’accumulent pas nécessairement de GFP-
RBOHD. La perte de fonction de GEF14 entraine une diminution de la colocalisation de ROP6
avec RBOHD, mais cet effet n’est pas statistiquement confirmé. Ce résultat est paradoxal a deux
niveaux. Il suppose (i) que GEF14 n’a pas ou peu d’effet sur la formation des nanodomaines de
ROP6 détecté par microscopie TIRF et (ii) que GEF14 ne semble pas agir sur la colocalisation
entre ROP6 et RBOHD. Néanmoins, il faudrait répéter cette expérimentation afin de valider ou
invalider ces observations (figure 1A et figure 1B). Jai choisi de discuter ce point

spécifiguement a la fin du chapitre 1.
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Figure 12 : Colocalisation de RBOHD et ROP6

A) Image de microscopie TIRF de cellules trichoblastiques des lignées : p35S:GFP-RBOHDxp35SxRFP-
ROP6 et p35S:GFP-ROP6xp35SxRFP-ROP6 sous un traitement hyperosmotique (-0,75MPa) ou lors d’un
traitement auxine (IAA 1uM) en illumination 488nm, 561nm et Merge (barre d’échelle 10uM). B)
Graphique représentant le pourcentage de colocalisation des nanodomaines de RBOHD avec ceux de
ROP6 dans les cellules trichoblastiques des lignées p35S:GFP-RBOHDxp35S:RFP-ROP6, gef14-3xp35S:
GFP-RBOHDxp35S:RFP-ROP6, p35S: GFP-ROP6xp35S:RFP-ROPS6, lors d’un traitement hyperosmotique
(-0,75 Mpa). Une ANOVA suivi d’un test Tuckey HSD a été réalisée. Issue de 2 répétitions biologiques
indépendantes avec n> 5 cellules analysées. C) Graphique représentant le pourcentage de
colocalisation des nanodomaines de ROP6 avec ceux de RBOHD des lignées p35S: GFP-
RBOHD:p35S:RFP-ROP6, gefl4.1x p35S: GFP-RBOHD:p35S:RFP-ROP6. Une ANOVA suivi d’un test
Tuckey HSD a été réalisée. Les lettres indiquent les différences significatives entre les moyennes
(P<0.01). Issue de 2 répétitions biologiques indépendantes avec n> 5 cellules analysées.
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2) Est-ce que les cellules atrichoblastiques réagissent au signal osmotique ?

Alors que ROP6 est présent dans les cellules atrichoblastiques et trichoblastiques, GEF14 est
localisée uniquement dans ces dernieres. Ainsi I'interaction entre ROP6 et GEF14 ne peut se
produire que dans les trichoblastes. Logiquement les expérimentations présentées jusqu’a
présent se sont concentrées sur ce dernier type cellulaire. Mais nous pouvons nous demander
si la signalisation osmotique est bien absente des cellules atrichoblastiques. Pour cela, j'ai
comparé la clusterisation de ROP6 dans les cellules atrichoblastiques et trichoblastiques en
présence ou en absence de GEF14. Tout d’abord, j'ai choisi d’introduire quelques notions

concernant le réle des cellules atrichoblastes dans les mécanismes de signalisation.

Propos introductifs

Dans la racine lorsque les cellules émergent de la zone méristématique, elles modulent leurs
activités physiologiques et acquierent une identité propre (Verbelen et al., 2006). Les couches
de I’épiderme sont formées de files de cellules issues de 16 cellules initiales. On distingue deux
types de files : les trichoblastes et les atrichoblastes (Dolan et al., 1993). La détermination de
leurs identités est encodée par leurs positions dans la racine. Les cellules qui sont en position
N, c’est-a-dire en contact seulement avec une cellule corticale, deviennent des
atrichoblastiques. En revanche, les cellules qui sont en position H, c’est-a-dire en jonction de
deux cellules corticales, deviennent des trichoblastes. Du fait de I'organisation du cortex, 8 files
de cellules trichoblastes se forment dans une racine d’Arabidopsis. Ces files sont rarement
voisines entre elles (Dolan et al., 1994). De plus des différences physiologiques sont notables
entre les deux formes de cellules de I'épiderme. Les trichoblastes sont plus courtes avec un
cytoplasme plus dense. Elles sont moins vacuolisées et ont un taux de division plus élevé
(Dolan et al., 1994; Galway et al., 1994; Berger et al., 1998). En plus, des facteurs génétiques

déterminent également l'identité de ces types cellulaires.

De maniere intéressante, lors d’un stress salin, le destin de ces cellules épidermiques est
impacté. En effet, des coupes transversales d’Arabidopsis de 6 jours révelent que le nombre de
cellules trichoblastiques reste inchangé, alors que le nombre de cellules atrichoblastiques

change. Moins nombreuses, elles sont plus larges, sans changer I'épaisseur de la racine.
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Certaines études transcriptionnelles rapportent une forte expression de GL2 (GLABRA 2)
induisant une perte de la formation de poils racinaires de ces cellules, ayant pourtant
conservés leurs positions. La réduction de poil racinaire sous stress salin serait donc due a ces
mécanismes. Le défaut de poils racinaires pourrait étre une adaptation limitant I’entrée des
ions Na*. Dans d’autres signalisations, comme la carence en phosphore, le nombre de cellules
trichoblastes et atrichoblastes diminue mais pas le nombre de cellules corticales. Ainsi, les
cellules initiales du méristeme sont recrutées pour augmenter le nombre de cellules corticales
qui permet l'initiation des poils racinaires (Dolan et al., 1994; Masucci and Schiefelbein, 1994;
Tanimoto et al., 1995; Ma et al., 2001). Par conséquent, ces éléments montrent que certains

signaux au niveau de la racine impactent I'identité des cellules de I'épiderme.

Les trichoblastes et atrichoblastes impacteraient différentiellement la réponse gravitropique
et la sensibilité a I'auxine. En effet lors d’une perte d’identité des cellules trichoblastiques chez
les mutants cpc et try, une résistance a l'auxine exogéne mais aussi une croissance
hypergravitropique (flexion excessive) des racines ont été observées. Ce phénomeéne pourrait
s’expliquer par une abondance plus importante du transporteur d’efflux PIN2 dans les cellules
(Baster et al., 2013). A contrario la perte d’identité atrichoblastique dans le mutant wer
n’entrainerait pas de forts phénotypes de réponses a la gravité (Lofke et al., 2015).. Ces
données ne représentent pas de preuves formelles mais encouragent a croire que les

trichoblastes sontimportants pour la réponse gravitropique (Lofke et al., 2015).

En ce qui concerne la signalisation osmotique, des données transcriptomiques d’orge a
comparé un orge sauvage et un mutant atrichoblastique rh/1.a. Un transcriptome de ces deux
mutants est réalisé en condition contréle ou en condition de stress hydrique. De maniere
intéressante la perte de l'identité des cellules trichoblastiques dans le mutant rh/1.a entraine
une moins forte induction des genes en lien avec la signalisation de I’ABA, une moins forte
fermeture des stomates et un effet sur la biogénese de la paroi (Kwasniewski et al., 2016). Ces
résultats suggéraient que les trichoblastes seraient importants pour I'induction des réponses

en lien avec le stress hydrique.
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Exp. Level

Résultats

Tout d’abord, nous avons vérifié a partir des données de RNAseq en cellules uniques que GEF14
était bien majoritairement exprimées dans les cellules trichoblastiques (Denyer et al., 2019)

(Figure 13).
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Figure 13 : localisation trichoblastique de GEF14

A) Donnée d’expression de GEF14 (At1g31650) de single-cell dans les différents tissus racinaire (
Denyer, Ma et al., 2019. B) Représentation du niveau d’expression en single-cell en fonction des
différents tissues (Denyer, Ma et al., 2019): 0-1: coiffe des racines latérales ; 2: méristeme ; 3:
atrichoblaste ; 4: phloéme et péricycle 5:trichoblaste ; 6: Columelle ; 7: méristéme ; 8: méristéme ; 9:
cortex ; 10: Trichoblaste 11: Niche ; 12:Xyleme ; 13:Endoderme.

Ensuite, nous avons testé si les cellules atrichoblastiques pouvaient répondre au signal
osmotique de maniére similaire aux cellules trichoblastiques, en utilisant la clusterisation de
la protéine ROP6 comme lecture phénotypique. Ainsi, quel que soit le type cellulaire, ROP6
forme des nanodomaines a la suite de I'application d’un traitement osmotique (Figure 14). De
plus, la perte de fonction de GEF14 n’entraine aucun changement sur le clustering de ROP6
(Figure 14). En plus de I'absence d’effet de GEF14, ces données soulévent un paradoxe. En effet,
la présence de nanodomaines de ROP6 dans le mutant gef14-2 pourrait paraitre en opposition
avec les données de diffusion présentées dans Gorgues et al., in prep. Je détaillerai certains

aspects de discussion autour de ce point a la fin du chapitre I.
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Figure 14 : effet de GEF14 sur les nanodomaines de ROP6 dans les cellules trichoblastiques et
atrichoblastiques

A) Photo issue de microscopie TIRF de cellules trichoblastiques de la lignée p35S:GFP-ROP6 et
gef14.2xp35S:GFP-ROP6 lors d’une stimulation hyperosmotique (-0,75MPa) (Scale bar 10um) Boxplot
représentant la densité de cluster de la lignée p35S:GFP-ROP6 et gef14.2xp35S:GFP-ROP6 en condition
controle (OMPa) et lors d’'une stimulation hyperosmotique (-0,75MPa) dans les cellules
trichoblastiques. Une ANOVA a été effectué suivi d’'un test tuckey HSD. Issue de 2 répétitions
biologique indépendantes avec n> 10 cellules analysées. B) Photo issue de microscopie TIRF de cellules
atrichoblastiques de la lignée p35S:GFP-ROP6 et gefl4.2xp35S:GFP-ROP6 lors d’une stimulation
hyperosmotique (-0,75MPa) (Scale bar 10um). Boxplot représentant la densité de cluster de la lignée
p35S:GFP-ROP6 et gef14.2xp35S:GFP-ROP6 en condition contrdle (OMPa) et lors d’une stimulation
hyperosmotique (-0,75MPa) dans les cellules atrichoblastiques. Une ANOVA suivi d’un test Tuckey HSD
a été réalisée. Les lettres indiquent les différences significatives entre les moyennes (P<0.01). Issue
de 2 répétitions biologique indépendantes avec n> 10 cellules analysées.
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3) Est-ce que d’autres GEF pourraient étre impliquées dans I’accumulation de ROS induit par
le peptide flg22 ?

Nos observations suggerent que les protéines GEF agiraient comme des activateurs signaux-
spécifiques (Gorgues et al., in pep). Alors que GEF14 agit en amont de ROP6 lors de la
signalisation osmotique ; SPK1, la GEF a DH domaine, a été montré comme agissant sur ROP6
lors du signal auxinique (Lin et al., 2012). Dans la partie suivante, j’ai cherché a tester si ce
concept de GEF signal spécifique pouvait étre étendu. Pour cela, j’ai choisi de me concentrer
sur le signal induit par le peptide bactérien flg22 qui engendre la réponse immunitaire de type
PTI (Pathogéne Trigger Immunity). Effectivement, ROP6 est nécessaire pour I'accumulation
des ROS apres I'application de flg22 sur des racines. Tout d’abord, je souhaite rappeler I'état
des connaissances concernant cette signalisation dans la racine qui est le tissu que jétudie.

Je rappellerai également le role des ROP dans I'immunité des plantes.

Propos introductifs

La signalisation a la suite de la perception du peptide flg22, étant un motif moléculaire associé
aux microbes (MAMP), a été bien décrite dans les feuilles. Dans I'introduction générale, nous
avons détaillé les mécanismes moléculaires de perception grace au récepteur FLS2 et une
partie de la signalisation en découlant, impliquant I'activation de RBOHD. Cependant, I'état des
connaissances concernant cette voie dans les racines reste encore énigmatique. Néanmoins
dans la racine, la coiffe racinaire et la zone de transition/élongation semblent bien répondre a
I’application exogene du peptide flg22 (Miller et al., 2010; Jacobs et al., 2011). Effectivement,
les marqueurs moléculaires spécifiques de la signalisation flg22 tels que pFRK1:NLS-
3xmVENUS et pPER5:NLS-3xmVENUS sont bien induits dans ces zones (méristeme et zone
d’élongation)(Zhou et al., 2020). A contrario, les zones différenciées ne semblent pas répondre)
(Zhou et al., 2020). Ces résultats sont en adéquation avec le fait que le géne FLS2 n’est pas
exprimé dans les zones différenciées de la racine. Par contre de maniére intéressante,
I’expression de FLS2 est induite lors d’une blessure des cellules racinaires, permettant ensuite

une signalisation flg22/FLS2 (Zhou et al., 2020).

