N

N

Forme et croissance dans le Vivant: Morphogénése du Pétale
de Nigelle (Nigella damascena): Morphogenése des motifs de
couleurs répétés chez les Eucaryotes
Pierre Galipot

» To cite this version:

Pierre Galipot. Forme et croissance dans le Vivant: Morphogénése du Pétale de Nigelle (Nigella damascena):
Morphogenése des motifs de couleurs répétés chez les Eucaryotes. Biologie cellulaire. Museum national
d’histoire naturelle - MNHN PARIS, 2021. Francais. {NNT: 2021MNHNO0019). <tel-04870742)

HAL Id: tel-04870742
https://theses.hal.science/tel-04870742v1

Submitted on 7 Jan 2025

HAL is a multi-disciplinary open access archive L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est des-
for the deposit and dissemination of scientific re- tinée au dépoét et a la diffusion de documents scien-
search documents, whether they are published or not. tifiques de niveau recherche, publiés ou non, émanant
The documents may come from teaching and research  des établissements d’enseignement et de recherche
institutions in France or abroad, or from public or pri- francais ou étrangers, des laboratoires publics ou
vate research centers. privés.

Au‘to'flizition
HAL Authorization


https://theses.hal.science/tel-04870742v1
https://about.hal.science/hal-authorisation-v1/
https://about.hal.science/hal-authorisation-v1/
https://hal.archives-ouvertes.fr

MUSEUM NATIONAL D’HISTOIRE NATURELLE

Ecole Doctorale 227
Sciences de la nature et de ’Homme : évolution et écologie

Année 2021 N°attribué par la bibliothéque
|

THESE
pour obtenir le grade de
DOCTEUR DU MUSEUM NATIONAL D’HISTOIRE NATURELLE
Spécialité : Biologie

présentée et soutenue publiquement par

Pierre GALIPOT
le 22/09/21

Forme et croissance dans le Vivant
Morphogenese du pétale de nigelle de Damas (Nigella damascena)

Morphogenese des motifs de couleurs répétés chez les Eucaryotes

Sous la direction de : Monsieur Jabbour, Florian, Maitre de conférences,

et de : Madame Damerval, Catherine, Directrice de recherche

JURY :
Mme Elias, Marianne Directrice de Recherche, Muséum national d’histoire naturelle, Paris (075) Examinatrice
M. Jabbour, Florian Maitre de conférences, Muséum national d’histoire naturelle, Paris (075) Directeur de These
Mme Damerval, Catherine Directrice de Recherche, CNRS Directrice de These
Mme Moyroud, Edwige Research group Leader, University of Cambridge (United Kingdom) Rapporteur
M. Stédler, Yannick Senior scientist, University of Vienna (Austria) Rapporteur

Mme. Monniaux, Marie Chargée de recherche, ENS de Lyon Invitée



Remerciements

J’aimerais remercier tous les membres du jury, et en particulier Edwige Moyroud, Yannick
Stadler, Marie Monniaux et Marianne Elias d’avoir accepté d’évaluer ce travail. Je remercie
également Rapha&l Cornette pour avoir donné son accord initial.

J’adresse tous mes remerciements aux membres de mon comité de suivi de these : Vincent
Debat, Natalia Conde e Silva, Adrienne Ressayre et Philippe Andrey pour leurs conseils et leurs
points de vue complémentaires qui ont grandement fait avancer le projet.

Je remercie également I’ENS de Lyon pour le financement de cette these, sous la forme d’un
contrat doctoral spécifique normalien. Je remercie 1’Université Paris Sciences & Lettres (PSL)
et le College de France pour m’avoir accueilli durant la premiere année de these. Je remercie le
Muséum national d’Histoire naturelle de m’avoir accueilli durant ces deux dernieres années de
these.

Merci également aux deux écoles doctorales: « Complexité du Vivant » (ED 515), et
« Sciences de la nature et de 'Homme : évolution et écologie » (ED 227) pour leur aide au cours
de ces trois années de doctorat. Un remerciement tout particulier a Emmanuele Mouchel-Vielh
et a Nathalie Machon pour leur écoute et leurs conseils, et pour avoir rendu cette transition aisée.

