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Organisation

et fonctionnement des
cellules souches végeétales
le méristeme apical
d’Arabidopsis

Le développement de I'appareil aérien des végétaux supé-
rieurs se caractérise par la production continue d’organes a
partir des méristemes apicaux caulinaires, eux-mémes
constitués de groupes de cellules souches mises en place au
cours de ’embryogenése. Le méristeme apical caulinaire
maintient la présence d’une population de cellules en proli-
fération, tout en assurant la différenciation des organes laté-
raux. Ces deux fonctions sont accomplies grace a I’action
coordonnée de domaines fonctionnels distincts, mis en évi-
dence par I’analyse histochimique détaillée du méristeme
apical des angiospermes. Au cours de la derniere décennie,
des analyses génétiques, réalisées chez I’espéce modele Ara-
bidopsis thaliana, ont permis l'identification de nombreux
mutants affectés dans les différentes fonctions du méris-
teme. Le clonage et I’étude de I’expression des geénes identi-
fiés a démontré le haut niveau d’organisation des cellules
méristématiques. L’analyse des interactions entre ces diffé-
rents systemes controlant le fonctionnement du méristeme
fournit les premieres bases permettant la compréhension de
la dynamique de cette structure organisée.

n raison de leur nature ses-
sile, la croissance des
plantes dépend largement
des variations de leur envi-
ronnement. Cette plasticité
développementale, spécifique du
réegne végétal, est due principale-
ment a une organogeneése continue.
Une telle particularité les distingue
des animaux supérieurs, chez les-
quels la majeure partie des organes

sont €élaborés au cours de la vie
embryonnaire. Chez les plantes
supérieures, des groupes de cellules
souches, appelés méristemes, sont
mis en place au cours de I’embryo-
genese. Celles-ci peuvent étre défi-
nies comme des cellules capables de
produire a la fois des cellules iden-
tiques a ellesmémes et des cellules
destinées a se différencier. Ainsi, les
méristemes sont des ensembles orga-
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nisés de cellules souches qui s’auto-
maintiennent et produisent en
paralléle des organes et des tissus,
cela tout au long de la vie de la
plante.

Typiquement, chez les plantes a
fleurs, le méristeme apical racinaire
donne naissance a I'appareil raci-
naire, tandis que le méristéme apical
caulinaire (MAC), auquel est consa-
crée cette revue, donne naissance a
toute la partie aérienne de la plante.
Le MAC est caractérisé par un déve-
loppement de type itératif, au cours
duquel sont produites des unités
séquentielles, appelées phytomeres.
Un phytomere comporte une feuille,
portant éventuellement a son aisselle
un méristeme axillaire, ’ensemble
constituant le nceud, soutenu par
une portion de tige, appelée I'entre-
nocud (figure I). Des changements
progressifs de l'identité du méris-
teme interviennent au cours du déve-
loppement de la plante. En effet, le
MAC végétatif, formé au cours de
I’embryogeneése, produit des feuilles.
Lors de la transition florale, le MAC
végétatif devient un méristéme
d’inflorescence produisant des
feuilles modifiées, ou feuilles cau-

lines, et des méristemes floraux laté-
raux. Contrairement a leurs prédé-
cesseurs (méristeme végétatif et
d’inflorescence), ces méristémes flo-
raux ont une croissance définie ou
déterminée, puisque leur activité
cesse apres la production d’un
nombre défini d’organes. De plus, les
organes floraux sont produits sous la
forme d’anneaux concentriques, ou
verticilles, et non plus en spirale
comme pour les feuilles végétatives
ou caulines. Les différents verticilles
formant une fleur correspondent, de
I’extérieur vers l'intérieur, aux
sépales, pétales, étamines et car-
pelles.

L’activité des méristéemes aériens
détermine la base de l’architecture
de la plante. Ainsi, lorsque seul le
méristeme apical primaire est actif,
Parchitecture générale de la plante
est linéaire. En revanche, si des
méristemes axillaires sont activés,
des hampes florales secondaires sont
formées, donnant naissance a une
architecture branchée plus com-
plexe (figure 1). D’autres types de
méristémes peuvent également étre
actifs, comme les méristemes adven-
tifs, formés de novo a partir de tissus
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différenciés. Ils peuvent étre situés
sur les feuilles (adultes ou juvéniles),
les tiges ou les racines. Des méris-
temes secondaires plus diffus, appe-
1és cambiums, existent dans la racine
et la tige, et sont responsables de la
croissance en épaisseur de ces struc-
tures. La position et D'activité des
méristémes influencent donc la
croissance et la forme générale de la
plante.