De leur c6té, les petites GTPases ont été montrées comme des acteurs clés dans les

interactions biotiques. En effet, OsRAC1 a été montré comme clé dans le déclenchement de la
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réponse a Magnaporthe oryzae (Kawano et al., 2014b; Kawano et al., 2014). De méme, les
formes dominantes négatives de ROP6 ont montré une perte de sensibilité a Golovinomyces
orontii, mais aussi une sensibilité a B. graminis f.sp. hordei. Cette réponse semble liée a la
modulation de la voie de I'acide salicylique (Poraty-Gavra et al., 2013). Si le r6le des ROP6 n’est
pas encore clairement élucidé, certains régulateurs des ROP comme les GAP (AtROPGAP1 et
AtROPGAP4) ont été montrés comme interagissant avec ROP6 et limitant la sensibilité a
I'oidium (Engelhardt et al., 2020) (Zhang et al., 2022). Lors des interactions symbiotiques,
LjROP®6 agit sur la formation des nodules induits par Mesorhizobium loti (Ke et al., 2016). Ainsi,
la forme autoactive de LjROP6 entraine une formation plus importante de nodules. LjROP6
modulerait la signalisation de nodulation via la régulation de I'endocytose agissant sur les
vésicules a clathrine (Ke et al., 2016). Ainsi, ROP6 semble donc étre un acteur de la

signalisation lors des interactions biotiques.
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Figure 15 : GEF4 spécifique de la signalisation fig22

Quantification de la fluorescence du DHE dans des conditions de contréle ou aprés un traitement de
30 minutes de flg22 (1uM) sur différentes lignées knock-out GEF simples ou sur des lignées mutantes
GEF triples et quadruples (A et B) et le double mutant rbohd/rbohf. Une ANOVA suivie d’un test Tuckey
HSD a été réalisée. Les lettres indiquent les différences significatives entre les moyennes (P<0.01).
Issue de 3 répétitions biologique indépendantes avec n> 10 cellules analysées.
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Résultats

Afin d’identifier la ou les GEF importantes pour induire la signalisation flg22 dans la racine, j’ai
utilisé la sonde DHE qui devient fluorescente lorsqu’elle est oxydée. Cette sonde a été a la base

de mon travail présenté dans Gorgues et al., in prep.

Ainsi, j’ai quantifié I'accumulation de ROS induit par la flg22 chez des différents mutants GEF
disponibles. Comme attendu, I'incubation pendant 30 min des plantes contréles avec 1uM de
flg22 induit bien une augmentation de la fluorescence DHE, traduisant une augmentation des
ROS dans les cellules (Figure 15 A). Cependant, ni le mutant gefi/4/10 ni le mutant
gef1/4/10/14 ne répond au traitement flg22 (Figure 15 A). Afin de déterminer quel isoforme
pouvait étre important, jai ensuite testé des lignes simple mutant. De maniére intéressante le
mutant gef4- 1, mais pas les mutants gefl-1, gef10-1 et gef14-2, n’accumulent pas de ROS en
réponse au signal flg22 (Figure 15B). Il semble donc que GEF4 soit nécessaire a
I’'accumulation de ROS induit par la flg22. Ensuite, j'ai cherché a déterminer si les ROS induit
par flg22 était bien sous le controéle des RBOH dans la racine. Nous avons donc quantifié les
ROS produits a la suite d’un traitement avec le peptide flg22 chez les mutants perte de
fonction RBOHD/F. On observe que la réponse ROS est perdue (figure 15 C). Ainsi, les RBOH,
effecteurs de ROP6, seraient communs aux voies osmotiques et a flg22. Alors que les

activateurs GEF sembleraient spécifiques du signal en amont.

Bien que des contrbles importants restent a réaliser comme la génération d’une ligne gef4-
IxpGEF4 :cit-GEF4, il semble bien que le concept de GEF spécifique a certains signaux puisse
étre étendu au-dela du signal osmotique et auxinique. Les implications de ces résultats seront

commentées dans la discussion générale de mon manuscrit de thése.
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Discussion

La majorité des résultats a été discutée dans la discussion du papier. Certaines idées et certains
résultats présentés dans ce chapitre seront repris dans la discussion générale de ma these. Ici,
je souhaite développer et commenter les observations suivantes. Les données de diffusion
obtenues par sptPALM (dans Gorgues et al. in prep) montrent que GEF14 est nécessaire pour
induire I'immobilité de ROP6 en réponse au stress osmotique. De maniere étonnante, dans les
parties 2 et 3 de ce chapitre (Figure 12 et 14), il semble que le clustering de ROP6 visualisé par
microscopie TIRF a toujours lieu en absence de GEF14. Si 'on considére que les molécules
immobiles correspondent a celles qui sont dans les clusters de ROP6 et observées par TIRF, ces

observations pourraient alors paraitre paradoxales.

Cependant, il faut garder en téte que les échelles de temps et espace entre la microscopie TIRF
et sptPALM sont totalement différents. Dans la premiére, les observations sont contraintes
spatialement par la limite de diffraction (environ 300 nm pour un signal issue d’une GFP). De
méme, les images correspondent a des temps d’intégration de I'ordre de la dizaine de
secondes. Ainsi, en microscopie TIRF, un ensemble de molécules est observé pendant un
temps relativement long. A I'inverse en sptPALM, les molécules sont résolues de maniére
individuelle avec une résolution d’environ 30 a 40 nm. Ces molécules sont typiqguement suivies
dans I'espace pour un temps inférieur 300 ms. Ainsi, méme si une molécule diffuse dans
I'espace a 1um/s, elle explorera un espace qui sera trop petit pour étre résolvable par
microscopie TIRF. En d’autres termes, les observations de TIRF et de sptPALM sont difficilement

comparables.

Ce type d’incohérence entre observations a déja été montré dans des travaux concernant
ROPG6. Effectivement, lors d’un traitement a I'lAA, ROP6 forme des nanodomaines observables
en TIRF, ainsi qu’une augmentation de la fraction immobile de ROP6 (25% a 30%) quantifié par
sptPALM (Platre et al., 2019). Dans un mutant pss1-3 (mutant de synthese des PS) et en
présence d’auxine, 'immobilité de ROP6 n’est plus induite. Dans ce contexte, la signalisation
auxine médiée par ROP6 est perdue. Par contre, des clusters de ROP6 sont toujours détectés
par TIRF (Platre et al., 2019). Par des expériences de TIRF-FRAP, les auteurs ont montré que la
diffusion de ROP6 dans les clusters était plus élevée dans le mutant pss1-3 que dans un fond

sauvage. Ainsi, les PS ne serviraient pas la formation des clusters de ROP6 mais a maintenir les
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molécules de ROP6 dans ces clusters (Platre et al., 2019). Des observations similaires ont été
faites dans un mutant FERONIA qui accumule moins de PS a la membrane plasmique

(Smokvarska et al., 2023).

De plus, il a été aussi montré que la taille des nanodomaines peut influer sur la diffusion des
protéines. L'étude des nanodomaines de protéines RAS a montré que K-ras forme des
nanodomaines dans les cellules U20S. K-Ras est immobile dans des nanodomaines d’une taille
de 70nm. Ces domaines s’integrent dans des domaines plus grands de 200nm ou la diffusion
dans ces nanodomaines est intermédiaire. Mais aussi dans le reste de la membrane ou la
protéine a une diffusion trés rapide. Ceci suggére qu’en fonction de la nature des

nanodomaines la diffusion peut fluctuer.

Une hypothese peut donc émerger de cette apparente contradiction entre nos observations.
Dans un mutant GEF14, ROP6 ne serait pas correctement stabilisé et donc diffuserait au sein
de domaines qui sont détectables par TIRF. Autrement dit GEF14 ne serait pas nécessaire pour
la formation des domaines de ROP6 mais conditionnerait son immobilité. Pour confirmer ces
hypothéses, il serait intéressant de tester la corrélation entre les nanodomaines de ROP6
observés en microscopie TIRF et la fraction immobile en microscopie sptPALM, en testant une
lignée p35s:GFP-ROP6xp35s :EOS-ROP6. Le rble fonctionnel des nanodomaines sera discuté

par la suite, en discussion générale.
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3) Chapitre Il : Mécanisme d’activation de la protéine GEF14 |ors
du signal osmotique

1) Introduction

Dans le chapitre 1, nous avons identifié la protéine GEF14 comme un acteur spécifique de la
signalisation osmotique. Lors du signal, GEF14 agit sur la dynamique de ROP6 et ainsi pourrait
contréler la spécificité du signal osmotique. Mais nous avons aussi montré que GEF14 dans sa
forme entiere ne peut pas activer ROP6 en systeme hétérologue. Ainsi, cette protéine doit étre
activée a la suite de la stimulation osmotique. Dans ce chapitre, nous avons cherché a

comprendre comment GEF14 pouvait étre activée lors du signal osmotique.

1.1) Phosphorylation des GEF

Parmi toutes les modifications post-traductionnelles, la phosphorylation des GEF semble étre
une modification majeure permettant leurs régulations. Chez I'animal, les phosphorylations
peuvent avoir des effets sur la fonction des GEF via différents mécanismes. Par exemple, la
phosphorylation peut agir sur la localisation subcellulaire des GEF. C’est le cas de la
p115RhoGEF qui peut étre phosphorylée dans son domaine plekstrin homology (PH)
(Rosenfeldt et al., 2006; Siehler, 2009). Ce domaine est responsable de |'association de
p115RhoGEF avec les lipides anioniques de la membrane, ce qui est nécessaire pour activer
les Rho GTPases (Chikumi et al.,, 2002). La phosphorylation peut aussi agir sur la
conformation des GEF. C’'est le cas des RhoGEF PGR et LARG qui sont phosphorylées dans
leur C-terminal permettant de réguler positivement I'activité de ces GEF (Chikumi et al., 2002
). De manieres intéressante, la phosphorylation peut étre soit un acteur positif ou négatif de
la fonction des GEF. La GEF-H1 est régulée positivement lorsque le résidu Thr-678 est
phosphorylé mais une phosphorylation sur les résidus Ser-959 et Ser-885 entrainerait un

effet négatif sur son activité.

Les GEF de plantes peuvent également étre phosphorylées. Une kinase s’avere
particulierement intéressante pour cette fonction. Il s’agite de la kinase AtPRK2 qui interagit
avec certaines GEFs. L’activité kinase de AtPRK2 semble nécessaire pour le contréle de la
croissance du tube pollinique car la surexpression du domaine PRONE de GEF1 complémente

le phénotype de défaut de croissance induit par une version kinase inactive de AtPRK2 (Chang
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et al., 2013). De plus, AtPRK2 phosphoryle GEF1 in vitro et la surexpression du mutant
GEF15%604/5480A montre pas d’effets sur la croissance du tube pollinique (Chang et al., 2013). Ces
résidus sont situés a la jonction entre le domaine PRONE et le C-ter de la protéine. lls
pourraient ainsi avoir un effet sur la structure de la protéine en libérant le C-ter du domaine
catalytique PRONE, activant de ce fait la protéine. De méme, le C-terminal de ROPGEF12 a été
rapporté comme région inhibitrice (Zhang and McCormick, 2007; Chang et al., 2013). En effet,
la mutation S510D, mimant une phosphorylation constitutive, permet de lever 'inhibition du
C-terminal de GEF12. D’autre exemples existent dans le modele riz. Lors de la signalisation
chitine, OsCERK1 (Chitin Elicitor Receptor Kinase 1), un récepteur a domaine lysine (LysM),
permettrait la phosphorylation de OsGEF1 en particulier le résidu S549 (Akamatsu et al., 2013).
De maniére intéressante, ce résidu semble étre capable de lever I'auto-inhibition de la protéine
OsGEF1. Effectivement, une mutation S549D située dans le domaine C-ter de la protéine est
suffisante pour activer OsRAC1 (Akamatsu et al., 2013). D’autres kinases comme FERONIA ont
été décrites comme interagissant avec des GEF, c’est le cas GEF1/4/10 mais également GEF14
dans le cadre respectivement du développement du poil racinaire et des cellules de I'épiderme
de la feuille (Duan et al., 2010; Li et al., 2018). Cependant, un réle de la phosphorylation dans

ces contextes n’a pas encore été établit.

Comme les exemples animaux précédemment cités, on observe également des
phosphorylations induisant une régulation négative de I'activité des GEF de plantes. C’est le
cas de la relocalisation et de la dégradation de GEF1 lors de la réponse a I’ABA (Li et al., 2016).
Sous signal ABA, CPK4 serait activé et interagit avec GEF1 (Li et al., 2016; Li et al., 2018). Elle
phosphoryle ensuite GEF1 dans son N-Terminal et le résidu S51 semble particulierement
important pour la stabilité de la protéine. A I'inverse, ABI1 une phosphatase de la classe des
PP2C (Protein Phosphatase 2C), permet en |'absence d’ABA la stabilité de GEF1. Alors que
I'activité de cette méme phosphatase sur GEF1 serait inhibée en présence d’ABA (Chen et al.,

2016).

Pour conclure, il semble que la phosphorylation est un mécanisme majeur de la régulation de
I'activité des GEF. De plus, les régions N et C terminale des GEF a domaine PRONE sont des
régions régulatrices de leurs activités et ainsi, probablement des cibles pour Ila

phosphorylation.

