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Summary of project

This project is at the interface between developmental biology and physics. The objective is to study the role of tissue
mechanics in plant morphogenesis. Two processes will be studied in the model plant Arabidopsis thaliana : the formation
of primordia in the apical meristem and leaf morphogenesis. In these two systems, we will study in particular the role of
the modification of a family of cell wall polymers, the pectins, in the changes in tissue mechanics during morphogenesis.

Scientific and interdisciplinary stakes

La morphogenése peut étre approchée de deux points de vues. Soit on considére le role central de génes et de
molécules de signalisation mobiles (morphogénes) qui agissent sur des cellules individuelles en modifiant leurs
caractéristiques (identité et croissance). Soit, d'un point de vue physique, les cellules et les tissus constituant alors des
structures avec des caractéristiques mécaniques qui influent sur les patrons développementaux. Des études récentes
visant a comprendre la formation de primordia dans le méristéme apical et la phyllotaxie ont montré I'importance a la fois
des réseaux de genes et d'un morphogene, l'auxine, et les forces mécaniques dans la morphogenése végétale.

Ce projet vise a approfondir notre compréhension du lien entre I'expression génique, la modification chimique de la paroi
cellulaire, le changement dans les caractéristiques mécaniques du tissu et la morphogenése chez les plantes. Le projet
se focalisera sur deux systémes : la formation de primordia dans le méristéeme apical et la morphogenése foliaire.

La formation de primordia dans le méristeme : génes et morphogene

La formation des nouveaux organes aériens est initiée par une structure spécialisée appelée le méristeme apical
caulinaire. Ce petit groupe de cellules en prolifération hautement organisé maintient en son centre une population de
cellules souches assurant sa permanence tout en initiant de facon continue des primordia d'organes sur ses flancs [1].
Des progrés importants ont été réalisés au cours des derniéres années révélant un réseau de régulation complexe
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de l'activité méristématique faisant intervenir des facteurs de transcription et des voies de signalisation hormonales ou
par petits peptides. De nombreuses évidences montrent que le site d'apparition d'un primordium d'organe est

déterminé par un pic locale d'activité auxine résultant d'un transport polarisé de cette hormone de cellule en cellule
dans I'apex grace a une panoplie de transporteurs d'efflux et d'influx [2-4]. Ainsi la réduction de ce transport polarisé suite a
l'inactivation d'un transporteur d'efflux PIN1 conduit & une absence de formation d'organes qui peut étre rétablie par une
application locale de I'hormone. Un élément central du recrutement des cellules méristématiques au sein des primordia
est la disparition de I'expression des génes KNOX [5]. Les genes KNOX comme par exemple SHOOT MERISTEMLESS
chez Arabidopsis codent pour des protéines a homéodomaines et forment des complexes avec d'autres protéines a
homéodomaines codées par les génes de la famille BEL. Cette répression des genes KNOX est médiée par l'auxine

en conjonction avec des facteurs de transcription de type MYB de la famille ARP [1]. L'expression ectopique des génes
KNOX dans les feuilles conduit & une profonde altération de leur morphologie [6]. Une autre étape importante,
probablement également controlée par I'auxine est la mise en place d'un domaine frontiére séparant le primordium du
meéristéeme et des primordia voisins [7]. Ces domaines frontieres sont déterminés de facon partiellement redondante par
les génes CUC1-3 (CUP-SHAPED COTYLEDON) [8]. lIs sont régulés de fagon post-transcriptionnelle par un miARN,
miR164 dont I'action est nécessaire pour limiter I'élargissement du domaine frontiére autour des primordia [9, 10].

La morphogenése foliaire : I'histoire se répéte

Les primordia d'organes ainsi formés peuvent se développer en feuilles qui sont classées en feuilles simples

lorsgu'elles comprennent un limbe unique ou en feuilles composées lorsque formées par plusieurs folioles [11]. Le bord
de chaque feuille ou foliole peut lui méme étre plus ou moins découpé. Les éléments régulateurs décrits plus haut

pour le méristeme sont utilisés a nouveaux lors de la morphogeneése foliaire. Ainsi des accumulations locales d'auxine
sont associées et nécéssaires a la formation des dentelures de la feuille d'Arabidopsis ou des folioles de la cardamine,
une brassicaceae voisine d'arabidopsis formant des feuilles composées [12, 13]. Les génes CUC définissent

également les frontiéres des dissection des dentelures ou des folioles et leur inactivation conduit & un lissage des marges
foliaires et une fusion des folioles [14, 15]. miR164 contdle l'activité des génes CUC dans le contexte foliaire tout comme
dans l'apex [14]. Cette conservation des réseaux génétiques entre feuilles et méristémes est exacerbée dans les cas
des feuilles composées. En effet le module KNOX/ARP est essentiel pour la formation des folioles et leur placement [12,
16-18]. Dans le cas de la plupart des feuilles composées les génes KNOX sont a nouveaux exprimés et sont
nécessaires a la formation des folioles. Cette réutilisation de modules méristématiques lors de la morphogenese des
feuilles composées est en accord avec I'hypothése qu'il s'agirait de structures homologues a une tige ou les folioles
correspondraient aux feuilles [11]. Bien que les feuilles simples ne puissent pas étre ainsi comparées a une tige, le
développement de leur marge fait aussi appel a des modules régulateurs méristématiques.