Dans cette revue, nous nous concen-
trerons sur le méristéme apical cauli-
naire végétatif, tout en faisant réfé-
rence aux connaissances et aux
modeles établis a partir de I’étude des
méristemes d’inflorescence. Nous
aborderons principalement les fac-
teurs impliqués dans la maintenance
des méristémes et la mise en place
proprement dite des primordiums.
Nous ne pourrons développer dans
cette courte synthese la question fort
intéressante de 'identité des organes
produits (feuillles végétatives ou cauli-
naires, fleurs, ou organes floraux).
Bien que la présence d’un méristéme
apical soit une caractéristique géné-
rale des végétaux terrestres multicellu-
laires, sa structure peut varier de
facon significative d’une espéce a

Figure 1. A. Représentation schématique de l'architecture d’Arabidopsis thaliana. Le méristeme apical caulinaire
(MAC) produit toute la partie aérienne de la plante, tandis que le méristéeme apical racinaire donne naissance a
I'appareil racinaire. Le MAC végétatif, formé au cours de I'embryogenése, produit des feuilles végétatives. Lors de la
transition florale, le MAC végétatif devient un méristeme d’inflorescence, produisant des feuilles modifiées, ou
feuilles caulines, et des fleurs. La partie aérienne de la plante mature est constituée d'unités séquentielles appelées
phytomeéres. Un phytomeére comporte une feuille, portant éventuellement a son aisselle un méristéme axillaire,
I'ensemble constituant le nceud, soutenu par une portion de tige, appelée I'entre-nceud. B. Visualisation en micro-
scopie confocale du méristéeme apical végétatif d'une plantule d’Arabidopsis au stade 6 jours aprés germination. Les
deux premiers primordiums foliaires sont visibles. Un double marquage iodure de propidium/rhodamine 123 a été
utilisé, colorant respectivement les noyaux en rouge et le cytoplasme des cellules en vert.
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I’autre. Le méristéeme des angio-
spermes® a été plus particuliérement
étudié (pour revue [1]).

Tous les méristémes apicaux des
végétaux supérieurs sont pluricellu-
laires. Cependant, au sein du MAC,
ces cellules, qui constituent les unités
de base construisant le méristéme, ne
fonctionnent pas de facon auto-
nome. Elles sont organisées en des
domaines multicellulaires permettant
le fonctionnement du MAC comme
un ensemble coordonné. Ces
domaines sont distincts au niveau
cytologique et représentent des uni-
tés fonctionnelles. Les connaissances
issues des approches génétiques,
menées au cours de la derniére
décennie principalement chez
Iespece modele Arabidopsis thaliana,
ont révélé une partie des mécanismes
moléculaires qui sous-tendent I’orga-
nisation du MAC. Ces connaissances,
associées aux approches biochi-
miques et cellulaires, ont établi les
premieres bases de la compréhen-

* Angiospermes (du grec angeion, wvase, boite, et
sperma, graine): sous-embranchement de plantes
phanérogames dont les graines sont enfermées dans
un fruit, comprenant pres de 300 000 especes (les
angiospermes se divisent en monocotylédones et
dicotylédones).

sion de l'intégration des processus
cellulaires au sein du méristeme.

Organisation des cellules
meristematiques

Des analyses cytologiques classiques
ont permis de mettre en évidence
plusieurs modéles d’organisation cel-
lulaire au sein du méristéme.

Tout d’abord, I’observation micro-
scopique de coupes longitudinales
du MAC des Angiospermes révele
I’existence de plusieurs assises cellu-
laires distinctes. L’assise externe,
appelée tunica, est formée et mainte-
nue par l'orientation anticlinale
(perpendiculaire a la surface du
méristéme) invariable des plans de
division. La {tunica entoure un
ensemble de cellules plus interne,
appelé corpus, qui ne présentent pas
de plans de division préférentiels [2].
Chez les dicotylédones, comme Arabi-
dopsis, la tunica se compose de deux
assises cellulaires, L1 et L2, entou-
rant le corpus (figure 2). L’assise L2
peut & son tour étre composée de
plusieurs assises, en fonction du
stade de développement.

A cette stratification horizontale du
MAC se superpose une organisation
radiale. Trois domaines, ou zones,

Figure 2. Description histologique de I'organisation du méristeme apical. Les
assises externes, L1 et L2, formant la tunica, sont caractérisées par |'orienta-
tion anticlinale (perpendiculaire a la surface du méristeme) des plans de divi-
sion. Les assises sous-jacentes, L3, ou corpus, ne présentent pas de plans de
division préférentiels. Trois domaines, ou zones, ont été définis sur la base
de criteres cytologiques, tels que la taille cellulaire, la densité cytoplasmique
et le taux de prolifération cellulaire: la zone centrale (ZC) contient les cellules
souches assurant le maintien du méristeme, la zone périphérique (ZP) est
composée de cellules plus petites et se divisant plus rapidement, permettant
I'initiation des primordiums d’organes. La formation du futur primordium
(P0) débute avec une augmentation de la fréquence des divisions périclines
(paralléles a la surface du méristeme) dans I'assise L2. La zone médullaire
(ZM) comporte des cellules plus grandes, allongées, et produit les tissus
messssm internes de la tige. P1, P2: primordiums.