92



1.2) Objectifs

Mon objectif est de mieux comprendre comment GEF14 est activé par le signal osmotique.
Dans ce deuxieme chapitre, j'ai cherché a identifier les modifications post-traductionnelles
présentes sur la protéine GEF14 qui pourraient agir sur sa fonction. Je me suis centrée sur les
évenements de phosphorylation. Effectivement, il semble par la littérature qu’il s’agit d’une
des voies majeures de modulation de I'activité des GEF. Pour cela j'ai conduit une expérience
de phosphoprotéomique ciblée sur la protéine GEF14. Ensuite, j'ai analysé les données de
spectrométrie de masse afin d’identifier de potentiel interactants de GEF14 en réponse au
signal osmotique. Ce travail a été fait en collaboration avec Véronique Santoni, une chercheuse
experte en protéomique et Valérie Rodfidal ingénieur de la plateforme de spectroscopie de

masse de l'unité.
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Figure 16 : Design expérimental

Des plantules de 7 jours exprimant p35S:GFP-GEF14 sont réparties en deux conditions : la condition
hyperosmotique consistant a disposé dans les boites une solution de sorbitol a 300mM durant 30
minutes puis sont extraites de la boite et broyés. La condition controle consiste a broyer directement
les plantules. Par condition nous réaliserons 6 répliquas biologique. Pour chaque répliquas nous
réalisons des Co immunoprécipitations a I'aide d’un anticorps anti-GFP de la protéine GFP-GEF14 puis
nous réaliserons de la spectrométrie de masse afin d’identifier les sites de phosphorylation.
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2) Résultats

Nous nous intéressons donc a l'identification des sites de phosphorylation, potentiellement
impliqués dans la régulation de GEF14. Afin de faciliter la compréhension des résultats, je vais
détailler de maniere succincte le design expérimental de cette étude. Nous avons choisi une
approche de protéomique ciblée a partir de I'immunopurification de GEF14 taguée. Aprés
des essais préliminaires, le signal obtenu a partir de la lignée pGEF14 :cit-GEF14 s’est avéré
trop faible pour I'analyse en masse. Effectivement, GEF14 a un profil d’expression trés restreint
dans la racine. Afin de palier a ce probléme, la lignée p35S :GFP-GEF14 a été utilisée. Deux
conditions ont été utilisées : soit contrdle, soit aprés I'application d’un signal osmotique
pendant 30 minutes (sorbitol 300mM). Pour chaque condition nous avons réalisé 6 réplicas
biologiques (Figure 16). Le fait de croiser ces deux conditions a pour objectif d’identifier des
potentielles phosphorylations régulées par le signal osmotique mais aussi d’analyser le
protéome GFP-GEF14 dans les deux conditions. Cette comparaison pouvant révéler des

interactants potentiels impliqués dans la régulation de GEF14 lors du signal osmotique.

MMLMRRRLACCSREREISIDFDEHEQDKMITYYGLETCIINNQSYEEES
GTSRGDGCLTDSLDDDAFSSCSSSKDASSSFSSKWLPMKNDEHSCDGL
NLSGRSQHFDAKEKKKQGYGSSQHFDAKEKPGYVYCHLDVEAMKEK
FSKLLLGEDVTGGCKGVQVALALSNAVTHLATSIFGELWKLEPLCEEKKQ
KWRREMDWLLSPTNYMIELVPSKQNDANGRSLEIMTPKARADIHM
NLPALQKLDSMLIETLDSMVNTEFWYSEIGSRAEGKNKSTSESKRWWL
PSPQVPKPGLSNSGRKKLLDKGKVVYQVFKATKAINENILLEMPVPIVI
KEAIPKSGKNSLGDELYKMLAVESATVDEIFISLNLGTEHAALETVNKLES
AMFAWKERITEQGSNGKSPVRASWSFAKDPLSEIGRNESLLNRAEAL
RTQIKSKHPNLPHSFLDATKIQYDKDIGHAVLEAYSRTLANLAFRILSRM
GEILKEDSLSNPNSPAPPSCFPSSRDPYRTPERPLLSSRVRHSLTDDMN
KADGTETGLDFLFADAKASNSVNTTPSRSSRLWCLSKVPSDTSP*

Figure 17 : Représentation de la couverture de la séquence de GEF14

Les peptides en gras de GEF14 sont les peptides identifiés par protéomique sur la lignée p35S:GFP-
GEF14.
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2.1) Identification des sites de phosphorylation

En considérant tous les échantillons confondus sans seuillage 16 427 séquences peptidiques
ont été identifiées dont 253 séquences portant une phosphorylation, soit 1,5% des peptides.
Pour tout le reste de I'analyse, I'intensité des signaux peptidiques a été normalisée et nous
avons appligué un seuillage sur les peptides. Il faut qu’il soit retrouvé dans au moins 4 réplicas
sur 6 pour étre validé. Aprés application de ce seuillage, plus que 15 992 peptides sont
présents. La couverture de séquence de la protéine GEF14 est assurée par 68 séquences dans
la condition contréle et 66 pour la condition osmotique (Sorbitol 300mM, 30 min) (Figure 17).
Cette donnée est importante car elle montre que 83 % de la séquence de la protéine est

couverte par l'analyse.

er
>At GEF14

MMLMRRRLACCSREREISIDFDEHEQDKMITYYGLETCIINNQSYEEESGTSRGDGC
LTDSLDDDAFSSCSSSKDASSSFSSKWLPMKNDEHSCDGLNLSGRSQHFDAKEKKK
QGYGSSQHFDAKEKPGYVYCHLD
VEAMKEKFSKLLLGEDVTGGCKGVQVALALSNAVTHLATSIFGELWKLEPLCEEKKQ
KWRREMDWLLSPTNYMIELVPSKQNDANGRSLEIM PKARADIHMNLPALQKLDS
MLIETLDSMVNTEFWYSEIGSRAEGKNKSTSESKRWWLPSPQVPKPGL N GRKKL
LDKGKVVYQVFKATKAINENILLEMPVPIVIKEAIPKSGKNSLGDELYKMLAVESATVD
EIFISLNLGTEHAALETVNKLESAMFAWKERITEQGSNGK PVRA W FAKDPLSEIG
RNESLLNRAEALRTQIKSKHPNLPHSFLDATKIQYDKDIGHAVLEAYSRTLANLAFRIL
SRMGEILKEDSLSNP
NSPAPPSCFPSSRDPYRTPERPLLSSRVRHSLTDDMNKADGTETGLDFLFADAKASN
SVNTTPSRSSRLWCLSKVPSDTSP

N-ter

Figure 18 : Position des sites de phosphorylation détectés sur la protéine Gef14

Représentation schématique et séquence de AtGEF14. Le N-terminal est coloré en orange, le domaine
catalytique PRONE est coloré en vert et le C-terminal est violet. Les sites de phosphorylation détectés
sont notés en jaune.
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7 peptides de GEF14 ont été trouvés comme phosphorylés (tableau 1). 2 sérines et une
thréonine ont été identifiées avec une forte probabilité. Dans le cas du peptide
ASWSFAKDPLSEIGRNESLLNR et WWLPSPQVPKPGLSNSGRK, les sérines S409 et S411 ainsi que
S297 et S299 sont respectivement équiprobables. Ainsi, ces quatre positions sont
phosphorylées dans nos échantillons. Donc, au total, 5 sérines et une thréonine sont
phosphorylées. Tous les résidus se situent dans le domaine PRONE de GEF14 (Figure 18).
Cependant la fréquence ou nous retrouvons ces peptides dans nos réplicas biologiques reste
trop faible pour évaluer leurs variations en fonction du traitement. Seul le peptide
ITEQGSNGKSPVR contenant le site S404 respecte les conditions du seuillage (présent dans 4
des 6 réplicas). Il s'avere qu’il n’y est pas d’effet du traitement sur la phosphorylation de cette

position (Tableau 1).

Sites Site Probabilité du site Welch
modifiés  Phospho Phospho test
ASWSFAKDPLSEIGR NA S411 81% Néant
ASWSFAKDPLSEIGRNESLLNR NA S409 43% Néant
ASWSFAKDPLSEIGRNESLLNR NA S411 47% Néant
Déamidation
ITEQGSNGKSPVR S404 96%
@ N401 ? 0,367896
SLEIMTPK Oxidation o, 100% Néant
M228 ° ea
Déamidation i ,
WWLPSPQVPKPGLSNSGRK Q290 : N298 S297 50% Neant
Déamidation i ,
WWLPSPQVPKPGLSNSGRK Q290 : N298 S299 50% Neant

Tableau 1 : Tableau des sites de phosphorylation de GEF14

Les sites de phosphorylation détectés sont notés en orange, les modifications subit par le peptide sont
notées en bleu. La probabilité d’existence de ce site est évaluée en pourcentage. Un test Welch est
appliqué pour comparer la condition contréle et sorbitol lorsque cela a été possible (valide que pour le
peptide ITEQGSNGKSPVR).
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Sachant que le domaine PRONE des GEF est un domaine trés conservé, nous nous sommes
intéressés a la conservation de ces sites de phosphorylation que nous avons identifiée. Les
séquences de I'orthologue de GEF14 chez Arabidopsis lyrata (Al), Populus trichocarpa (Pt), Vitis
vignifera (W), Oryza sativa (Os), Physcomitrium patens (Pp) ont été comparées a celles
d’A.thaliana (At) (Figure 19). On observe de maniere générale une assez forte conservation de
ces sites de phosphorylation. Par exemple, la sérine S297 est conservée chez tous les
orthologues de GEF14 puis viennent les sites T229 et S404 qui sont présentent chez tous les
orthologues exceptés chez physcomitrium patens (Pp). Il est de méme pour la sérine S409, elle
est conservée chez tous les orthologues exceptée chez Populus trichocarpa (Pt). La sérine 411
semble moins bien conservée chez les orthologues de GEF14 absentes des espéces Oryza
sativa (Os) et Physcomitrium patens (Pp). Le site le moins bien conservé est la serine 299
absente de Vitis vignifera (Vv), Oryza sativa (Os) et Physcomitrium patens (Pp).

1229

AtGEF14 NGRSLEIHIIPKARADI
A1GEF14 HGRSLEIHIIPKARTDI
PLGEF14 NGRALEIHIIPKARADI
YvGEF14 NGRTLEIHIIPKARADI
0sGEF14 DGCTFEIHIPKARSDY
PpGEF1 DGSSTEVHITRPRSIDL
Consensus #6Gr. 1E'HEpkaR. Di

AtGEF14 OVPKPGL
A1GEF14 OVPKPGL
PLGEF14 OVPTHNGL
YvGEF14 OVPTTGL HE
0sGEF14 RYPDIGLSPFAQRNRLYF
PpGEF1 KVPYNGLISEEGRRNLQH
Consensus q¥YP..GLSE. R kL1,

ALGEF14 GSHNGKSPVR
ALGEF14 SSSGKSP
PLGEF14 VG=YKSPYRTPHSK VE
VYGEF14 YS=GKSPYRTSHSK Ik
0sGEF14 KS=KKSPGRHSHRFHE
PpGEF1 HS--NIARKSSHGHHE
Consensus +S..kspvr, sHsf k

Figure 19 : Conservation des sites de phosphorylation dans les orthologues de GEF14.

Alignement réalisé avec mutalin des différente GEF14 chez : Arabidopsis thaliana (At), Arabidopsis
lyrata(Al) ,Populus trichocarpa (Pt), Vitis vignifera (Vv), Oryza sativa (Os), physcomitrium patens (Pp) .
En vert les sites de phosphorylation identifié sur p35S:GFP-GEF14.
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Sachant que nous avons identifié¢ GEF14 comme spécifique de la signalisation osmotique, et
n’ayant pas identifié de site de phosphorylation signal osmotique spécifique, il serait alors
intéressant de connaitre si les sites de phosphorylation identifiés existent également chez des
GEF qui ne sont pas impliquées dans la signalisation osmotique. Pour cela, j’ai réalisé un
alignement entre la séquence de GEF14 et de tous les GEF que j'ai trouvé comme non
nécessaire a I'accumulation de ROS induit par le signal osmotique. On remarque que parmi les
sites communs a plusieurs GEF, la sérine S297 est la plus conservée (Figure 20). Vient ensuite
la sérine S404 conservée chez toutes les GEF alignées exceptée chez GEF3 et GEF1. Quant ala
sérine S409, elle est seulement commune avec GEF1. A contrario certaines positions semblent
plus spécifiques de GEF14 notamment T229, S299, et S411. Néanmoins, dans ces derniers cas

des sérines sont présentes en amont ou en aval du site.