Je remercie L'Institut de Systématique, Evolution, Biodiversité (ISYEB) pour son accueil, pour
son aide au financement des expériences de microscopie électronique a balayage, ainsi que pour
le financement de I’Open Access de I’article de revue publi€ au cours de cette these. Je remercie
également Philippe Grandcolas, directeur de I'ISYEB pour ses conseils et son accompagnement
pour la publication de cet article.

Je remercie la plateforme de microscopie du MNHN pour m’avoir permis de recueillir les
données qui auront été au coeur des analyses de mon article de these. Je remercie également
I’UMR GQE- Le Moulon pour avoir hébergé les serres ot ont été récoltés les boutons de nigelle
ayant servi a cette étude. Je remercie a ce titre Catherine Damerval, Florian Jabbour et Beatriz
Gongalves pour avoir participé en amont a la récolte et a la préparation du matériel biologique
ayant servi a cette étude.

Je remercie les conservateurs du MNHN (Emmanuel Delfosse, Barbara Buge, Nicolas Vidal)
qui m’ont permis d’accéder a des spécimens biologiques afin d’illustrer 1’article de review.

Ce travail de these commencé en novembre 2019 mais n’est que 1’aboutissement des 27 années
qui ont précédées, et a ce titre j’aimerais remercier un grand nombre de personnes sans qui ce
parcours n’aurait pas existé ou aurait plus compliqué a vivre !

Je remercie tout d’abord tres chaleureusement tous les membres de ma famille, pour m’avoir
offert un environnement familial exceptionnellement aimant, ouvert et enthousiaste. Tout est
plus aisé quand on peut se reposer sur une famille pareille, alors merci a vous ! Une pensée
particuliere pour mes grands-parents Abuelo, Abuela, Mamé et Papere. Un merci plus que
reconnaissant a mes parents, a Pauline et a Lucas. Merci a Caroline, Denis, Francisco, Gilles,
Isabelle, Julian, Laurent, Marie et Nathalie. Et merci bien stir a Nicolas, Hélene, Estéban, Hugo,
Maél, Numa et Juliane. Merci également a celles et ceux qui sont présents depuis quinze ans :
Thomas, Pauline, a celles et ceux qui ont rejoint en cours de route, Jérémie et Mégan. Et une
pensée toute particulidre pour celui et celle qui sont plus qu’un +1, Robin et Elise. Merci
également a toute ma belle-famille, en particulier a Pascale et Guy, Yohann, Marion et Jérémie.

Si mon attrait pour la Biologie remonte au college voire a la primaire (Nicolas et les BFS, c’est
a vous que je pense), les choses sérieuses ont commencé juste apres le baccalauréat avec trois



années de prépa intenses, mais cruciales. La derniere, la fameuse « 5/2 » a été contre toute
attente mon année préférée de toute ma scolarité, et pour rien au monde je n’ai regretté ce
« redoublement » ! Et a nouveau, c’est grace a une poignée de personnes, dont je ne peux taire
les noms. Profitez-en, ¢’est votre tour | Un merci tout particulier d’abord a Elodie pour m’avoir
accueilli pendant toute ma période d’internat, ces soirs de révisions/discussions ont grandement
rendu mon passage a Malherbe plus agréable. Merci évidemment a Jean-Charles, Ronan, Come,
Alice, Servane, Anthony, Maél, Thomas, Matthieu, Camille, Liza et a tous les autres
habitant(e)s ou squatteurs de ce fameux couloir d’internat pour cette incroyable année.

Malgré le quotidien parfois compliqué de ces trois années de prépa, mon attrait pour la science
et la Biologie se sont accentués grace notamment a des professeur(e)s de SVT exceptionnel(le)s.
Un grand merci tout d’abord a Mathieu Vartanian, ¢’est stirement en grande partie grace a vous
que je dois mon entrée a I’ENS de Lyon. Merci a Catherine Varlet et Béatrice Levilly pour votre
bienveillance et pour m’avoir permis de garder le cap et la flamme des SVT en deuxie¢me (et
troisieme) années.