ont été définis sur la base de critéres
cytologiques, tels que la taille cellu-
laire, la densité cytoplasmique et le
taux de prolifération cellulaire: il
s’agit de la zone centrale (ZC), de la
zone périphérique (ZP) et de la zone
médullaire (ZM) (figure 2). La ZC
occupe le sommet du méristeme et
s’étend en profondeur sur une partie
de la tunica et du corpus. Elle est
entourée par la ZP ou naissent les
primordiums. Les cellules de la ZP,
chez de nombreuses espéeces, sont
plus petites, moins vacuolisées et se
divisent généralement plus rapide-
ment que celles de la ZC. Les diffé-
rences observées dans la durée du
cycle cellulaire peuvent varier signifi-
cativement d’une espéce a l'autre:
ainsi, chez le riz, les cellules de la
périphérie du méristeme se divisent
huit fois plus vite que celles du
centre, alors que chez le pois, ce rap-
port varie entre 1,2 et 2,4 [3, 4].
Chez Arabidopsis, sur la base de ce cri-
tere cytologique, une zone centrale
relativement précise a pu étre définie
au sein du MAC d’inflorescence [5].
Sous-jacente a la ZC et a la ZP, la ZM
constitue la base du méristeme et est
composée de cellules plus grandes,
organisées en files, qui produisent les
parties internes de la tige.

D’autres études de cytologie ont ana-
lysé les régions du méristéme ou sont
mis en place les primordiums. Le
début de la formation d’une feuille
s’accompagne de modifications des
taux et de 'orientation des divisions
et de la croissance cellulaires au sein
d’un groupe de cellules de la PZ.
Chez la plupart des especes étudiées,
y compris Arabidopsis, le taux de divi-
sion augmente dans le secteur du
futur primordia par rapport aux
régions situées aux alentours de la ZP
[5]. De plus, la formation du primor-
dium débute avec une augmentation
de la fréquence des divisions péri-
clines (paralléles a la surface du
méristeme) dans les assises supé-
rieures, comme cela a été observé
chez le pois [6]. Simultanément, on
observe une expansion polarisée des
cellules dans 'axe de développement
de la future feuille [7].

L’ensemble de ces données clas-
siques de cytologie montre que le
MAC est une structure hautement
organisée, et suggere un modele
selon lequel les différentes zones
définies correspondent aux deux
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fonctions principales du méristéme:
mise en place des organes latéraux
dans la zone périphérique, et auto-
maintien du méristéme par I'activité
de la zone centrale. Au cours des dix
derniéres années, les fonctions dis-
tinctes suggérées par les observations
cytologiques des différentes zones
ont pu étre confirmées et élaborées,
grace a différentes approches. En
particulier, principalement chez Ara-
bidopsis, grace a l'analyse de diffé-
rents mutants affectés dans la mise
en place et I'organisation du MAC,
couplée a 1’étude des profils
d’expression des génes isolés corres-
pondants au sein du méristeme.

I Maintien du méristeme

Plusieurs classes de génes a homéo-
domaines, codant pour des facteurs
de transcription impliqués dans la
définition et le développement du
plan de base du corps chez de nom-
breux organismes multicellulaires,
sont impliqués dans le fonctionne-
ment du MAC. La famille des genes
knotted a été initialement identifiée
chez le mais. Le premier membre
isolé, le gene knotted 1 (knl),
s’exprime dans tout le méristeme et
son expression disparait lorsque les
cellules entrent dans la formation
d’un primordium (figure 3). Chez les

mutants knl, le nombre de branches
est réduit, alors qu’il y a plus
d’organes déterminés que chez le
sauvage, ce qui suggére un role du
gene knl dans le maintien du MAC
[8]. Les mutants dominants knl, qui
expriment de facon ectopique la pro-
téine a homéodomaine dans les
feuilles, présentent des feuilles anor-
males formant des noeuds (knots) de
cellules surnuméraires autour des
nervures. Ceci confirme l'idée d’un
role de la protéine knl dans la per-
sistance des cellules a I’état méristé-
matique [9].

Les mutations dans le géne shootmeris-
temless (stm), membre de la famille
des genes knotted chez Arabidopsis,
entrainent une incapacité a dévelop-
per un méristéme fonctionnel au
cours de I’embryogenese [10]. La
protéine STM, comme KNI, est pré-
sente dans les méristemes végétatifs
et d’inflorescence, ainsi que dans les
meéristemes floraux, mais elle est
absente des primordiums d’organes.
Au cours de I’embryogeneése, le géne
stm s’exprime tres précocement dans
les cellules apicales de 1’embryon,
puis est progressivement exclu des
cotylédons (feuilles embryonnaires)
en formation [11]. Ce profil
d’expression, ainsi que le phénotype
des mutants sim, suggérent un role
de ce gene dans la mise en place du