ROPGEF14 MMLMRRRLACCSREREISIDFDEHEQDKMITYYGLE ICIIHQSYEEESGYSREDGCLTDSLDCI)RFSSCSSSKMSSSFSSD[PWDEHSCDGLNLSGWWEMQGYESWWEKPEY

ROPGEF1 SLSSEEDDEYS-SERCGSYSPSADISESESSSSFSCHRFDGEGA---SSSIPSSPRYVAGRGF YFPAPYHLPYIGGKDYVHDDKQOPDND
ROPGEF10 HFDGR--NSGHSSFSSRGDGHHTPEH--ELAGHAAPSTRRGKANR
ROPGEF11 HYKAMEQEQE T YKSRLFHFKNHNENSASRHYKSHSSDCANRNDGS~DNLDDDDNDHHHFRSQPGKCGSYDRPSLPIGGYTPNRNDKLPRYSSSDSHEALTIL

ROPGEF3 HENLSNPDENDD---HQSPRSIDONDQSAVETPYYSTHSIDSFVYPRTCSETTSG-FSDQIDE TNSFCSEASPCNHPYLTESKSSKC===m====~L SGLEHQSN---ECLYVQ

ROPGEF2 HENLPNHEENDDYGYHQSPGPIDPNDHSASETPYYSTHSTDSFAYHRTCSETSGGGF SDQIDETSSFCTEASPSDHPYLTESNNSASSNFPTVFDLKHNQIETD--~EHLAVQ

ROPGEF4 HESSSNSDONEGTPTSSYSSPYRRTYSDISG--LSHRFD-VQSFYNRPSNTNAYVLSGHEEDYSEDREEPKDDYYNDYHGDGDEEDSDID

CONSENSUS .ceccecececocsccececsssccscocscccsccscocscce Sececcccces SeeSececccs T dececocons Seeeecessccecssccccsscccccsscccsccns €oceee
T229

ROPGEF14  YYCHLDYEAMKEKFSKLLLGEDYTGGCKGYQVALALSNAY THLATSIFGELMKLEPLCEEKKQKHRREHDHLLSPTNYHIELYPSKONDANGRSLE INTPKARADIHMNL PALQKLDSHL I ===~
ROPGEF1 LS---EIEMMKERFAKLLLGEDHSGGGKGYCTALATISNALTNLSATYFGELMRLEPLAPOKKAMMRRELENLLCYSDSIVELIPSIQQFPGGGTYEIME TRPRSDL YANLPALKKLDANL I ===~
ROPGEF10  RS==--DHEVHKERFAKLLLGEDHSGGGTGETSALALSNALTKLADSHF GEQHKLOPHYPE TKENHRKEHGHLLSYIDHIVOF YPSRQHGKNGQF TEIHVTKQRDDLLTNIPALRKLDSYLL ===~
ROPGEF11  QA---ANEQHKEKFSKLLLGEDHSGGGKGYSSALALSNA-TNLAASAF GEQRRLEPHAYDRKTRHRREIGHLISYADYIVEFAPTQQTNKDGTSHEVHSTRORTOLLCNIPALKKLDANLL ===mmmmmme
ROPGEF3 EISEPELETHKERFAKLLLGEDHSGSGKGYCTAYTISNALITNLYATVFGONLRLEPLETEKRALHMKRENNCLLSYCDYIVEF IPRCONLSNGATYEVHESRPRADIYINLPALRKLDSHLH=mmmmmmme
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ROPGEF4  SAEDAELEMMRERFAKLLLGEDHSGSGKGYCTAVTYSNSITNLYATYFGOSLRLOPLSTEKKDLHKRENNCFHSICOYIVEVIPR===~SLGTNVEITETKLRSDILHSLPALRKLONHLH=mmmmmmmme

Consensus .....e.E . HkErFaKLLLGEDnsGggkGvctAla, SNaiTnl ,atvFGE, ,rL8PS, , 8kk, HrrEn, wllsv, #yivefiP, .q...nG, . .E!netr R, Di, .n1PALFKLDSAL . 0vreeans
$297 $299
ROPGEF1q =======meeeeeeeeeeeeef TLDSHYNT ~EFHYSEIGSRAEGKNK======mm====STSESKRHHL PSPQYPKPGLSNSGRKKLLDKGKYYYQVFKATKAINENILLEMPYPIVIKEAIPKSGKNSL
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ROPGEF2 IINKIDSVNIPHKSHSLCFIJ]ERLDSFOKT-EFNYﬁEEGSLSmSTRSﬂ-IGSFRKVIVORKEEKHIILPIPLVPLQGLSEKRRKIJLKSKRESTNQIuKRﬂNﬂINSSILGEmIPDSYmILPKSGKﬂSY
ROPGEFq ———eec—eccccccecccaaaa| EILDSF TEN-EFHYYVERGSSSHNSGGGGRDSGTFRKYYYQRKDEKHHLPYPCYPAEGL SEEERKHLRHKRDCASOTHKAALATNDSTLNDHDIPDSYLTTLPKSGKASY
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$404 S409 S411
ROPGEF14  GDELYKHLA-YESATYDEIFISLNLGTEHAALETYNKLESANFAKKERTTEQGSNGKSPYRASHSF ~AKDPLSEIGRNESLLNRAEALRTQIKSKHPNLPHSFLOATKIQYDKDIGHAYLERYSRTLANL

ROPGEF1 GEIIYQYLT-ANKFSPECLLDCLDLSSEHQTLEIANRIEARYHYHROKNGRRHKKQAKLKLSSHGGKYKGLYNDNERNDFLYQRAETLLQSLR-RFPGLPQTTLONNKIQYNKDVGQSILESYSRYHESH
ROPGEF10  GDFLYKSIT-EESFDPDYFVSFLDLS-EHKVLDLKNRIEASHYIHKRKHCQKEKDGKSQ===~HGSTYS====~LEKRELFEVRAETILVHLKQQFPGIPQSSLEVSKIKNNKDVGQATLESYSRYLESL
ROPGEF11 BUVIYR"I'-VEllFDﬁDQFI.IEHDLSSEHKILDLKNRIERSIVIII(RKNVQK-—I"KSP---NGSYVS----IEKREWEERRETILLLLKQGFPGISQSSLDISKIQFNRDVGLRILESYSRVLESL

ROPGEF3 GDSIYRYHSGSGRFFPE QLLD: C-LN- TVHAERAETLLFCLKQRYPELSQTSLDICKIQYNKDVGKAVLESYSRYLEGL

ROPGEF2 EmIYRHI"SSGRFSPE-LLDRLKIVSEIEHLQLRDRVERSHYTm-tNNSKSS“-—-IMVKMNSI'lERSII(NYVLHERRESLLFCLKQRYPELSOTSLDICKIKNKUVGKRVLESYSRVLEGL
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Figure 20 : Conservation des sites de phosphorylation de AtGEF14 chez des GEF racinaires
d’Arabidopsis thaliana.

Alignement réalisé avec mutalin de GEF1, GEF2, GEF3, GEF4, GEF10, GEF11 d’Arabidopsis thaliana. En
rouge les sites de phosphorylation identifiés de GEF14 dans ce chapitre.



2.2) Interactome de GEF14

Outre l'identification des sites de phosphorylation, cette approche protéomique permet de
révéler les protéines co-purifiantes avec GFP-GEF14 lors de I'immunoprécipitation en fonction
du traitement. La validation de la présence d’une protéine dans un échantillon est basée sur
la reconnaissance d’au moins deux peptides dont un peptide spécifique de la protéine. La

guantification du signal obtenu a été réalisée par label free quantification (LFQ).

Ainsi, pour tout réplica confondu nous avons identifié et quantifié 1 853 protéines pour la
condition contrdle, et 1 843 pour la condition osmotique (sorbitol 300mM). Nous appliquons
un seuillage de présence/absence, ou une protéine est considérée présente lorsqu’elle est
présente dans au moins 4 réplicat sur 6. Parmi toutes les protéines identifiées, 1 754 sont
communes entre la condition controle et le sorbitol (Figure 21). En appliquant le seuillage
présence/absence, 110 protéines sont retrouvées dans la condition osmotique et non en
condition contréle. Cependant il est important de noter qu’aucune protéine est strictement
absente de la condition controle (soit dans zéro réplica). A contrario on retrouve 115 protéines
spécifiques de la condition contréle, mais seule une protéine est strictement absente du
traitement sorbitol. Cette protéine est Lipid Transfer Protein 1 (LTP1) (AT2G38540), qui code

pour lipide transférase non spécifique.

B3 Controle
O Sorbitol 300 mM
O  Controle & S300

Figure 21 : Diagramme de Venn représentant les nombres de protéines copurifiant avec GEF14 en
condition sorbitol 300 mM et controle

Ensemble de protéines copurifiant avec p35S:GFP-GEF14 présente dans au moins 4 réplicas en
condition contréle ou en condition sorbitol. L'identification de ces protéines est permise par Maxquant
(normalisation Lfq).
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Pour les 1 754 protéines communes a la condition contréle et au traitement sorbitol, nous
avons comparé leurs accumulations relatives. Ainsi, les variations d’abondances des protéines
peuvent changer de maniére assez importante entre les deux types d’échantillon avec des cas
extrémes proches de plus ou moins 10 fois. Vingt protéines passent le seuil de significativité
de pvalue<0.05% (Figure 22). Parmi ces 20 protéines, 5 sont régulées positivement et 15
régulées négativement (Tableau 2). Aucunes de ces protéines codent pour des kinases ou des
phosphatases. Néanmoins, deux kinases semblent régulées par le signal osmotique. Il s’agit de
Calcium dependant protein kinase3 (CPK3 ; +42% en condition de traitement ; pvalue=0.057)
et Cystein-rich receptor like kinase 29 (CRK29 ; -23% en condition de traitement,
pvalue=0.058). De son coOté la phosphatase avec la p-value la plus faible est PP2C induced by
AVRRPM1 (PIA1 ; -33% en condition de traitement, pvalue=0.071) dont I'accumulation

diminue en présence de sorbitol.

0.003 4 ® AT5G08420.1
B Régulée négativement par le Sorbitol
B Régulé itivement par | rbitol
) © ATSG 1 Régulée positivement par le Sorbito
g 0.01- B Non-Significatif
— ATA4G32400.1 OQ)ATIGSSZIO.Z
© AT3G13590.1 ©AT1G79090.3
> ®AT5G41210.1
6. AT1G15980.1 9
1 AT5G62340.1 @AT4G29510.1
~— 0 03 - AT5G10160.1 © ® OAT5G5085 ®AT3G13940.1
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1= [ - ATSGESce01eq, ATIgaSI0L 1 _ __
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Figure 22 : Volcano plot montrant les données protéomiques.

Ces points représentent la p-value a I'échelle (—log10) d’un test Welch a 5% en fonction du ratio S300
sur la condition contrdle des intensités normalisées (log10). La ligne horizontale en pointillé représente
le seuil de significativité (p-value a 5%, test Welch). Les deux couleurs bleue ou rouge indiquent les
protéines régulées négativement ou positivement par le Sorbitol.
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Proteine

ID Nom de la Protéine Fonction S300/contréle Références
AT5(()31016 No name Thioesterase superfamily protein | 0,49179343 NC
AT4G3240 SHS1 sodium hypersensitive Transmemprane t.ransport/ ABA 0,55108545 (Inan et al., 2007)

0.1 insensible
AT5G5566| DEK domaln—c'ontalnlng c.hromatln Histone interaction 0,62090022 NC

0.1 associated protein
AT1G8041

0.1; Développement embryonnaire/ .
’ AtNAA l.
AT1G8041 t 15 dormance/ sécheresse 0,64386575 (Linster et al., 2015)

0.2

AT1G5521
0.2; . . . . . .
AT1G5521 Disease resistance-responsive Métabolisme carboné 0,64990884 (Matsuda et al., 2010)

0.1
AT3G1359| Cysteine/Histidine-rich C1 d i S . .

ysteine/His raine-rich omain Réponse a I'acide jasmonique 0,65332028 (Wilson et al., 2005)

0.1 family protein
AT1G1598|NDH-DEPENDENT CYCLIC ELECTRON Transport d'electron dans le .

01 FLOW 1 photosysteme 0,67595653 | (Takabayashiet al., 2009)
AT5G5460

0.1; . - .
AT5G5460 PLASTID RIBOSOMAL PROTEIN L24 Traduction plastidiale 0,68379819 (Bakshi et al., 2023)

0.2

Plant invertase/pectin e S

AT5G6234 methylesterase inhibitor Regulateur negaFlf des activités 0,69874866 | (Schwager et al., 2007)

0.1 . . catalytiques

superfamily protein

AT1G7909 Impliqué dans phosphorylation de
0.3;AT1G7| ARABIDOPSIS HOMOLOG OF YEAST MF{’K;‘ e Onsi PAFI)VIPr/ymaintien 069936566 (Yu et al.,, 2016)
9090.2;AT PAT1 des ceﬁules du meristame ’ (Roux et al., 2015)
1G79090.1]
AT3G6122
0.1;AT3G6 . NAD(P)+/Menthol dehydrogenase .
1220.2:AT SDR gene family activity 0,70826653 | (Bhandari et al., 2010)
3G61220.3]
AT5G0865 - . . -

] CPLEPA/GTP-binding protein LepA [Synthése des protéines en condition (Bach-Pages et al.,
0.1;AT5GO - 0,7096586

8650.2 homolog critique dans le chloroplaste 2020)

AT5G4 TATHIONE S-TRANSFERA! | hi fi 8 li .

5G4121| GLU ONE S SFERASE |Glutathione trans erase'/metabo isme 0,71504456 (Dixon et al., 2009)

0.1 THETA 1 carbonné
AT3G4991 . L .

01 RIBOSOMAL PROTEIN UL24Z, UL24Z| traduction machinerie ribosomale | 0,73611276 (Scarpin et al., 2023)
AT5G5085 MAB1 Developpement embryonaire/ | o o) 1595 | (jyranicet al, 2012)

0.1 polarité cellulaire/identité cellulaire
AT4G2951| ARABIDOPSIS THALIANA ARGININE | Has arginine N-methyltransferase .

0.1 METHYLTRANSFERASE 11 activity/ RNA métabolisme S | Vuranicetal, 2012)
AT3G0963

0.1; ribosomal protein L4/L1 Negative regulation of xylem 1,33497674 |  (Scebba et al., 2007)
AT3G0963 P differentiation g v

0.2
AT5G0842|RNA-binding KH dor.naln-contalnlng Regulée postlvgment par I'ABA/ 2,03143083 (Guo et al., 2009)

0.1 protein regulation RACK1
AT3G5238( CHLOROPLAST RNA BINDING A -

01 PROTEIN 33A Activité plastidiale 2,46666684 (Teubner et al., 2016)
AT3G1394| Light-harvesting chlorophylla/b- . R (Asencio-lbanez et al.,

01 binding protein (CAB-4) Photosynthése activité 4,31854868 2008)

Tableau 2 : Tableau des protéines significatives communes entre la condition contrdle et S300

Ces protéines sont communes a la condition sorbitol et condition controle ont un rapport d’intensité
normalisée s300/ST significatif (pvalue test Welch <0,05). Les protéines en rouge sont régulées
positivement par le sorbitol et en bleu négativement. NC : non-communiqué.
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3) Discussion

3.1) Design expérimental

Une remarque importante concerne notre manque de contréle de l'effet traitement.
Effectivement, nous ne n’avons pas de moyen de vérifier si notre traitement fonctionne
correctement. Par exemple, la manipulation des échantillons avant congélation pourrait créer
un stress, méme en condition controle, et induire des réponses artéfactuelles. Ceci pourrait
expliquer le manque de différence entre le traitement osmotique et la condition contrdle dans
le protéome, ou encore dans la quantification des peptides phosphorylés. De plus, nous avons
réalisé cette étude sur la plante entiere avec une lignée de surexpression, par conséquent
notre signal pourrait tres bien étre noyé. En effet dans le protéome de GEF14, on remarque de

nombreuses protéines en lien avec les régulations photosynthétiques (Tableau 2).