Les quatre années lyonnaises qui ont suivi ont également été trés enrichissantes et surtout tres
agréables grace a la compagnie exceptionnelle de Hugo, Rémy, Margaux, Juliana, Salomé,
Lilian, Victor, Marine, et tou(te)s les autres. J’espere que Lyon sera le lieu de nos retrouvailles
pour de nombreuses années encore. Parmi les professeur(e)s, chercheuses et chercheurs que j’ai
eu 'immense chance de cotoyer durant ses années a ’ENS de Lyon, je tiens a remercier
particuliecrement Marie Sémon, Jean-Pierre Moussus, Pierre Thomas, Déborah Prevot, Cyril
Langlois et David Busti pour avoir personnifié la science que j’aimerais pratiquer plus tard.
Beaucoup de ces personnes inspirantes font partie de 1’équipe de la prépa agrégation SV-STU
de I’ENS de Lyon, une formidable année encore, a la fois scientifiquement et humainement (a
croire que les concours ne sont pas que des sources de stress et de travail !). Je remercie
également Abderrahman Khila, de I’IGFL et Haruhiko Fujiwara de I’ Université de Tokyo, pour
avoir accueilli le stagiaire inexpérimenté que j’étais, d’avoir entretenu mon intérét pour la
science et de m’avoir permis de garder I’espoir de pouvoir mener une carriere académique un
jour.

J’ai maintenant une pensée particuliere pour toutes les personnes que j’ai croisées pendant ces
trois ans de these, qui n’ont pas été de tout repos !

Tout d’abord merci a Marie pour m’avoir proposé ce sujet de stage et de m’avoir accueilli dans
ton laboratoire, et un grand merci a Nico, Camille, Magda, Richard, et bien siir Nicole et Carole,
J’ai beaucoup apprécié votre compagnie pendant cette année et demi mouvementée ! Une
pensée €galement a tous les jeunes chercheuses et chercheurs du CIRB, et en particulier au
bureau des Chadoc. Il est toujours agréable de repasser faire un coucou au College, et j’espere
que nos chemins se recroiseront d’une maniere ou d’une autre.

Un énorme merci également a mes collegues de fortune, Tian, Julie, Carlos, Simon, Marwan,
Karen, Mathieu, Lucile qui m’avez si bien accueilli pour ces deux années de these au Muséum.
J’ai adoré passer ces redéconfinements a vos cotés dans le bureau du 3" de la Phanéro !

Un merci également a mes chers compagnons de jeu qui ont rendu les périodes de confinement
beaucoup plus agréables, merci a Pauline, Adam, Numa, Jean-Charles et David !

Pour clore cette longue séquence, viennent maintenant des remerciements tout particuliers, que
je pourrais nommer, sans leur manquer de respect, les « éléphants au milieu de la piece ».

Tout d’abord, Florian et Catherine, mes encadrants de these, qui ont recueilli I’oiseau tombé du
nid que j’étais pour en faire une belle plante (du moins je I’espere). Un merci empli de gratitude
pour m’avoir proposé ce sujet de these, pour m’avoir soutenu pour écrire cet article de revue,



ainsi pour votre accompagnement constant et bienveillant. Vous €étes des encadrants de these
exceptionnels, je crois avoir beaucoup grandi scientifiquement et humainement a vos cotés !

Et enfin, une personne que j’aurais pu citer dans la plupart des paragraphes précédents tant elle
a su se rendre indispensable depuis ces huit (+ 2) années ! Merci a Lauren, dont le délicieux
compagnonnage durant ces années d’études, de césure et de theése m’aura rendu la vie bien
douce. Arigatd gozaimasu !

Il y a beaucoup de noms qui n’ont pu étre cités, mais je pense bien a vous !