MAC au cours de I’embryogeneése.
Cependant, les plantes portant des
alleles forts stm sont capables de
mettre en place des organes (cotylé-
dons, feuilles) bien qu’en nombre
trés réduit, et conserveraient donc
une activité méristématique rési-
duelle. Une hypothése alternative
pourrait étre que les mutants stm sont
capables de mettre en place un MAC,
mais n’ont pas la capacité de le main-
tenir. Le géne stm, de méme que knl,
serait donc nécessaire pour mainte-
nir les cellules a 1’état méristéma-
tique. Il existe au moins neuf génes
de la famille des génes knotted chez
Arabidopsis: il s’agit des genes knat
(knotted Arabidopsis thaliana) 1 a 5, de
stm et d’au moins trois autres genes,
présents dans les bases de données
génomiques. Parmi ces génes, knatl,
knat2 et stm sont exprimés dans le
MAC, dans des domaines distincts
mais chevauchants. Knatl s’exprime
selon un profil proche de celui de
stm [13], alors que knat2 est présent
dans l’assise L3 uniquement, et
s’étend dans les parties plus internes
de I’apex couvrant la ZM [14].
Aucun mutant de type «perte de
fonction» des génes knatl et knat2
n’a été décrit. Cependant, la surex-
pression du géne knatl, sous le
contréle d’un promoteur constitutif,
induit la formation de lobes et de

P1
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ZC +ZP
[ Jcwvi+st™
. st
Frontiere | [ cuc2 + STM
Primordiums | [ JANT/LFY/PIN/AS1

I WUS + STM
ZC | CLV3 + CLV1 + STM

Figure 3. Profils d’expression des principaux génes contrélant le fonctionnement du MAC. Les profils d’expression
transcriptionnelle représentés sont fondés sur les données d'hybridation in situ obtenues sur le MAC d’Arabidopsis.
Le géne shootmeristemless (stm) s’exprime dans tout le domaine méristématique, a I'exception des sites de démar-
rage de la formation des primordiums. Les transcrits du géne clavata 3 (clv3) sont détectés dans un petit groupe de
cellules au sommet du méristeme coincidant probablement avec la ZC définie a partir de critéres cytologiques. clv1
s’exprime dans un large domaine central, entourant le domaine clv3. Le géne wuschel (wus) s’exprime dans un
ensemble restreint de cellules sous-jacent au domaine clv3. La frontiére entre le méristéme et les primordiums est
définie par la présence des transcrits du géne cupshapedcotyledons 2 (cuc2). L'ensemble de ces domaines d’expres-
sion est inclus dans le domaine STM. Plusieurs génes s’exprimant spécifiquement dans les primordiums ont été
décrits chez Arabidopsis: aintagumenta (ant), leafy (Ify), pin-formed (pin) et asymetric leaves (as1). Les génes phan-
tastica (phan) chez Anthirrinum, et son homologue roughsheath 2 (rs2) chez le mais, présentent un profil d’expres-
sion similaire. ZC: zone centrale; ZP: zone périphérique.
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folioles sur les feuilles, ainsi que celle
de tiges ectopiques, suggérant que le
geéne knatl est suffisant pour la mise
en place de méristemes [15].

Le géne wuschel définit une autre
classe de genes a homéodomaines
impliqués dans le fonctionnement du
MAC. Chez les mutants correspon-
dants wus, un MAC peut étre mis en
place, mais le méristétme se termine
précocement, apreés avoir formé
quelques organes. De nouveaux
méristemes sont produits continuel-
lement, mais aboutissent a des struc-
tures anormales. La fonctionnalité de
la zone centrale du MAC n’est pas
maintenue puisque la mise en place
de primordiums a lieu fréquemment
en position centrale, « consommant »
les cellules méristématiques. Des
fleurs sont produites, mais elles pré-
sentent un nombre réduit d’organes
et se terminent précocement en une
étamine centrale [16]. Au sein du
MAC, les transcrits du gene wus sont
détectés dans un petit groupe central
de cellules, en dessous des trois
assises cellulaires externes, consti-
tuant probablement la base de la ZC
(figure 3). Ce profil se retrouve dans
les méristemes d’inflorescence et flo-
raux. Sur la base du profil d’expres-
sion du gene et du phénotype des
mutants wus, il a été proposé que
WUS pourrait agir comme un
« centre organisateur » du MAC,
maintenant ’identité des cellules
souches de la zone centrale surplom-
bant son domaine d’expression [17].
Les mutants clavata 1, 2 et 3 (clvl,2,3)
correspondent a l’inactivation de
trois locus indépendants. Ils ont
cependant un phénotype trés simi-
laire, qui suggére un rdle antagoniste
de celui proposé pour les génes stm
et wus. En effet, les mutants clv sont
caractérisés par la présence d’un
méristeme agrandi des I’embryoge-
nese. La taille du méristéme s’accroit
graduellement au cours du dévelop-
pement, produisant plus de feuilles
végétatives, puis donnant naissance a
des tiges élargies. Celles-ci produi-
sent des fleurs présentant également
une augmentation du nombre
d’organes [18]. Les doubles mutants
clvl clv3 sont identiques aux simples
mutants, ce qui suggere un role com-
mun de ces deux genes dans la
méme voie de transduction. Les
mutants c/v2 ont un phénotype simi-

s laire a celui des alleles faibles clvl et
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clv3, et 'analyse des doubles mutants
a montré que le géne clv2 agit égale-
ment dans la voie clvl/clv3 [19].