Par ailleurs, il est intéressant de noter que nous avons effectué cet interactome sans controle
négatif d’interaction (interaction avec la GFP ou contaminant de la colonne de purification).
Cependant, le fait d’utiliser deux conditions nous permet de voir les interactions qui varient
en fonction du traitement, ce qui est peu probable pour des contaminants. Dans tous les cas,
les résultats obtenus doivent étre pris avec précautions et des validations par des approches

orthogonales seront nécessaires.

3.2) lIdentification et capacité de détection des sites de phosphorylation lors du signal
osmotique

Nous avons identifié 6 sites de phosphorylation a partir de I'immunopurification de GFP-GEF14
en condition contréle et aprés un traitement osmotique. Bien que la couverture de la séquence
protéique (Figure 1) soit bonne aucune phosphorylation n’est dans les domaines C-ter ou N-
ter de GEF14. Effectivement, les GEF sont régulées par la phosphorylation plutot sur les parties
C-ter ou N-terminal de la protéine. Néanmoins, un article mentionne également des
phosphorylations dans le domaine PRONE lors d’essai de phosphorylation in vitro (Li et al.,
2018).

Nous n’avons pas pu identifier de variation quantitative de phosphorylation en fonction du
traitement. Pour avoir une idée de la régulation par le signal sur ces sites il aurait été
intéressant alors d’augmenter le nombre de réplicas afin d’apporter des informations sur le

lien entre les sites identifiés et leur régulation par le signal ; voir en identifier d’autres. En effet,
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les protéines phosphorylées coexistent avec leur forme non phosphorylée mais reste bien
souvent moins abondante. Il est donc important d’augmenter le nombre de phosphopeptides
avant la spectrométrie de masse. Des techniques d’enrichissement permettent d’accroitre
I'identification des phosphopeptides, elles reposent sur la modification chimique en
enrichissant en phosphate, la chromatographie d’affinité capturant les peptides et ayant des
phosphates chargés négativement sur une matrice positivement chargée ; ou bien
I'immunoprécipitation par des anticorps phospho-spécifiques. Nous avons fait le choix de ne
pas enrichir dans cette étude mais ceci pourrait étre une piste d’amélioration. Néanmoins,
I'expression ectopique de GEF14 dans d’autres tissus pourrait toujours entrainer des

phosphorylations non liées a la signalisation osmotique.

3.3) Conservation des sites

Sachant que la phophorylation des sites de GEF14 n’a pas montré de variation d’abondance en
fonction du traitement, nous avons testé leurs conservations d’une part entre les différentes
séquences GEF14 chez les plantes, et d’autre part entre différents isoformes de GEF chez
A.thaliana. Cette étude de la conservation des sites de phosphorylation permettrait de déduire
si certains sites étaient associés spécifiquement a GEF14. Effectivement, nos données
montrent que GEF14 est nécessaire pour induire le signal osmotique ; et non GEF1, GEF2,
GEF3, GEF4, GEF10 et GEF11. Ainsi T229, S299, et S411 sont présents que chez GEF14. Ces sites
pourraient étre impliqués dans la signalisation osmotique. Néanmoins, il a été noté que des
sérines sont souvent a proximité de la position identifiée. L'étape suivante serait de réaliser
différentes versions mutées de ces sites. Les versions de GEF14 contenant des sites mutées
phospho dead ou phosphomimetic pourrait étre testées avec les senseurs d’activation FRET i-
ROP. Cela permettra de tester en systeme hétérologue I'impact de la phosphorylation de la
GEF14 sur I'activation de ROP6. Ensuite, ces versions mutées pourraient étre utilisées pour

complémenter une lignée gef14 et nous pourrions tester I'accumulation de ROS.

3.4) Candidat potentiel de la régulation de GEF14

L'interactome de GEF14 issu de cette analyse nous révéle qu’une seule protéine est spécifique
stricte de la condition contrdle. Cette protéine, AT2G38540, est présente en condition controle

(plus de 4 réplicas sur 6) et absente stricte de la condition sorbitol (0 réplica sur 6). Ce géne
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code pour une lipide transférase, LIPID TRANSFER PROTEIN 1 (LPT1). Ces protéines permettent
grace a une cavité hydrophobe le transport de lipides. De maniere intéressante, il a été montré

gue I'expression de LPT1 change en réponse au stress osmotique (Skirycz et al., 2010).

Parmi les protéines co-purifiées dont la quantité varie en fonction du traitement (Figure 6),
nous nous intéressons en premier lieu aux candidats qui sont exprimés dans le méme type
cellulaire que GEF14. C’est-a-dire les trichoblastes. L’évaluation de I'expression dans les

trichoblastes a été réalisée a I'aide de la base de données single cell (Denyer et al., 2019).

C’est le cas de SHS1 (sodium hypersensitive proteine) (AT5G08420) qui code pour une RNA
binding protein. Il semble étre un candidat d’intérét car il est impliqué dans de nombreux
stress (Linster et al., 2015). Sa perte de fonction montre une hypersensibilité au stress salin,
une perte de sensibilité a I’ABA, et une hypersensibilité au sucre (Inan et al., 2007). D’autres
génes comme DEK domain-containing chromatin associated protein (AT5G55660), AtNAA15
(AT1G80410), et PLASTID RIBOSOMAL PROTEIN L24 (AT5G54600) sont également fortement
exprimées dans les trichoblastes. La Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor
superfamily protein (AT5G62340) est quant a elle fortement exprimée dans la coiffe des
racines latérales dans les trichoblastes et les atrichoblastes. De plus cette protéine serait
impliquée dans la régulation de la pectine par conséquent pourrait étre intéressante pour la
signalisation osmotique dans la conservation de I'intégrité de la paroi comme le montre son
interaction avec FERONIA (Smokvarska et al., 2023). La PAT1 (ARABIDOPSIS HOMOLOG OF
YEAST PAT1) est

exprimée dans les trichoblastes ainsi que les atrichoblastes. Elle semble particulierement
intéressante comme candidat par son implication dans la signalisation PAMP. En effet cette
protéine serait phosphorylée par MPK4 ; par la suite PAT1 modulerait I’expression des génes

de I'immunité (Roux et al., 2015).

D’autres génes sont exprimés dans toute la racine comme la GLUTATHIONE S-TRANSFERASE
THETA 1 (AT5G41210) et la RIBOSOMAL PROTEIN UL24Z, UL24Z (AT3G49910) (Miao et al.,
2006). Mais I'expression de cette derniere est nettement plus élevée dans les trichoblastes et
les atrichoblastes (Scarpin et al.,, 2023). Une autre protéine est exprimée de maniére
ubiquitaire dans les tissus de la racine. Il s’agit de MAB1 (AT5G50850). Chez le mais, MAB1 a
été montrée comme impliquée dans le développement des lignées germinale. De plus elle

semble étre impliquée dans la division asymétrique des cellules mais aussi elle seraitimpliquée
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dans la polarité des cellules. De plus MAB1 pourrait interagir avec une sous unité des

microtubules (Juranié¢ et al., 2012).

Parmi les genes régulés positivement par le signal osmotique, ARABIDOPSIS THALIANA
ARGININE METHYLTRANSFERASE 11 (AT4G29510) est exprimée dans tous les tissus. La RNA-
binding KH domain-containing protein (AT5G08420) est exprimée également dans tous les
tissus, et a été cependant rapportée comme régulée positivement par I'ABA. Le géne
AT3G52380 est tres faiblement exprimé dans la racine, cependant I’expression relevée dans la
racine est essentiellement trichoblastique et liée a la signalisation froide (Li et al., 2014b). La
protéine AT3G13940 est fortement régulée positivement par le signal osmotique, de plus elle
est essentiellement exprimée dans les cellules épidermiques (trichoblastes et atrichoblastes).
Cependant peu d’information a été répertoriée sur cette protéine. Il semblerait qu’il s’agit
d’une DNA binding/DNA-directed RNA polymérase impliquée dans la carence de fer et de

cuivre (Garcia-Molina et al., 2020).

En revanche, aucun de ces genes aurait un lien direct avec la régulation de I'activité de GEF14.
Effectivement, avec un seuil de statistique de 0.05%, nous n’avons pas identifié de potentielles
kinases ou phosphatases qui seraient des régulateurs de la phosphorylation de GEF14.
Néanmoins, en explorant de maniére moins stringente les données, trois candidats
intéressants sont apparus : deux kinases et une phosphatase. La phosphatase PP2C induced
by AVRRPM1 (PIA1 ; pvalue=0.071) fait partie de la famille des PP2C. Bien que non significative,
sa quantité avec GFP-GEF14 diminue de 33% aprés un traitement sorbitol. Les PP2C sont
connues pour agir sur SNRK2 lors de la signalisation ABA. Par ailleurs, cette phosphatase serait
régulée négativement par le signal osmotique (Takahashi et al., 2020). De plus cette
phosphatase a été répertoriée dans d’autre signalisation comme dans I'immunité contre

Pseudomonas syringae.

D’autre part, 2 kinases sont aussi des candidats intéressants. Il s’agit de CPK3 (pvalue=0.057)
et CRK29 (pvalue=0.058). Alors que CRK29 est moins présent en condition de traitement (26%),
CPK3 semble s’accumuler avec GFP-GEF14 (41%). Les CRK (Cytsein riche receptor kinase)
possedent un domaine transmembranaire, un domaine kinase ainsi qu’'un domaine
extracellulaire riche cystein, sensible aux ROS. Chez crk29, une suraccumulation des ROS au
niveau des feuilles a été observée en réponse aux pathogenes. Curieusement, et malgré cette

augmentation de ROS, le mutant crk29 est plus sensible a Pst DC3000 (Zhang et al., 2023)
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(Bourdais et al., 2015). Sa localisation et son réle dans la régulation des ROS la rendent

particulierement intéressante.

CPK3 (At4g23650) est exprimée dans tous les tissus racinaires. Cette kinase est régulée par le
calcium et est associée a la membrane plasmique. De plus, elle a été montrée récemment dans
un papier « pré-print », comme formant des nanodomaines lors de son activation (Jolivet et
al., 2023). De maniére intéressante, CPK3 est liée a la réponse au stress salin, qui a une
composante osmotique. En effet elle active les "Mitogen-Activated Protein Kinase" MAPK4 et
MAPK6 (Mehlmer et al., 2010) permettant de transduire le signal. De plus, les plantes perte
de fonction pour CPK3 entrainent des phénotypes d’hypersensibilité au stress salin. Ainsi, CPK3

apparait comme une kinase tres intéressante, agissant potentiellement sur GEF14.

Le role de ces différentes kinases et phosphatases sera implémenté dans le modele de

régulation que je propose a la fin de mon manuscrit de these.
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4) Discussion générale

L'objectif majeur de ma these était de comprendre comment le signal osmotique engendre
une réponse spécifique alors que ROP6 semble commune a plusieurs voies de signalisation.
Pour ce faire, j'ai cherché a comprendre comment ROP6 était activé lors de la signalisation

osmotique.

Il existe deux voies ROP6-dépendantes permettant I'accumulation de ROS lors d’un signal
osmotique. L'une impliquant I'acrobate et le fer, et I'autre enzymatique a travers I’activation
des NADPH oxydases de la membrane plasmique ou des RBOH. Dans cette étude, je me suis
concentrée sur les RBOH car elles sont les mieux comprises. L'étude de cette cascade de
signalisation ROP6/RBOH implique de s’intéresser aux interactions physiques et fonctionnelles
des différents acteurs impliqgués mais aussi a mieux comprendre leurs organisations dans la
membrane. Effectivement, il a été montré que ROP6 et RBOHD colocalisent dans des
nanodomaines, ce qui est corrélé avec une accumulation de ROS dans les cellules lors de la
signalisation osmotique. Par conséquent, nous avons utilisé cette accumulation de ROS
comme un marqueur de la signalisation osmotique pour identifier I'activateur de ROP6. De
maniere surprenante, parmi celles que j’ai testé, seule GEF14 est nécessaire a I'accumulation
de ROS induit par le signal osmotique. GEF14 est aussi apparue comme un acteur agissant
spécifiguement dans cette voie de signalisation. Elle ne semble pas nécessaire pour I'induction
d’autre cascade de signalisation médiée par ROP6 (Gorgues et al., in prep). De maniere plus
fine, nous avons montré que GEF14 agit génétiquement en amont de ROP6 et que le domaine
PRONE de GEF14 peut seul activer ROP6 en systéme hétérologue. Nous avons également
étudié I'impact de GEF14 sur la localisation des acteurs ROP6 et RBOHD. Nous montrons que
GEF14 semble étre essentielle a I'immobilité de ROP6, et ce de maniére spécifique au signal
osmotique. De plus, nous avons montré que GEF14 est une protéine principalement présente
dans les cellules trichoblastiques et que sa localisation change lors de I'application d’un

traitement osmotique.