Form and growth in living beings. Morphogenesis of
Nigella damascena petal. Morphogenesis of repeated
color patterns in Eukaryotes

Summary:

Shape changes and growth are two processes which co-occur during the
development of organisms. Local processes such as cell proliferation can
influence both shape and size of a tissue, organ or organism, which raises the
question of the interactions between size and shape during development. Through
a geometric morphometric and cellular study of the elaborate petal of love-in-a-
mist (Nigella damascena L., Ranunculaceae, Angiosperms), and the classification
of the mechanisms responsible for repeated color patterns in Eukaryotes, we
questioned the great diversity of the relationships between morphogenesis and
growth during development.

The study of Nigella damascena presented in chapter 1 demonstrated an
allometric link between petal shape and growth during development. The
complementary study of cellular characteristics showed that the two main
processes involved in petal growth and morphogenesis - cell expansion and cell
proliferation - have different contributions. Cellular proliferation is the
predominant process in shape changes while cell expansion is more involved in
petal growth.

In the study presented in chapter 2, if the main objective was the classification of
the mechanisms of formation of repeated color patterns, it also showed a major
role of growth for the formation of at least two families of color patterns (out of
the seven listed), as well as a role of pattern modifier, increasing the geometric
diversity of the color patterns of Eukaryotes. These two studies contribute to
deepening the links between form and growth during the development of
Eukaryotes.

Keywords: morphogenesis, growth, petal, color patterns, Nigella, Ranunculaceae,
Eukaryotes



Forme et croissance dans le Vivant. Morphogenese du
pétale de nigelle de Damas (Nigella damascena).
Morphogenese des motifs de couleurs répétés chez les
Eucaryotes

Résume :

Les changements de forme et la croissance sont deux processus qui coexistent
pendant le développement des organismes. Certains processus locaux comme la
prolifération cellulaire peuvent influencer a la fois la forme et la taille d'un tissu,
d'un organe ou de l'organisme entier, ce qui pose la question des interactions entre
taille et forme au cours du développement. A travers une étude de morphométrie
géométrique et des caractéristiques cellulaires du pétale élaboré de la nigelle de
Damas (Nigella damascena, Ranunculaceae, angiospermes) et de la classification
des mécanismes de formation des patrons de couleurs répétés des Eucaryotes,
nous avons interrogé la grande diversité des relations entre morphogenese et
croissance au cours du développement. L’étude de la nigelle de Damas présentée
au chapitre 1 a permis de mettre en évidence un lien allométrique entre forme et
croissance du pétale au cours du développement. L’étude complémentaire des
caractéristiques cellulaires a permis de montrer que les deux processus principaux
participant a la croissance et a la morphogenese du pétale -expansion cellulaire et
prolifération cellulaire- ont des contributions différentes. La prolifération
cellulaire est le processus prépondérant dans les changements de forme, alors que
I’expansion cellulaire participe plutdt a la croissance du pétale.

L’étude présentée au chapitre 2, dont I’objectif principal était la classification des
mécanismes de formation des patrons de coloration répétés, a permis de mettre en
évidence un role prépondérant de la croissance pour la formation d’au moins deux
familles de patrons de couleurs sur les sept répertoriées ainsi qu’un rdle de
modificateur de patron, augmentant la diversit¢é géométrique des motifs de
couleurs portés par les Eucaryotes. Ces deux études ont permis d’approfondir les
liens entre forme et croissance au cours du développement des étres vivants, dont
de nombreuses relations restent a mettre a jour.

Mots clés : morphogenese, croissance, pétale, patrons de coloration, Nigella,
Ranunculaceae, Eucaryotes
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Introduction générale

L’acquisition des formes (morphogenese) et la croissance sont deux processus
coexistant durant le développement de la majorité des Eucaryotes (D. W. Thompson 1992), et
a ce titre leurs relations méritent d’étre regardées de pres afin de mieux comprendre leurs rdles
durant le développement et leurs contrdles respectifs. Par ailleurs, une série de processus tels
que la division ou I’expansion cellulaire sont susceptibles d’entrainer a la fois une variation de
forme et de taille, et suggerent des liens forts entre morphogenese et croissance.