Le géne c¢lvl code pour un récep-
teur a activité kinase, et est exprimé
dans un large domaine du méris-
teme comprenant le corpus et pro-
bablement ’assise L2 (figure 3 [20]).
Le géne clv3 code pour un petit pep-
tide sécrété et est exprimé dans un
domaine restreint au sommet du
méristéme, qui pourrait corres-
pondre a la ZC définie a partir de
criteres cytologiques (figure 3 [21]).
Le géne clv2, qui code également
pour un récepteur membranaire,
serait associé a clvl [22]. Ces pro-
téines, associées a d’autres parte-
naires, font partie d’'une méme voie
de signalisation contrélant la taille
du méristeme. Des études biochi-
miques ont suggéré que la protéine
clv3 serait un ligand extracellulaire
de clvl, sa liaison permettant I'inter-
action du complexe clvl/clv2 avec
les autres protéines du complexe
actif, telles que la protéine phospha-
tase Kapp [23] et la protéine

GTPase Rho, qui relayeraient et
controleraient la transmission du
signal a des protéines cibles [24].

L’une des cibles potentielles, directe
ou indirecte, de la voie définie par les
genes clavata pourrait étre la protéine
a homéodomaine wus. En effet, les
mutations du géne wus sont épista-
tiques sur clv, ce qui indique que wus
agit en amont de clv dans le controle
de la taille du méristeme [16].
D’autres arguments sont en faveur de
cette hypothése, et démontrent en
outre l’existence d’un systéme de
rétro-controle entre clv3 et wus. En
effet, I'expression artificielle de wus
dans les primordiums (sous le
controle du promoteur d’un geéne
spécifique des primordiums, le geéne
ANT, cf. ci-dessous) est suffisante
pour induire ’expression de clv3,
entrainant la formation d’un
domaine méristématique ectopique.
Par ailleurs, le domaine d’expression
de wus est agrandi et étendu aux
assises externes dans les méristemes
mutants clv, ce qui suggere 1'existence
d’un contrdle négatif de wus par clv

Figure 4. Un modele de fonctionnement du méristeme apical. Dans le méris-
teme apical d’Arabidopsis, les génes stm, wus et clv contrélent la persistance
et la taille du MAC. Stm serait nécessaire pour maintenir les cellules a I'état
méristématique. Parmi ces cellules méristématiques, les cellules de la ZC pro-
duisent la protéine signal clv3. Clv3 active le complexe récepteur membranaire
clv1/clv2 dans les cellules alentours, correspondant au domaine d’expression
clv1. La transmission du signal via la voie CLV limite I'activité wus en restrei-
gnant son expression a un petit groupe de cellules sous-jacentes a la ZC.
Simultanément, WUS représente une voie positive activant ou maintenant
I'expression de clv3. La mise en place des primordiums nécessiterait I'inacti-
vation du géne stm. Le géne de type myb as1 est un bon candidat pour réali-
ser cette inactivation. Au sein de la région de démarrage de la formation des
organes, les cellules peuvent appartenir a deux domaines distincts: les pri-
mordiums et les frontiéres entre les primordiums. Les génes s’exprimant spé-
cifiquement dans les primordiums, tels ant, Ify, permettent leur émergence,
tandis que les génes tels cuc2, ufo s'exprimant a la frontiére des organes, inhi-
bent la croissance a ce niveau. Le géne pin1, permettant un flux entrant local
d’auxine au niveau du primordium émergeant, agirait simultanément sur ces
deux identités en activant la croissance de I'organe et en inhibant l'identité
«frontiére ».



[25]. En outre, des plantes transgé-
niques qui surexpriment le géne clv3
de manicre constitutive, présentent
un phénotype similaire aux mutants
wus, et n’expriment plus wus dans le
méristeme [26]. Combinées aux pro-
fils d’expression de ces différents
genes dans le méristeme apical, ces
données ont conduit a la proposition
d’un modele de contréle de la taille
de la population des cellules souches
du méristéeme (figure 4). Dans le
méristeme apical d’Arabidopsis, les cel-
lules souches de la ZC produisent la
protéine signal clv3. Celleci active le
complexe récepteur membranaire
clvl/clv2 dans les cellules environ-
nantes, correspondant au domaine
d’expression de clvl. La transmission
du signal via la voie clv limite 'acti-
vité de wus, en restreignant son
expression a un petit groupe de cel-
lules sous-jacentes a la ZC. Simultané-
ment, wus représente une voie posi-
tive, en activant ou en maintenant
I’expression de clv3. Cette modula-
tion mutuelle, qui implique des inter-
actions positives et négatives, fournit
un systtme de controle subtil de la
taille du méristeme.

Les interactions de la voie clv avec le
gene stm ont également été étudiées.
Au cours du développement post-
embryonnaire, les alléles faibles clv et
stm agissent comme des suppresseurs
mutuels. En effet, un phénotype inter-
médiaire est observé lors de leur inac-
tivation [27], ce qui suggeére que les
deux geénes agissent indépendam-
ment et de facon opposée, sur un pro-
cessus commun, celui de la persis-
tance du méristeme. De méme, les
alleles séveres stm sont épistatiques sur
les mutations wus, qui aggravent les
phénotypes des alléles stm intermé-
diaires et faibles, conduisant ainsi a
une absence de méristétme embryon-
naire. stm agit donc a un niveau de
contrdle différent de celui de wus
[28]. Parmi I’ensemble des cellules
exprimant le géne sim (c’est-a-dire
I’ensemble des cellules constituant la
7C et la ZP), la boucle de controle
wus/clv coordonnerait 'activité des
cellules de la ZC (figure 4).