Un role pour la mécanique de la paroi cellulaire dans la morphogenése

Comment les patrons générés par les réseaux génétiques décrits ci-dessus conduisent a la formation des organes
latéraux dans l'apex, les folioles dans les feuilles composées ou les dents sur les marges foliaires reste encore trés mal
connu. Il semble que la modification des caractéristiques de la paroi soit un des éléments-clé de cette morphogenese.
L'expansine (protéine pariétale contrdlant la cohésion des microfibrilles de cellulose) est impliqguée dans la formation
des primordia et la morphogenése de la feuille [19, 20]. Une application locale au niveau du méristéme permet une
croissance plus rapide des primordia et au nivaux de la feuille la formation d'un lobe chez le tabac.

Récemment au sein du laboratoire nous avons montré qu'un autre élément de la paroi est important pour la
morphogenése. La déméthylesterification des homogalacturonanes est nécéssaire et suffisante pour former un
primordium [21]. Cette modification est contr6lée par les pectine méthylestérases (PME, 66 genes dans le génome
d'Arabidopsis) elles-méme régulées par les Pectine MéthylEstérase Inhibiteurs (PMEI, 69 génes dans le génome
d'Arabidopsis). Selon nos données préliminaires, la déméthylestérification des homogalacturonanes semble permettre
la formation du futur organe latéral en ramollissent les parois comme le montrent des analyses par microscopie a force
atomique (AFM). Parallélement, nous avons montré que le mutant pennywise (pny) affectant un géne de type BEL
partenaire des KNOX [22, 23] présente un défaut de I'organogenése associé a une expression ectopique d'une PME
(données non publiées). De plus, le mutant pny peut également étre partiellement corrigé en maodifiant I'activité des
génes CUC [24]. L'ensemble de ces observations indiquent un lien étroit entre les génes de patterning CUC et
BEL/KNOX, modifications pariétales et organogenése.

Objectifs de la thése

-Déterminer le role de la dé-méthylesterification des pectines et la mécanique des tissus dans la formation des primordia
foliaires et des dents et folioles de la feuille.

a. o Utiliser I'AFM pour mesurer des propriétés mécaniques des tissus.

b. o Manipuler la quantité et le degré de méthylestérification des pectines dans différentes couches cellulaires et

évaluer l'effet sur les propriétés mécaniques des tissus et la formation de primordia.

- Déterminer le lien entre la signalisation par I'auxine et la dé-méthylestérification des pectines.
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National and international scientific context

Plusieurs équipes étudient le développement des primordia dans le méristeme apicale (Jan Traas, Lyon ; Chris
Kuhlemeier, Bern ; Eliot Meyerowitz, Caltech) ou le développement foliaire (Andrew Fleming, Sheffield ; Walter Achim,
Aachen). L'originalité de notre approche est d'une part d'associer I'étude de ces deux processus du développement qui
sont liés dans leur nature et d'autre part, de développer quatre outils en paralléle: des plantes dont la structure

pariétale est modifiable ; des méthodes pour la caractérisation les modifications pariétales au niveau cellulaire ; une
méthode basée sur 'AFM pour mesurer les modifications mécaniques et enfin le développement de modeles
bioinformatiques. Ainsi nous espérons pouvoir proposer un modéle mécanistique qui donnera un éclairage nouveau sur
les processus de morphogenése.

Enjeux d'application

Une meilleure compréhension du réle du métabolisme pariétal et son influence sur les propriétés mécaniques des
tissues est essentielle pour comprendre les réseaux de régulation contrélant la croissance et I'architecture des végétaux
ainsi que le déterminisme génétique des propriétés technologiques des fibres végétaux (bois, textile, papier,

matériaux composites). Par ailleurs, les pectines contrélent I'adhésion cellulaire et la texture des tissus végétaux, jouent
un réle clé dans la maturation des fruits et les interactions plantepathogéne, sont des déterminants-clé pour le rouissage
des fibres de lin ou de chanvre. Les modifications des pectines déterminent également leurs propriétés d'usage, par
exemple dans les formulations alimentaires.

Matériel et données disponibles ou a produire

L'AFM, ainsi que le savoir-faire pour son utilisation pour la mesure des propriétés mécaniques des tissus végétaux
sont disponibles au sein de I'équipe d'Yves Couder au laboratoire MSC.

Les lignées d'Arabidopsis permettant de modifier le degré de méthylestérification des pectines, soit dans toute la
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plante, soit uniguement dans I'épiderme sont déja disponibles. Dans ce projet, nous proposons de générer des plantes,
dans lesquelles la quantité absolue d'homogalacturonane sera réduite spécifiquement dans I'épiderme ou dans les
couches internes.
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