Dans cette premiere partie introductive, a I’aide d’une littérature scientifique remontant
jusqu’au début du siecle dernier, nous allons commencer a explorer les différents liens entre
forme et taille chez les étres vivants. Nous introduirons ensuite le contexte de recherche autour
de Nigella damascena, qui fait I’objet de 1’étude présentée au chapitre 1. Nous montrerons en
quoi elle et son genre Nigella sont devenus un quasi-modele pour I’étude du développement
d’organes élaborés. Nous introduirons ensuite la thématique de la coloration chez les
Eucaryotes, puis nous nous focaliserons en particulier sur les patrons de couleurs répétés, qui
font 1’objet du chapitre 2. Nous expliquerons enfin comment 1’étude du pétale de Nigella
damascena et des patrons de couleurs répétés peut éclairer les liens entre forme et croissance

au cours du développement.



Forme et croissance au cours du développement, quelles
relations possibles ?

Quelques définitions en guise de préambule

Taille (et croissance) et plus encore forme (et morphogenese) sont des termes qui
recouvrent de nombreuses identités, dont une partie sera abordée dans ce manuscrit, d’ou
I’importance de bien préciser leurs contours.
Si son acception la plus large désigne I’augmentation numérique d’une grandeur et donc peut
recouvrir une grande variété de processus, ici le terme de croissance fera toujours référence a
une augmentation de la taille (d’une cellule, d’un tissu, d’un organe ou d’un organisme). La
taille, quant a elle peut désigner selon le contexte une longueur, comme c’est le cas dans la
plupart des études d’allométrie (voir paragraphe « Changements de forme, croissance et
allométrie »), une surface (d’une cellule, d’un tissu comme dans la plupart des exemples
évoqués dans le chapitre 1 et chapitre 2) ou bien un volume. Dans le chapitre 1 consacré a
Nigella damascena, le terme taille peut aussi désigner la taille du centroide. Cette dernicre est
la mesure de taille utilisée presque universellement en morphométrie géométrique, et sera le
proxy de la taille du pétale dans notre étude. Elle correspond a la racine carrée de la somme des
distances au carré de tous les points de repere (landmarks) de 1’objet a leur centroide, qui est
leur centre de gravité. Si la plupart du temps la taille des objets biologiques étudiés augmente
au cours du temps développemental, des décroissances restent tout de méme possibles, souvent
légeres. Quelques-unes seront évoquées dans le paragraphe suivant (« Croissance sans
changement de forme et changement de forme sans croissance »).
La forme d’un objet biologique (d’une molécule a un organisme en passant par toutes les
échelles possibles), désigne quant a elle ’ensemble des caractéristiques géométriques du
contour de 1’objet, sous réserve que celui-ci soit biologiquement repérable, le contour étant la
(ou les) ligne(s) (en deux dimensions) ou la (ou les) surfaces (en trois dimensions) qui
délimite(nt) I’objet dans son environnement (Bookstein 2013). La forme décrit donc la maniere

dont un objet biologique occupe I’espace. Les formes qui feront 1’objet des études présentées



dans les chapitres 1 et 2 sont de natures relativement différentes, et seront présentées de maniere
plus détaillée en préambule de chaque chapitre. Les formes réelles d’un objet seront souvent
approchées par un proxy, c’est-a-dire un objet plus simple, ou plus aisément accessible a
I’expérimentateur. Par exemple, pour I’objet d’étude que constitue le pétale de Nigella
damascena, le proxy de sa forme 3D (dont le contour est la surface externe de 1’épiderme) sera
une série de points de reperes (landmarks) en deux dimensions, repérés visuellement sur les
clichés de microscopie électronique a balayage (MEB) grice aux caractéristiques locales du
pétale (un changement de courbure, une commissure, une aréte, etc.) et permettant une analyse
homologue sur une série d’échantillons d’individus différents, et correspondant a des stades

différents (Figure 1).