Mise en place
des organes latéraux

Au sein du méristéme, les cellules se
divisent perpétuellement, et les cel-
lules filles nouvellement produites
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sont intégrées dans les primordiums
d’organes a la périphérie du méris-
teme. Tandis que les genes stm, wus
et clv contrdlent la persistance et la
taille du MAC, un autre réseau de
genes contrdle la répartition de ces
cellules en organes latéraux. Une
série de processus interdépendants
interviennent dans la formation des
organes: recrutement des cellules
dans les primordiums, croissance de
l’organe, séparation des organes et
détermination de leur identité. Il est
toutefois difficile de définir la succes-
sion exacte de ces événements au
cours du développement d’un
organe.

L’un des premiers processus observé
est la séparation du méristtme d’un
groupe de cellules destinées a former
un primordium. Différents génes ont
été impliqués dans cette premiere
étape. Un événement précoce est
I'inactivation des genes knl/stm dans
les cellules initiales du primordium.
Les facteurs de transcription de type
myb, asymmetric leaves 1 (asl) chez Ara-
bidopsis, et leurs orthologues rough
sheath 2 (rs2) chez le mais, et phantas-
tica (phan) chez Antirrhinum majus,
présentent un profil d’expression
complémentaire a celui de knl/stm.
Ces geénes sont exprimés spécifique-
ment dans les cellules qui donneront
les futurs primordiums, et seraient
nécessaires a I'inactivation de knl/stm
puisque ces geénes s’expriment de
facon ectopique dans les primordiums
chez les mutants asl, rs2 et phan [29-
31].

Un autre marqueur tres précoce de la
formation des primordiums est repré-
senté par I'expression du gene aintegu-
menta (ANT) associé a la croissance et
au maintien de la prolifération des cel-
lules initiales du primordium. La pro-
téine ant est un facteur de transcrip-
tion potentiel, exprimée dans les
primordiums des organes latéraux. Les
mutants ant sont sévérement affectés
dans le développement floral et celui
de la graine, et présentent, entre autres
phénotypes, une réduction de la taille
et du nombre des organes floraux. Au
cours du développement végétatif, la
mutation ant entraine une réduction
de la taille des feuilles, due a la pré-
sence d’un nombre réduit de cellules.
De plus, la surexpression de ant, sous
le controle d’un promoteur constitutif,
entraine une augmentation de la taille
des feuilles, confirmant I'importance

du géne ant dans le controle de la
croissance et donc de la taille des
organes latéraux [32]. De méme, le
facteur de transcription leafy chez Ara-
bidopsis (ou son orthologue floricaula
chez Antirrhinum), qui joue un role
prépondérant dans la mise en place de
I'identité du méristeme d’inflores-
cence, est exprimé précocement dans
tous les primordiums d’organes [33].

I Séparation des organes

La mise en place d’'un primordium
implique également la définition de
ses frontiéres, conduisant a la forma-
tion d’organes distincts les uns des
autres. Plusieurs genes sont impli-
qués dans ce processus.

Les mutations dans les génes unusual
Jlower organ (ufo) d’ Arabidopsis et dans
son orthologue fimbriata (fim) chez
Antirrhinum, affectent la séparation
des organes, entrainant la formation
d’organes floraux fusionnés et chi-
mériques. Ces geénes codent pour des
protéines «f-box». Les protéines de
cette famille sont impliquées dans la
protéolyse de protéines-cibles via la
voie de l'ubiquitine, et elles sont,
dans certains cas, associées au
controle de la prolifération cellu-
laire. Ces génes s’expriment dans les
méristemes végétatifs et d’inflores-
cence, mais aussi a la frontiére entre
les organes floraux, ce qui confirme
leur fonction dans la mise en place
des zones de frontiéres entre les
organes et le méristéme [33].

Chez les doubles mutants cup shaped
cotyledons 1,2 (cucl cuc2), il existe une
fusion des cotylédons qui forment
une coupe entourant le méristéme
apical. Les simples mutants I et 2
(cucl, 2) n’ont en revanche pratique-
ment pas de phénotype apparent,
probablement en raison d’une
redondance entre les génes cucl et
cuc2. Au cours du développement de
ces doubles mutants cucl cuc2, des
fusions d’organes sont également
observées. Le géne cuc2a été cloné, il
est homologue au geéne no apical
meristem (nam), identifié a I’origine
chez le Pétunia, chez lequel il est
nécessaire pour la mise en place du
MAC au cours de ’embryogenése.
Plusieurs membres de cette famille
de genes, appelés les génes nac, ont
été isolés chez Arabidopsis, et code-
raient pour des facteurs de transcrip-

tion. Les genes cuc2 et nam présen-



tent un profil d’expression similaire :
les transcrits correspondants sont
détectés dans une zone séparant les
cotylédons dans I’embryon et aux
frontieres de tous les organes aériens
(figure 3), ce qui confirme I’hypo-
theése de leur fonction de suppres-
seurs de la croissance a la frontiere
des organes. sim interagirait avec le
gene cuc2, puisqu’il est nécessaire a
I'expression spatiale correcte de cuc2
et que la fonction de cuc est requise
pour I'expression de stm [34].