Dans une optique d’accroitre nos connaissances sur les mécanismes de perception du signal
osmotique, j'ai cherché a mieux comprendre comment GEF14 était activée. La
phosphorylation a été montrée comme une modification post traductionnelle centrale dans

I'activation des GEF. Par conséquent, nous avons cherché et identifié 5 sites de
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phosphorylation de GEF14 et aussi étudié son interactome, révélant des kinases et une

phosphatase comme des candidats d’intérét.

Un réle différentiel pour I'activation et le clustering de ROP6 dans I’accumulation de ROS lors du
signal osmotique

Le role d’activateur de GEF14 a déja été discuté dans le chapitre 1. Nous discuterons ici du role
fonctionnel de l'activation et du clustering de ROP6. L’expression d’une forme ROP6-CA
(constitutive active) accumule constitutivement ROS, interagit avec RBOHD et forme des
nanodomaines en absence de signal biologique (Smokvarska et al., 2020). Ces observations
supposent que l'activation des ROP permets leurs interactions avec les protéines effectrices.
Par exemple il a été montré que ROP11-CA interagit avec RbohF dans le poil racinaire (Yan et
al., 2016). Ainsi, notre hypothese principale réside en ce que GEF14 contrdlerait I'activation de
ROPS6, conditionnant a la fois son clustering et son interaction avec les protéines effectrices
telles que RBOHD. Mais paradoxalement, et en opposition avec les données de diffusion, on
observe que la perte de fonction de GEF14 n’entraine pas la perte des nanodomaines de ROP6
observés par TIRF (figure 12 et 14). Par conséquent, nos résultats indiquent que I'activation
n’est pas un élément nécessaire pour le clustering de ROP6, mais en revanche conditionne
bien la production de ROS. De méme, les formes dominantes négatives de ROP (ROP-DN)
forment des nanodomaines dans les membranes, c’est le cas de ROP2-DN dans le poil
racinaire) (Fuchs et al.,, 2021), ou encore de ROP6 —DN (A.Martiniere, communication
personnelle). Par conséquent ces données appuient I’hypothése selon laquelle I'activation ne

conditionne pas le clustering des ROP.

A la suite de ces résultats une hypothése majeure émerge : ces nanodomaines ne seraient pas
fonctionnels. Par exemple, en I'absence de GEF14, ROP6 formerait bien des nanodomaines lors
du signal osmotique, mais ils ne colocaliseraient pas avec RBOHD. Par conséquent, il ne
pourrait pas produire de ROS. Par la suite, j'ai testé I'impact de GEF14 sur le clustering de
RBOHD. Nous avons confirmé que RBOHD forme des clusters en réponse au signal osmotique
et que GEF14 limiterait un peu leurs densités dans la membrane (figure 12). De méme, il
semble que le nombre de clusters de RBOHD qui colocalisent avec ROP6 semble diminuer dans

un fond gef14-2. Afin de valider cette hypothese, il aurait été intéressant de mesurer
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I’oxydation de ces nanodomaines. En effet, I'équipe a développé récemment différentes
lignées ou ROP6 est fusionnée avec la sonde ratiométrique Hyper7 qui permet de mesurer la
production H;0, (Ugalde et al., 2021). Ces lignées ont permis de montrer que les
nanodomaines de ROP6 sont plus oxydés que le reste de la membrane lors du signal
osmotique. Cette information confirme que les ROS sont bien accumulés de maniére discrete
dans la membrane, 1a ou ROP6 et RBOHD colocalisent. Ainsi, il serait possible de générer une
lignée gefl4-2xp35S :HYPER7-ROP6 et de mesurer |'oxydation des nanodomaines de ROP6 en
absence de GEF14.

Nous pourrions également étudier l'interaction moléculaire entre ROP6 et RBOHD, en
présence et en absence de GEF14. Effectivement, ce n’est pas parce que ROP6 et RBOHD co-
localisent que les deux protéines interagissent nécessairement. Pour cela, soit une approche

de FRET-FLIM in planta ou de Co-immunoprécipitation peut étre réalisée. Dans ce dernier

......

Néanmoins, et comme montré dans Gorgues et al., in prep, les données de diffusion révelent
tout de méme une anomalie dans la diffusion de ROP6 en |'absence de GEF14. Ainsi, la
diffusion de ROP6 serait-elle sous le contréle de I'activation de la GTPase ? Il est donc
intéressant d’investiguer quels autres mécanismes peuvent régir la diffusion de ROP6

permettant ainsi I’activation de RBOHD.

D’autres acteurs impliqués dans la diffusion de ROP6

Rappelons que les lipides peuvent avoir des réles cruciaux dans la signalisation membranaire.
En effet ROP6 forme des nanodomaines lors de la signalisation auxine. Ces nanodomaines
comme ceux induits par le signal osmotique sont PS-dépendants (Platre et al., 2019,
Smokvraska et al., 2023). En effet, la région polybasique de ROP6 interagit avec des lipides
anioniques dont les PS. En I'absence de PS, ROP6 n’est plus stabilisé dans les nanodomaines,
aboutissant a une perte de la signalisation en aval (Platre et al., 2019). De plus, la quantité et
la localisation des PS a la membrane sont régulées dans la cellule. Effectivement, le récepteur
kinase FERONIA module la localisation des PS a la membrane (Figure 23). Les PS seraient donc
nécessaire a la correcte clusterisation de ROP6, et la signalisation FERONIA agirait ainsicomme

un modulateur de la signalisation GTPase (Smokvarska et al., 2023).
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Nos données de diffusion révelent que I'action de GEF14 sur ROP6 modulerait son immobilité
dans les nanodomaines mais pas sa clusterisation. Par conséquent il serait intéressant de
comprendre si I'action de GEF14 aurait un impact sur l'interaction ROP6-PS ou sur la co-
localisation de ROP6 et des PS dans les nanodomaines. Outre les lipides d’autres acteurs ont

été rapportés comme essentiels au clustering.

Nous avons montré que |’activation de ROP6 et I'immobilisation de ROP6 sont essentielles
pour induire la réponse d’accumulation de ROS osmotique (Figure 23). Comme explicité en
introduction, les acylations ont été montrées comme déterminantes dans la formation des
nanodomaines de ROP6. En effet, des études montrent que le mutant ROP6-CA (ROP6-CA
C21S/C158S) perd le phénotype d’accumulation de ROS constitutives présent chez ROP6-CA
(Sorek et al,. 2010). De méme, la mutation de C21S et de C158S empéche I'immobilisation de
ROP6 sous signal osmotique ainsi que la formation de nanodomaines (Smokvarska et al.,
2020). Une hypothese de Sorek et al,.2010 serait que l'activation de ROP6 exposerait les
deux cystéines C21 et C158 pour les S-acyl transferase (PAT). Ces enzymes ont pour fonction
d’ajouter des groupements acyle sur les protéines. J’ai donc le matériel idéal pour tester cette

hypotheése. Il serait intéressant de quantifier I’état d’acylation de ROP6 dans un fond gefi14.

Les mécanismes d’activation de GEF14 lors du signal osmotique

Pour rappel, notre compréhension de la perception et de la signalisation précoce des plantes
en réponse au signal osmotique reste assez partielle. Notre travail place GEF14 comme un
acteur trés en amont de cette signalisation. Comprendre comment GEF14 est activée, nous

rapprocherait de I'identification du ou des mécanismes de perception du signal osmotique.

Un changement de localisation de GEF14

Nos données montrent que GEF14 passe lors du signal osmotique, d’une localisation
cytoplasmique a des clusters potentiellement dans la membrane (Gorgues et al., in prep). De
plus, des données préliminaires (non présentées) montrent que GEF14 ne forme pas de cluster

en présence d’auxine. Par conséquent, ces clusters de GEF14 semblent se former
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spécifiguement en réponse au signal osmotique. Bien évidemment, il serait intéressant de
savoir si ces clusters de GEF14 colocalisent avec ceux de ROP6 ainsi que ceux de RBOHD.
Ensuite, il serait intéressant de mieux comprendre comment GEF14 change de localisation.
Pour cela, j'ai cloné durant ma thése des constructions GEF14 délétées : GEF14 CDS, N-
terminal-PRONE, PRONE et PRONE-C-terminal sous le contréle de son promoteur. Ce matériel,
une fois exprimé dans un fond gefl4, permettrait de comprendre quel domaine est
responsable de la localisation de GEF14 en cluster, mais aussi leurs roles fonctionnels dans le
processus de signalisation. De maniere intéressante, parmi les 14 GEF présentes dans le
génome d’Arabidopsis, GEF14 est la seule codant pour deux sites d’acylation prédit. Il serait
donc possible que GEF14 s’associe aux membranes via des acylations. Il serait possible
d’étudier la formation des clusters de GEF14 en mutant ces sites, mais aussi de tester si GEF14

est bien acylée a la suite du signal osmotique.

Un réle de la phosphorylation dans I'activation de GEF14

Dans I'optique de comprendre la perception du signal osmotique, il serait intéressant de
comprendre comment GEF14 est régulée par le signal osmotique. Pour ce faire nous avons
utilisé une approche protéomique pour identifier les sites de phosphorylation en condition
contr6le ou en traitement sorbitol. J’ai déja discuté du design expérimental dans le chapitre 2.
Dans cette partie nous discuterons de I'intérét des candidats mis en évidence. Nos résultats
ont permis d’identifier 5 sites de phosphorylations, tous situés dans le domaine PRONE. Aucun
site ne s’est montré régulé par le signal osmotique. Malheureusement ces résultats montrent
une faiblesse statistique pour déterminer s’ils sont régulés ou non par le signal osmotique.
Comme explicité précédemment, il serait intéressant d’accroitre le nombre de réplicas.
Néanmoins, a partir des données actuelles de phosphoprotéomique, des mutations pourraient
étre réalisées aux niveaux des résidus phosphorylés de GEF14. Les constructions générées
pourraient ensuite étre testées en co-expression avec des senseurs d’activation de ROP6, afin

d’estimer leurs réles dans I'activation de ROP6.

L'interactome montre que deux kinases co-purifie avec GFP-GEF14. Il s’agit de Calcium
dependant protein kinase 3 qui interagit plus avec GEF14 suite au traitement osmotique (CPK3

; pvalue=0.057) et de Cystein-rich receptor like kinase 29 (CRK29 ; pvalue=0.058), qui elle
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interagit moins. J'ai aussi identifié une phosphatase. PP2C AVRRPM1 (PIA1 ; pvalue=0.071) qui
semble moins interagir avec GEF14 en condition de stress. Ces candidats pourraient étre des

régulateurs de la phosphorylation de GEF14, si elle existe bien.

CPK3 est de loin le candidat le plus intéressant. En effet dans les cellules de I'épiderme foliaire,
CPK3 a été montré comme phosphorylant GDI1 (Wu et al., 2013). Pour rappel, les GDI sont
impliqués dans la séquestration des ROP dans le cytoplasme et sont donc des régulateurs
négatifs. GDI1 interagit avec ROP2 et ROP6 (Wu et al., 2013). Il existe donc un lien entre GDI1
et les ROP. De plus, cette kinase est activée par le calcium, qui est un des messagers
secondaires induits aprés I'application d’un signal osmotique. De maniére intéressante, CPK3
est associé a la membrane grace a des modifications lipidiques et a été montré comme
formant des nanodomaines stabilisés par REM1.2 suite a l'infection virale (Jolivet et al.,
2023). CPK3 est donc un candidat particulierement intéressant. Afin de valider son role,
plusieurs pistes pourraient étre suivit. Mais, le plus direct serait de déterminer si un mutant
cpk3 est capable d’accumuler des ROS a la suite du signal osmotique. Ensuite, il s’agirait de
comprendre comment cette kinase agit sur GEF14, nous extrapolons son réle dans la Figure
23. Nous pourrions étudier le comportement de CPK3 face a un signal osmotique en

microscopie TIRF, afin de savoir si CPK3 forme des nanodomaines osmotiques dépendants.

CRK29 est un récepteur kinase riche en cystéine. Cette famille de génes a été montrée comme
impliqguée dans les stress abiotiques, la croissance et le développement. Elles sont des
régulateurs des influx de Ca2+ et de la production de ROS. Ainsi, CRK2 phosphoryle le C-
terminal de RBOHD lors d’une application de flg22, régulant ainsi sa fonction (Kimura et al.,
2020). Cependant, CRK29 ne semble pas étre I'isoforme la mieux caractérisée. Par conséquent,
il serait intéressant de mesurer les ROS induit par le signal osmotique dans un mutant perte

de fonction.

Quant a PP2C PIA1 dont l'interaction avec GEF14 diminue sous signal osmotique (Figure 23),
elle semble étre une phosphatase d’intérét. En effet, cette phosphatase appartient au clade F
des PP2C. Elle est un régulateur négatif de la signalisation ABA et son expression est activée
par ’ABA (Huang et al., 2023). En condition de stress hydrique, PIA1 agit sur la signalisation
ABA de maniéere négative impactant la survie de plante qui la surexprime (Huang et al., 2023).
PIA1 est donc lié a la signalisation osmotique et a I’ABA. Au méme titre que CPK3 et CRK29, il

serait intéressant d’étudier son role dans notre modele de signalisation, bien qu’il est difficile
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d’imaginer a I'heure actuelle si elle sera un régulateur positif ou négatif dans cette

signalisation.