Forme réelle

du pétalze
contour 2D
r(eplié en 3D) contour de la points de repére
region d'interet, récapitulant
projection en 2D le contour

- analyse multivariée de la forme

o

PRt

Taille du centroide

Figure 1 Forme du pétale de Nigella damascena ef notion de proxy (portion de figure en haut

a gauche adaptée de (Liao et al. 2020))
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Pour les patrons de couleurs répétés, la forme d’un motif est déterminée par la couleur
(I’ensemble des longueurs d’ondes émises par un objet, le plus souvent celles correspondant au
spectre visible de I’humain), un changement de celle-ci définissant une frontiere du motif. Pour
un patron de couleurs répétés donné, sa forme est déterminée d’une part par la forme du motif
répété (pois, rayures, ocelles, etc.) mais aussi par le nombre et la répartition des motifs les uns
par rapport aux autres, la notion de forme pouvant donc recouvrir un ensemble complexe de
caractéristiques. De la mé&me maniere que la croissance correspondant a la dynamique de la
taille au cours du temps développemental, le corollaire de la forme est la morphogenése.

Maintenant que forme et taille, morphogenese et croissance sont définies, intéressons-nous a
leurs liens, en commengant par s’interroger si 1’'une peut exister sans 1’autre, durant le

développement.

Croissance sans changement de forme et changement de forme sans croissance

Si croissance et changement de forme coexistent pendant la plupart de la durée du
développement, des exceptions notables existent chez certains groupes taxonomiques. En
particulier, chez les organismes ou une partie du développement se fait dans un volume donné
-comme I'ceuf des amphibiens-, un développement a volume constant ou quasi-constant est alors
possible. Chez ces organismes, la cellule-ceuf, géante, contient les réserves nutritives dans son
cytosol et elle occupe ainsi la quasi-totalité de 1'espace disponible. Le développement consiste
dans sa premiere partie en des divisions cellulaires non-conservatives, ou les cellules filles se
partagent le volume de la cellule mere, entrainant au cours des processus de divisions une taille
moyenne cellulaire de plus en plus réduite (Saka and Smith 2001). La larve qui éclora de cet
ceuf occupera au mieux un volume aussi important que celui de la cellule initiale. On retrouve
ce type de développement chez les drosophiles (Edgar and O’Farrell 1989) ou la cellule-ceuf
donne une larve d’une taille comparable, les deux étant limitées par la paroi de I’ceuf. Ceci n'est
cependant pas vrai pour tous les développements se faisant dans un ceuf, car chez certains

groupes comme les oiseaux, les réserves nutritives sont externes a 1'embryon (Slavkin and
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Bavetta 2017). Si ce dernier occupe la quasi-totalit¢ de l'espace disponible au moment de
I'éclosion, ce n'est pas le cas au début de son développement, sa cellule initiale ayant une taille
réduite par rapport a I'ceuf. Au cours des divisions cellulaires, plutdt conservatives, le volume
occupé par I'embryon augmente, de maniere souvent exponentielle, aux dépends de celui des
réserves. C'est le cas également pour de nombreux autres vertébrés dont les téléostéens (Kunz
2004). On voit donc ici que la localisation des réserves peut conditionner les liens entre
croissance et changement de forme. Les développements a volume constant ne concernent pas
que les ceufs. Chez certains taxons comme chez de nombreux Insectes dont les larves
connaissent des métamorphoses, des changements de forme spectaculaires ont lieu a taille
constante (Truman 2019), voire diminuante. A cause de la respiration cellulaire qui entraine
une perte nette en carbone, la masse seche de 1'organisme peut diminuer 1égérement le temps
de la métamorphose (Burton and Tullett 1985), ce qui peut entrainer une baisse du volume si
cela n'est pas compensé par d'autres mécanismes comme 1'absorption d'eau atmosphérique.