Les genes pin-formed 1 (pinl) et pinoid
(pid) sont impliqués a la fois dans la
mise en place et la séparation des
organes tout au long du développe-
ment. Au cours des phases embryon-
naires et végétatives, la perte de la
fonction pin entraine une réduction
du nombre de cotylédons et de
feuilles produits. Les effets des muta-
tions pid sont moins drastiques au
cours du développement végétatif.
Apres la floraison, ces deux muta-
tions conduisent a la formation
d’une inflorescence nue, ne produi-
sant qu’occasionnellement des fleurs,
qui présentent alors des organes
fusionnés. Le gene pin appartient a
une famille multigénique, qui code-
rait pour des protéines transmembra-
naires. Le géne pid code pour une
protéine présentant une activité
sérine/thréonine kinase. Ces deux
geénes ont été associés aux méca-
nismes d’action de I’hormone végé-
tale auxine, suggérant ainsi un role
prépondérant de cette hormone
dans I’émergence des primordiums.
Chez le mutant pinl, les marqueurs
des primordiums d’organes, tel que
lfy, et des frontieéres entre les
organes, tel que cuc2, ne présentent
plus un profil d’expression spéci-
fique. Ils s’expriment alors tous deux
dans un domaine en anneau entou-
rant le méristéeme, dont les cellules
possédent donc une identité hybride,
a la fois « frontiére» et « primor-
diums». Le géne pin est exprimé for-
tement dans les organes latéraux,
confirmant son role supposé dans la
mise en place des organes. Le role du
gene pinl serait donc d’inhiber cuc2
dans les primordiums pour per-
mettre la croissance des organes
[35].

L’identité des organes latéraux pro-
duits par les méristémes varie au
cours du développement. Au cours

msssssm des phases végétatives et reproduc-
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tives, différents types de feuilles sont
produites. Il en est de méme au
niveau des fleurs, qui possédent
quatre type d’organes. Les méca-
nismes physiologiques et génétiques
mis en jeu dans le controle de I'iden-
tité des organes ont été largement
étudiés, principalement en ce qui
concerne le développement floral
(pour revue, voir [36]) et ne seront
pas abordés dans cette article.

Intégration des cellules
dans le méristéeme

Tout en conservant une organisation
stricte, le MAC présente une stabilité
remarquable, illustrée par I’dge que
peuvent atteindre certains arbres.
Cependant, cette stabilité est réalisée
par un ensemble dynamique de cel-
lules, qui se renouvellent de facon
continue tout en assurant la différen-
ciation des organes. Quels sont les
mécanismes intégrant les différents
comportements cellulaires, a la fois
dans les domaines fonctionnels dis-
tincts composant le méristéme, et
entre eux ?

Selon I'une des hypotheéses permet-
tant d’expliquer la mise en place
d’un contrédle spatial constant de la
différenciation, le devenir d’une cel-
lule est déterminé par son origine
clonale. L’organisation en assises du
méristeme apical suggererait 'inter-
vention d’un tel mécanisme. Cepen-
dant, 'analyse de chimeéres périclines
(c’est-a-dire de plantes comportant
des assises dont les cellules différent
entre elles pour un ou plusieurs mar-
queurs visibles: ploidie, albinisme...),
indique que l'origine clonale n’a que
peu d’importance. En effet, des divi-
sions d’orientation anormale ont par-
fois lieu au sein d’une assise, I'une
des cellules filles se retrouvant alors
dans I’assise voisine. Les cellules ainsi
« déplacées» vont adopter 'identité
liée a leur nouvelle position [37].
Une deuxi¢me hypothése, suggérée
par ces observations, serait que
I'identité cellulaire est acquise en
fonction de la position de la cellule
dans 'organe. Ceci suppose que les
cellules peuvent ajuster leur compor-
tement en fonction des cellules voi-
sines, nécessitant donc un comporte-
ment collectif constant, malgré des
variations au niveau des cellules indi-
viduelles. Des expériences d’ablation
cellulaire, réalisées en microscopie

confocale dans le méristeme raci-
naire d’Arabidopsis, ont permis de
montrer I'importance des signaux
positionnels dans I’établissement des
profils de différenciation, et I’origine
de ces signaux. En effet, I'identité
des descendants des cellules méristé-
matiques nécessite la présence de cel-
lules adjacentes déja différenciées.
Les informations positionnelles pro-
viennent donc des tissus proximaux
plus matures [38].