Ainsi, a la suite de cette approche de protéomique, nous avons identifié des sites de
phosphorylation et des candidats d’intérét ouvrant de nouvelles pistes afin de mieux

comprendre la signalisation osmotique chez les plantes.
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Figure 23 : Modéle hypothétique de I’accumulation de ROS lors d’un signal osmotique.

En condition controle les protéines sont diffuses dans la membrane. Les fleches en pointillés
représentent des liens hypothétiques. CRK29 et PP2C interagiraient avec GEF14. FERONIA contréle la
localisation des PS dans la membrane formant des domaines préexistants. Lors de la perception d’un
signal osmotique (zone jaune) un récepteur non identifié interagirait avec la kinase CPK3 et régulerait
négativement PP2C et CRK29 entrainant la perte d’interaction avec GEF14 (1). Une PAT serait induite
suite a la perception du signal (1), lors de la signalisation une vague calcique est induite (1). Suite a la
perception une PAT acylerait GEF14 et ROP6 (1) afin d’assurer leur localisation dans les nanodomaines
(2). La chronologie des évenements noté 1 reste encore floue. Puis CPK3 phosphorylerait GEF14
entrainant son activation (3 et 4), qui elle-méme activerait ROP6 (5). Les mécanismes d’acylation et
d’activation pourrait se produire en synergie et serait nécessaire a la clusterisation et I'induction de la
réponse (zone orange). CPK3, GEF14 active et ROP6 active colocaliseraient avec RBOHD dans les
nanodomaines de PS ol ROP6 et RBOHD interagiraient afin d’induire la réponse via I'accumulation des
ROS (zone rouge) (Biorender).
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Extension du modeéle activateur spécifique

Rappelons qu’en plus de la signalisation osmotique, ROP6 est impliquée dans diverses
signalisations comme ABA, flg22 et auxine. Il est intéressant de noter que les études
d’interaction entre GEF et ROP montrent qu’une ROP peut interagir avec de multiple GEFS. Ce
phénomeéne est surement d{i a la conservation trés forte du domaine PRONE entre les
différentes GEF. Néanmoins, les GEF pourraient donc remplir des réles tres spécifiques car elle
pourrait étre activée de maniere spécifique en fonction du signal en amont, et ce a travers les
modifications post traductionnelles de leurs domaines régulateurs C et N-terminal. Afin de
tester cette hypotheése, j'ai cherché a savoir si le modele d’un unique activateur de ROP6 dans
la signalisation osmotique peut s’étendre aux autres signaux ROP6 dépendants. Effectivement,
ce modele permet de comprendre comment la spécificité de la signalisation peut-étre
conservée. Ce modele est déja partiellement soutenu par nos connaissances de la signalisation
auxine. SPIKE1 a été rapporté en amont de ROP6 et comme controlant la distribution de PIN2
lors de la réponse gravitropique (Lin et al., 2012). Ainsi, et bien que non testé, SPIKE1 pourrait
étre la GEF spécifique du signal auxinique. J'ai identifié, en utilisant 'accumulation de ROS sous
signal flg22, GEF4. Elle semble étre I'unique GEF impliquée dans la signalisation flg22 parmi les
mutants gef 2-1, gef3-1, gefd-2, gef10, gef11 et gef14. De maniére intéressante nous avons
mis en évidence que RBOHD/F serait responsable de I'accumulation de ROS dans la racine pour
la signalisation flg22. Cependant afin d’affiner ces données il faudrait tester les simples
mutants rbohd et rbohf. Bien que cette signalisation reste énigmatique et bien moins décrite
gue dans les feuilles. Il serait intéressant de confirmer ces données via d’autre lecture
phénotypique. Nous avons initié des croisements dans les mutants rop6.2 et gef4-1 avec des
marqueurs transcriptionnels de flg22 pPER5 :NLS3xmVenus et pFRK1 :NLS3xVenus. De plus,
j'aiinitié des lignées de GEF4 complémentée et des lignées pour étudier I'impact de GEF4 sur
ROP6 d’un point de vue activation et clustering (gef4-2xGFP-ROP6 ; gef4-2xGFP-ROP6CA ;
gef4-2xEOS-ROP6). Il a été déja rapporté que GEF4 peut étre adressée a la membrane et
formée des domaines polaires dans les racines (Feiguelman et al.,, 2018). Sachant que
RBOHD/RBOHF sont impliquées, il serait intéressant d’étudier I'impact de GEF4 sur le
complexe ROP6 RBOHD/F lors du signal flg22. Ensuite, il serait trés intéressant de créer des
GEF chimériques entre GEF14 et GEF4 afin de comprendre quel domaine de la GEF serait
responsable de la spécificité de la réponse. De plus, la signalisation de flg22 a été largement
caractérisée dans les feuilles il serait d’autant plus intéressant de comprendre si FLS2 serait

impliqué dans la racine.
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Vers un réle spécifique des trichoblastes dans la signalisation osmotique ?

Nos résultats montrent que GEF14 est localisée dans les trichoblastes de la racine. Ainsi, il
serait imaginable que la signalisation que nous décrivons ne se passe que dans ce type
cellulaire. Pour tester cette hypothese, j'ai généré des constructions pour complémenter le
mutant rop6.2 en exprimant ROP6 soit dans les trichoblastes en utilisant le promoteur de
GEF14, soit dans les atrichoblastes en utilisant le promoteur GLABRA2 (GL2). Une fois les
lignées générées, elles permettront I'étude de I'accumulation de ROS lors de la signalisation
osmotique. Si notre hypothese est validée, il serait intéressant de comprendre les
conséquences de cette signalisation type cellulaire spécifigue. Comme explicité (chapitre 1
partie 3), des données de la littérature suggerent que les trichoblastes sont importants dans
la signalisation nutritive, auxinique, ainsi que gravitropique. Par ailleurs, il est possible que la
réponse de clusterisation de ROP6 dans les atrichoblastes soit médiée par les cellules
trichoblastiques. Pour tester cette hypothése, j'ai réalisé des constructions pour activer la
signalisation ROP6 de maniére type-cellulaire spécifiques (pGEF14 :scarlet-ROP6CA et pGL2
:scarlet-ROP6CA). Ces constructions seront transformées dans une lignée p35s:GFP- ROPS6. II
sera alors possible de tester si le clustering de ROP6 peut étre activé d’un type cellulaire a
I'autre. De plus, Il sera possible d’utiliser la sonde Hyper7 pour valider la production de ROS dans
un type cellulaire spécifique. Enfin, il sera possible de transformer un mutant rop6 pour voir si
I’activation constitutive de ROP6 dans un type cellulaire agit sur la morphologie de la racine.
Effectivement, il est probable que la communication entre les trichoblastes et les

atrichoblastes soit importante pour coordonner leurs croissances respectives.

Un effet différentiel de croissance entre les deux types de cellules pourrait avoir des incidences
au niveau de la morphologie de I'organe. Effectivement, la production de ROS effectuée par le
pathway ROP6/RBOH semble avoir un effet négatif sur la croissance (Smokvarsaka et al., 2020).
Si cet effet n’a lieu que dans les trichoblastes, il pourrait induire alors une torsion de la racine.
De manieére intéressante, la torsion de la racine a été décrite dans les réponses de compaction
des sols induits souvent par le stress hydrique, mais aussi de tropisme, ce qui pourrait étre en
lien avec la signalisation osmotique (Silverberg et al., 2012; Potocka and Szymanowska-Putka,

2018).
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Ainsi, ces études permettraient de replacer la signalisation GEF14/ROP6/RBOH dans un
contexte tissulaire voir développemental, et nous permettraient de comprendre comme elle

régule la réponse des plantes a la suite d’un signal osmotique.
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5) Matériel et Méthodes

Cette section présente le matériel et les méthodes correspondant aux expériences n’étant

pas incluses dans Gorgues et al., In prep

Matériel végétal

Les lignées suivantes gef2-1, gef3-1, gefd-2, gef10-1, gef11-1, gef14-2, gef14-3, gef1-4-10,
gef1-4-10-14, p35s :GFP-ROP6, p35s : RFP-ROP6, rbohd/f, gef14-3xp35S :GFP-RBOHD ont été
générées lors de travaux précédents ( Torres et al,. 2001, Li et al., 2016; Denninger et al.,
2019; Platre et al., 2019; Smokvarska et al., 2020) (tableau 3). J'ai généré par floral depping
des lignées 2 couleurs pour étudier la colocalisation p35S : GFP-RBOHDxp35S : RFP-ROPS,
p35S : GFP-ROP6xp35S : RFP-ROPS6, ainsi que gef14-3xp35S : GFP-RBOHDxp35S : RFP-ROP6

Conditions de culture in vitro

Les graines sont stérilisées durant 10 minutes a I'aide d’une solution contenant 3.4 g/L de
BayroChlore et 0.02% (v/v) TWEEN 20, puis rincées 3 fois avec de |'eau stérile avant d’étre
déposées sur le milieu de culture. Les graines ont ensuite été stratifiées a 4°C pendant 2 jours

a 'obscurité afin de lever la dormance en étant exposées a une.

Les plantes ont été cultivées verticalement sur des boites de pétrie carrée (12cmx12cm)
contenant du milieu Murashige et Skoog (MS)/2 gélosé (0, 8% Agar type E), 1% (p/v)
saccharose, tamponné avec 2,5mM MES-KOH pH6 (ajusté avec KOH 1N)

Les plantes ont été cultivées dans un cycle de jours longs (16 h de lumiére/8 h d'obscurité) a
22°C avec 70% d'humidité relative et une intensité lumineuse de 200 pmol™?2%1 Les
expériences ont été réalisées sur des plantules de 5 a 7 jours pour les approches d’imagerie

ou de biochimie respectivement.
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Clonage des génes et transformation des plantes

Les séquences GEF14 et GEF14 PRONE (des acides aminés 127 a 500) ont été amplifiées par
PCR a partir de I'ADNc de la plantule et clonées dans le vecteur pENTR/DTOPO. Les vecteurs
pB7WGF2 et pB7WGR2 ont été utilisés comme vecteurs de destination pour la fusion de la

GFP et de la RFP, respectivement (tableau 4).

Les lignées transgéniques stables d’Arabidopsis ont été obtenues via la technique de ‘floral

dipping’ grace a la souche GV3101 Agrobacterium tumefasiens (Clough and Bent, 1998).

Application d‘un stress Osmotique ou du péptide bactérien flg22 pour les approches d’imagerie
et de biochimie

La détermination de la densité de nanodomaines de ROP6 a été réalisée par imagerie TIRF sur
des plantules de 5 jours cultivées dans les conditions décrites ci-dessus. L’application des
différents stimuli (stress osmotique ou traitement Flg22) a été réalisée par incubation dans un
milieu de culture liquide MS/2 supplémenté avec 1% (p/v) de saccharose, 2,5mM MES-KOH et
ajusté a pH6. Le traitement Flg22 a été réalisé a 1 uM pendant 30 minutes. Le stress osmotique
de -0.75MPa a été appliqué par I'ajout de 300 mM de Sorbitol dans le milieu de culture. Avant
I’application du traitement, une incubation de 30 minutes a été réalisée dans le milieu liquide

pour permettre la récupération aprés un éventuel stress mécanique da a la manipulation.

Pour les approches biochimiques vouées a déterminer la phosphorylation de GEF14, des
plantules de 7 jours de p35S :GFP-GEF14 ont été soumises a deux conditions : une condition
controle et une condition de stress osmotique sévere (-0.75 MPa). Pour appliquer le stress
osmotique, les plantules ont été immergées durant 30 minutes dans 50 ml de Sorbitol a
300mM directement dans les boites de pétrie carrée (12cmx12cm) ayant servies a la culture.
Les plantules ont été extraites délicatement puis le milieu de culture liquide a été retiré
rapidement a I'aide de papier absorbant. Les plantes ont ensuite été pesées et congelées dans
I'azote liquide avant conservation a -80°C. Pour la condition contrdle, les plantes ont été
extraites délicatement, pesées et congelées dans |'azote liquide avant conservation a -80°C. Six

réplicas biologiques ont été réalisés par condition.
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Détermination de la production de ROS a la suite d’un traitement Flg22

La mesure des ROS a la suite d’un traitement flg22 est réalisée sur des plantules de 5 jours. Le
traitement a été réalisé de la méme fagon que pour la détermination de la densité des
nanodomaines de ROP6 décrite ci-dessus, avec une durée d’incubation de 30 minutes. 5 uM
de la sonde ROS dehydroethidium (DHE) ont été rajoutés dans 1 ml de milieu de culture liquide

en présence ou absence (controle) de 1uM de flg22 pendant 30 min.

Microscopie TIRF

Les expériences de TIRF pour mesurer la densité de clusters ont été décrites dans Gorgues et

al,. in prep Chapitre 1).

Pour les tests de colocalisation la microscopie TIRF a été réalisée sur un microscope inversé
Nikon (Eclipse) équipé du systéme azimutal-TIRFiLas2 (Roper Scientific) possédant un objectif
a immersion huile 100x/1,49. Cent images sont acquises avec un temps d'exposition de 100
ms en utilisant une double bande QUAD en utilisant le laser 488nm avec des filtres d'émission
425/20 et un laser 561nm avec 600/25. Les films obtenus ont été compilées en Z selon
I'intensité moyenne. Une segmentation d’image a ensuite été réalisée a |'aide du logiciel ilastik
(basé sur de I'apprentissage automatique) (Berg et al., 2019) afin de détecter les clusters sur

les différents canaux.