Si de nombreux exemples de changements de forme sans croissance semblent donc exister
pendant le développement de nombreuses especes, 1'inverse est plus rare. Néanmoins, quelques
exemples peuvent étre considérés comme des séquences développementales sans changement
de forme flagrant, mais pendant lequel l'organisme connait une croissance importante. Pour
reprendre I’exemple des drosophiles, la larve connait une trés grande phase de croissance entre
I’éclosion de I’ceuf et le passage a la pupe. Cependant, sans étre completement exempte de
changements de forme, les larves de drosophile connaissent une relative stase morphologique
(Minelli and Fusco 2013). Il est intéressant de noter que durant le développement de ces
organismes, les phases de grande croissance ou de fort changement de forme sont disjointes
dans le temps.

La plupart des téléostéens connaissent a la fois des changements de forme et de taille au cours
du développement, notamment de I’allométrie, ou certains organes croissent plus vite que
d’autres. Cependant, parmi les 23600 especes que compte cette infra-classe, les especes du

genre Mola, communément appelés poissons-lune, constituent une véritable exception. En effet,
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le développement (post-embryonnaire) de leur morphologie externe est quasi-isométrique
(Phillips et al. 2018). Depuis les plus jeunes stades ot 1’individu fait quelques millimetres de
long jusqu’aux adultes qui peuvent atteindre une taille supérieure a trois metres, la forme
externe de I'individu est quasi-constante, a la dimension pres. Si les auteurs de cette revue
n’évoquent pas d’hypotheses sur la raison de cette exception, la morphologie tres aplatie des
poissons-lune pourrait avoir un impact sur la relation entre taille (ici, la longueur de I’individu)
et masse, qui pourrait étre beaucoup plus proche d’une proportionnalité que pour la plupart des
animaux (ol la masse (proportionnelle au volume) croit plus vite que la taille, ici la longueur, ).
La ou des allométries sur les systémes respiratoires ou circulatoires, ou sur la taille des
nageoires permettent de compenser les effets de cette relation masse/taille, nous pouvons
émettre 1’hypothese que les pressions de sélections sont moins importantes chez les poissons-
lune, entrainant un développement moins allométrique et plus isométrique.

En conclusion de cette sous-partie consacrée a la cooccurrence des phénomenes de
changements de forme et de croissance au cours du développement, la Figure 2 présente un
schéma-bilan récapitulant les taxons évoqués sur un diagramme taille/forme au cours du
développement. En écho, la Figure 2.G du chapitre I consacré a la nigelle de Damas (Nigella

damascena) place le pétale de cette derniere dans un graphe équivalent.
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Figure 2 Croissance sans changement de forme et changement de forme sans taille dtravers

quelques exemples de métazoaires. Les ceufs de Drosophila ainsi que sa pupe imposent un
développement a volume fixé, a ’instar du développement de Xenopus. Au contraire, les
poissons-lune subissent tres peu de changements de forme dans leur morphologie externe, alors

que la taille de leur corps traverse plusieurs ordres de grandeurs.

Changements de forme, croissance et allométrie

Les liens entre forme et croissance au cours du développement susciteront beaucoup de
questionnements en commun avec les problématiques d’allométrie, bien que ces concepts ne
soient pas totalement recouvrants.
Le concept d’allométrie, formalisé par Julian Huxley et Georges Tessier en 1936 (Huxley &
Tessier, 1936.) puis généralisé depuis (Gayon 2000), décrit comment un trait varie avec la taille
(dans son acceptation la plus courante, la taille de I’individu, mais ¢’est aussi souvent sa masse).

Ce trait peut étre lui-méme morphométrique, par exemple la taille d’un organe particulier, mais
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cela peut étre aussi n’importe quelle autre caractéristique biologique quantifiable (une concen-

tration d’un composé biochimique, une espérance de vie, un comportement).