Les cellules méristématiques, comme
la plupart des cellules végétales, sont
connectées par des canaux cytoplas-
miques spécialisés, les plasmodesmes.
La continuité symplasmique existant
entre des cellules voisines permet la
mise en place de domaines multicel-
lulaires, ou «champs symplas-
miques », au sein desquels le compor-
tement cellulaire est coordonné. La
microinjection de marqueurs fluores-
cents dans des méristemes d’Iris a
permis de mettre en évidence I’exis-
tence de différents champs symplas-
miques [39]. Les cellules de la péri-
phérie du méristéme sont connectées
entre elles, formant un champ séparé
de la région centrale. Ceci pourrait
correspondre a la zonation histolo-
gique du méristeme décrite précé-
demment. En outre, au sein de la
région centrale, les cellules de la
tunica sont séparées du domaine sym-
plasmique formé par le corpus. Les
champs symplasmiques sont dyna-
miques et des connexions transitoires
peuvent s’établir. Certains régula-
teurs du méristéme peuvent transiter
de cellule a cellule via les plasmo-
desmes, déterminant le comporte-
ment de cellules distantes ou voisines
n’exprimant pas ces régulateurs. Par
exemple, chez le mais, le géne knotted
s’exprime dans tout le dome méristé-
matique a I’exception de l'assise L1.
La protéine knl est en revanche
détectée dans I’ensemble des assises.
Le transport de la protéine knl a été
étudié en microinjectant la protéine
marquée par des anticorps fluores-
cents, dans des cellules de méso-
phylle foliaire [40]. Dans ce cas, la
protéine knl est capable de se dépla-
cer vers les cellules situées aux alen-
tours du systéme vasculaire et du
mésophylle. De nombreux autres
régulateurs du méristéme présentent
une activité qui ne serait pas auto-
nome par rapport a la cellule,
comme le géne d’identité florale flo
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d’Antirrhinum - orthologue de LFY
d’Arabidopsis —, qui pourrait faire
intervenir un transport de ces pro-
téines via les plasmodesmes [41].

De méme que dans les systémes ani-
maux, la matrice extracellulaire chez
les végétaux semble également inter-
venir dans la mise en place et le
maintien de la différenciation cellu-
laire. Les différents signaux de déve-
loppement transitant par l’apo-
plasme peuvent passer a l'intérieur
des cellules, sans toutefois emprunter
la voie des plasmodesmes, ce qui
implique un contréle membranaire
du transport. Cela a été proposé
pour le transport de 'auxine par les
protéines membranaires pin, par
exemple [35]. Les signaux extracellu-
laires peuvent également interagir
avec des composants de la surface
cellulaire, comme les récepteurs
membranaires. Ce dernier cas est
illustré par la voie de signalisation
impliquant les geénes clavata (clv)
décrits précédemment, qui contro-
lent Ia taille du méristeme.

Ainsi, des signaux de différente
nature, ARN messagers, protéines,
hormones, transitent par les voies de
communication symplasmiques et
apoplasmiques, et permettraient
I'intégration des cellules en une
unité fonctionnelle dans le méris-
teme apical.

I Conclusions

Nous avons présenté les principales
données génétiques, biochimiques et
cellulaires qui décrivent I’organisa-
tion et le fonctionnement du méris-
teme apical. Des facteurs spécifiques
des différents domaines du méris-
téme, ainsi que les premiers éléments
de leurs interactions (figure 4) ont été
identifiés. En outre, 'importance des
communications intercellulaires,
nécessaires au maintien d’une struc-
ture méristématique organisée, a été
mise en évidence. Ces réseaux fonc-
tionnels, relayés par différents
signaux, doivent interagir avec les
mécanismes impliqués dans la mor-
phogenese cellulaire, comme le mon-
trent la modulation spatiale (et tem-
porelle) fine de la prolifération et de
I'expansion des cellules observée par
I’analyse histologique classique du
méristeme et des primordiums. Cette
question des conséquences du com-
portement cellulaire sur le comporte-
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ment du méristeme, et plus générale-
ment sur le développement de I’orga-
nisme, est au centre des recherches
actuelles, qui visent a comprendre
comment le méristeme apical réalise
I’état d’équilibre dynamique que
nous avons décrit ici ®
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Summary

Plant stem cells organisation
and function: the shoot apical
meristem in Arabidopsis

Shoot development in higher plants
is characterised by continuous organ
formation from groups of stem cells
established during embryogenesis:
the shoot apical meristem. The shoot
meristem must maintain a central
population of dividing cells and allow
cell differentiation in lateral organs.
The existence of distinct functional
domains corresponding to these two
roles has been postulated from
extensive histological studies of the
shoot meristem. During the last
decade, genetic analysis performed
in Arabidopsis lead to the identifica-
tion of several mutants affected in
the different meristem functions.
Cloning and expression pattern stu-
dies of the corresponding genes have
confirmed and elaborated the classi-
cal models of meristem cells organi-
sation. Based on the meristem regu-
lators interactions and on cell-cell
communication mechanisms instru-
mental in meristem function, the
first basis in the understanding of the
dynamic of these highly ordered
structures can be drawn.
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