La colocalisation a été évaluée par la mesure des coordonnées des centroides des
nanodomaines obtenus a l'aide du logiciel Imagel. Un seuillage a été établie pour considérer

la distance maximale de colocalisation de 300nm.

Co-Immunopreécipitation et spectrométrie de masse

La préparation des échantillons pour ces approches a été réalisée a partird’1 a 1,5g de matiere
fraiche. Les échantillons ont été broyés dans de |'azote liquide, puis les autres étapes ont été
réalisées dans la glace. Les tissus broyés ont été re-suspendus dans un tampon de
solubilisation, 1/3 poid volume. Le tampon de solubilisation avait la composition suivante : 50
mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,5% NP40, 0,5mM sodium deoxicolate,
cocktail phosphatase 2 et 3 (dilué au 10), inhibiteur de protéases tablette Roch, 50mM pB-

Glycerophosphate. Les broyats ont ensuite été centrifugés a 3800 g pendant 10 min a 4°C.
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Le surnageant a été prélevé et une nouvelle centrifugation réalisée a 3800 g pendant 5 min a
4°C. La solubilisation des protéines membranaires a été réalisée a partir de ce nouveau
surnageant en agitant les échantillons sur roue a 4°C durant 1h. Une fois la solubilisation
effectuée une ultracentrifugation a été réalisée a 100 000 g pendant 1h a 4°C. Le surnageant
contenant les protéines solubilisées a été prélevé. 50ul de celui-ci ont été conservés afin de
réaliser les inputs servant de controle lors du western blot. Référence des réactifs détaillée en

tableau 3.

Immunopurification (IP)

L'immunopurification a été réalisée avec le kit UMACS™. Pour chaque IP obtenue, 50 uL de
billes magnétiques couplées a un anticorps anti-GFP (UMACS™ Anti-GFP) ont été ajouté aux
protéines solubilisées, puis placé sous agitation sur roue a 4°C pendant 1 h. Les colonnes (K
Columns) sont equilibrées avec le tampon de solubilisation, puis le mélange billes/protéines
est placé a percoler sur les colonnes installées sur un aimant. Les billes sont ensuite rincées 4
fois avec 500 pL de tampon de solubilisation. L’élution a été réalisée avec 50ul de tampon
d’élution (LMACS™) préalablement chauffé a 95°C. Les IP ont par la suite été conservées a -

80°C avant leur utilisation.

La suite des expérimentations a été réalisée par la plateforme MSPP, ci-dessus le matériel et

méthode fourni par la plateforme.

Préparations des échantillons pour la spectrométrie de masse réalisée par la plateforme MSPP

Les fraction IP ont été chauffées a 65°C durant 10 minutes puis chargées dans un gel
d’acrylamide 10%. Des bandes de gel contenant les protéines ont été coupées manuellement
et transférées dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml. Les bandes ont d'abord été lavées avec 500
ul d'eau, puis avec 500 pl de NH4sHCOs 25 mM. Le désencollage a été effectué deux fois en
présence de 500 ul d'acétonitrile (ACN) a 50 % dans 25 mM NH4HCOs. Les bandes de gel ont
ensuite été déshydratées deux fois par 500 pl d'acétonitrile a 100%, et finalement séchées a
température ambiante. Apres le désencollage une réduction des ponts disulfures a été réalisée

avec 300 ul de 10 mM DTT a 56°C pendant 45 min, puis le surnageant a été éliminé.
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Les cystéines ont été alkylées avec 300 ul de 55 mM iodoacétamide pendant 30 min au vortex
dans l'obscurité. Les bandes de gel ont été lavées deux fois avec 500 pl d'ACN 50 % dans 25
mM NH4HCOs, puis déshydratées avec 500 pl d'ACN 100 %, et enfin séchées a température
ambiante. Quarante-cing microlitres d'une solution de trypsine (Sequencing Grade Modified
Trypsin, Promega, Madison, USA), a une concentration de 0,0125 pg/ul dans 25 mM NH4HCOs3,
ont été ajoutés a chaque région du gel et ont été maintenus pendant 10 minutes sur la glace.
150 pL de NH4HCO3 25 mM ont été ajoutés et les échantillons ont été conservés encore 10
minutes a température ambiante. Une digestion des protéines a été réalisée pendant une nuit
a 37°C puis les peptides ont été extraits par addition de 200 pl d'acide formique (FA) 2 %. Les
digestions ont d'abord été vortexées pendant 10 minutes et les surnageants ont été transférés
dans un insert en verre de 500ul. Les bandes de gel ont été extraites par I'addition de 100uL
de 80 % ACN et FA 2 %, puis par I'addition de 100uL de 100 % ACN et FA 2 %. Aprés évaporation
du solvant dans une centrifugeuse sous vide, les peptides ont été remis en suspension dans 10
ul de 2% FA puis purifiés avec une micropointe C18 (Zip-Tip-U C18 Millipore Corpration Billerica
MA, USA). Les peptides ont finalement été élués avec une solution contenante 2% FA (v/v) et
80% ACN (v/v) et séchés dans une centrifugeuse sous vide jusqu'a évaporation totale. Les

peptides ont été remis en suspension dans 8 pl de 2% FA avant I'analyse LC-MS/MS.

Analyse par spectrométrie de masse avec I'Exploris 240 de Thermofisher Scientific

Les expériences LC-MS/MS ont été réalisées a I'aide du systéme nano Ultimate 3000 RSLC
(Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA) interfacé en ligne avec une source d'ions
nano easy et un spectrometre de masse Exploris 240 Orbitrap (Thermo Fisher Scientific Inc,
Waltham, MA, USA). Les échantillons ont été analysés en acquisition dépendante des données
(DDA). 6,5 ul de la solution finale contenant les peptides ont d'abord été chargés sur une pré-
colonne (Thermo Scientific PepMap 100 C18, particules de 5 um, pores de 100 A, diamétre
intérieur de 300 um x longueur de 5 mm) de I'échantillonneur automatique Ultimate 3000

avec 0,05 % de TFA dans de I'eau a un débit de 10 pl/min.

Les peptides ont été séparés par une colonne en phase inverse (Thermo Scientific PepMap
C18, taille des particules de 2 um, taille des pores de 100 A, diameétre intérieur de 75 pm,

longueur de 50 cm) / a un débit de 300 nl/min.
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Apres une période de chargement de 3 minutes, la vanne de la colonne a été commutée pour
permettre |'élution des peptides de la pré-colonne sur la colonne analytique. Le tampon de
chargement (solvant A) était composé de 0,1 % de FA dans |'eau et le tampon d'élution (solvant
B) était composé de 0,1 % de FA dans 80 % d'acétonitrile. Le gradient linéaire utilisé était de
2-25% de solvant B en 103 min, puis de 25-40% de solvant B de 103 a 123 min, enfin de 40-90%
de solvant Bde 123 a 125 min. Le temps d'exécution total était de 150 minutes, y compris une

étape de lavage organique élevé et une étape de rééquilibrage.

Les peptides ont été transférés dans la phase gazeuse avec une ionisation par électrospray

d'ions positifs a 1,9 kV.

En DDA, les 15 premiers précurseurs ont été acquis entre 350 et 1200 m/z avec une fenétre de
sélection de 2 Th (Thomson), une exclusion dynamique de 20 s, une énergie de collision

normalisée (NCE) de 30 et des résolutions de 120 000 pour MS et 15 000 pour MS2.

Les spectres ont été enregistrés avec le logiciel Xcalibur (4.5) (Thermo Fisher Scientific).

Identification des peptides

Les données de spectrométrie de masse ont été traitées a l'aide du logiciel Proteome
Discoverer (version 1.4.0.288, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Allemagne) et le moteur de
recherche utilisé localement était Mascot (version 2.4, Matrix Science,
http://www.matrixscience.com). Les données de spectrométrie de masse ont été recherchées
dans la base de données Araportl2 ajoutée a la séquence GEF14 (48233 séquences). Les
parametres suivants ont été utilisés : la trypsine comme enzyme, deux coupures manquées
autorisées, la carbamidométhylation de la cystéine comme modification fixe, et comme
modifications variables : I'acétylation N-terminale de la cystéine : acétylation N-terminale de
la protéine, désamidation de I'asparagine et de la glutamine, oxydation de la méthionine, et
phosphorylation de la sérine, de la thréonine et de la tyrosine. La tolérance de masse a été
fixée a 10 ppm pour les balayages complets et a 0,02 Da pour les ions de fragments. Les
protéines ont été validées lorsqu'elles contenaient au moins deux peptides avec une valeur p
<0,05 et un taux de fausse découverte <1%. Pour I'analyse des phosphopeptides, la validation

est effectuée sur la valeur p <0,05.

123



Identification et quantification

Les fichiers .raw ont été analysés avec MaxQuant version 2.0.3.0 en utilisant les parametres
par défaut. La longueur minimale des peptides a été fixée a 6. Le critére "Trypsine/P" (qui
signifie que les peptides de I'extrémité C-terminale de "K/R" ne sont pas suivis de "P" : "K/R"
suivi de "P" ne peut pas étre un site de clivage) a été choisi comme enzyme de digestion. La
carbamidométhylation de la cystéine a été choisie comme modification fixe et comme
modification variable : acétylation N-terminale de la protéine ; désamidation de I'asparagine
et de la glutamine ; oxydation de la méthionine ; et phosphorylations de la sérine, de la
thréonine et de la tyrosine. Jusqu'a deux clivages manqués ont été autorisés. La tolérance de
masse pour le précurseur était de 20 et 4,5 ppm pour la premiére et la principale recherche

respectivement, et de 20 ppm pour les ions fragments.

Les fichiers obtenus ont été comparés a la base de données Araport 11 et a la base de données

de contaminants Maxquant. Les protéines identifiées ont été filtrées selon les critéres suivants

Au moins un peptide de trypsine différent avec au moins un peptide unique, une valeur E
inférieure a 0,01 et une valeur E de protéine inférieure a 0,01 étaient nécessaires. En utilisant
les critéres ci-dessus, le taux de fausses séquences peptidiques et de fausses identifications de
protéines était inférieur a 1 %. Les protéines ont été quantifiées par une méthode sans
marquage avec le logiciel MaxQuant en utilisant les intensités des peptides uniques et des
peptides rasoirs (Cox et al., 2014). Les analyses statistiques test Welch ont été réalisées a l'aide

du logiciel RStudio.
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Ressources réactifs|

gef2-1

gef3-1

gef4-2

geflO-1

gefll-1

gef14-2

gef14-3

gefl-4-10
gefl-4-10-14
rbohdxrbohf
p355: GFP-ROP6
p35S: RFP-ROP6
p35S: GFP-RBOHD

p35S: GFP-ROP6: p35S: RFP-ROP6
p35S: GFP-ROP6: p35S: GFP-RBOHD

(Denninger et al., 2019)

(Denninger et al., 2019)

(Denninger et al., 2019) {Chen et al., 2016)
(Denninger et al., 2019) (Chen et al., 2016)
(Denninger et al., 2019) {Chang et al., 2013)
(Denninger et al., 2019)

{Liet al., 2016)

(Lietal., 2016)

(Li et al., 2016)

(Smokvarska et al., 2020)
(Smokvarska et al., 2020)
(Smokvarska et al., 2020)
cette étude

cette étude

gef14-3xp35S: GFP-RBOHD :p35S: RFP-ROP6 cette étude

DHE

D-Sorbitol

flg22

Murashige and Skoog
Sucrase

MES

NaCl

KOH

Na deoxycholate

NP40

Tris

EDTA
-Glycerophosphate
Cocktail phosphatase 2
Cocktail phosphatase 3

UMACS ™Anti-GFP Starting Kit

Protéase inibiteur
Fiji-1mageJ
llastik
MetaMorph

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Proteogenix

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Euromedex

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Fluka biochemica

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

UMACS™ Anti-GFP Starting Kit
Sigma Aldrich
https://fiii.sc
httos://www . ilastik.ora/
Nikon

Tableau 3 : Ressources et réactifs utilisés

SALK 130229

SALK 079879C
SALK 107520
SALK 009456
SALK 126725C
SALK 046067
CS820474
CS69175
CS69176

na
na
na

na

0700810mg
S18761kg
18-3294
M55191L
S53901kg
EU0033
57653-Ikg
P59581kg
3097025 g
18896-100M L
252859-500 g
60-00-4
154804-51-0
P5726-5ML
200-664-3
130-091-288
11-836170001
N/A

N/A

N/A
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. . Bacterial
N-terminal C-terminal Plante . .
Promoteur ORF/CDS . selection Binary vector
Tag Tag selection
marker
355:GFP-RBOHD 355 GFPwith | RBOHD/ / Bast Spect B7WGF2
P=o5: Promoter linker CDS asta pec P
35S:RFP-ROP6 355 RFP with ROP6 / CDS / Bast Spect B7WGR2
p22s: Promoter linker asta pec P
Amorces Sequence
F-RBOHD cttgcggecgeccccttcaaaatgagacgagg
R-RBOHD gcaaggcgcgeccacccttctagaagttctetttgtgg
R-ROP6 agcggcecgecagtgcttcaaggtttate
F-ROP6 tggcgegecctcagagtatagaacaacc

Tableau 4 : Ressources Clonage

Tableau récapitulant les différents vecteurs utilisés pour la génération de lignée par transformation via
la technique de trempage floral (source Smokvarska et al., 2020).
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