Cette variation peut étre considérée a trois niveaux (Klingenberg 2016): entre individus d’une
méme population ou espece, entre taxons différents et enfin entre stades développementaux
différents. En d’autres mots pour ce dernier niveau, comment un trait quantitatif varie avec la
taille au cours du développement. Ce dernier cas est celui qui va nous intéresser dans le cadre
de cette étude, et le trait en question est la forme du pétale de Nigella damascena, que 1I’on
comparera a la taille du pétale (en I’occurrence la taille du centroide qui est le proxy utilisé dans
I’étude de morphométrie géométrique).

On dit qu’il y a relation allométrique quand la relation entre le trait en question et la taille
approche une loi mathématique simple, dans le cas le plus courant quand log(trait 1) et
log(taille) est linéarisé, donc quand le trait et la taille sont liés par une loi de puissance :

trait 1 = A X taille®
Ou a est appelé le coefficient d’allométrie.

Dans les tres rares cas ou a est égal a 0, on parle d’isométrie, le trait et la taille sont proportion-
nels. On obtiendrait cette relation avec n’importe quel trait participant a la morphologie externe
des poissons-lune évoqués plus haut, par exemple la taille de 1a nageoire dorsale, que 1’on com-

parerait avec la taille de ’individu (sa longueur).

De trés nombreux exemples de relations allométriques existent chez les étres vivants au cours
de leur développement, depuis I’exemple historique de la pince du crabe violoniste (Minuca
pugnax, S. 1. Smith, 1870) étudié par Huxley (Huxley 1924, Figure 3) jusqu’a I’allométrie gé-
nérant une différenciation entre étamines et pétales a partir de primordia morphologiquement

tres proches (avec I’exemple de la nigelle, Greyson and Sawhney 1972)
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Figure 3 Allométrie durant la formation de la pince de Minuca pugnax, dont [’étude par
Julian Huxley a abouti a la premiere formalisation du concept d’allométrie avec Georges
Tessier (source : Stevens, C.F. Darwin and Huxley revisited: the origin of allometry. J Biol 8,

14 (2009). https://doi.org/10.1186/jbioll19)

Nous verrons au cours du chapitre 1 que 1’étude de 1'évolution de la forme du pétale de nigelle
de Damas par rapport a sa taille peut étre considérée comme une recherche d'une loi d’allomé-
trie entre ces deux traits. Nous verrons également que forme et taille du pétale de nigelle sem-
blent bien liés par une loi d’allométrie, potentiellement de type exponentiel, bien qu'un échan-
tillonnage beaucoup plus important soit nécessaire pour déterminer précisément sa nature. Il
n'est pas totalement exclu que ces deux caracteres soient liés par une relation allométrique plus

classique, de type loi de puissance.

A Tinstar du principe de la morphométrie géométrique qui nécessite des points de repere ho-
mologues pour suivre une forme au cours du développement, les analyses d’allométrie suppo-
sent de pouvoir suivre un trait particulier pendant le développement. Or, la morphogenése d'un
organisme ne se limite pas a des formes préexistantes qui subissent ou non des modifications

géométriques aboutissant a la forme finale. Des formes peuvent apparaitre (voire disparaitre),
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a l'instar des motifs des patrons de colorations de Turing évoqués au chapitre 2, ou des pseudo-
nectaires du pétale de nigelle, absents au début du développement. De fait, ces productions de
forme sortent ainsi du champ de I'allométrie et de la morphométrie géométrique, ou du moins

obligent a restreindre 1'étude aux intervalles ou les homologies sont applicables.

Le pétale de Nigella (Ranunculaceae), un modele d’étude
pour la formation d’organes élaborés
Les Ranunculaceae et les innovations évolutives de leurs pétales

Les structures stériles de la fleur d'angiosperme sont une cible privilégiée de 1'évolution,
qui se traduit par une extraordinaire diversité de formes, de tailles et de couleurs. Parmi les
Ranunculaceae -qui ne font pas exception-, de nombreuses especes portent des innovations
morphologiques sur leurs pétales.
La zygomorphie par exemple, qui est la particularité d’une fleur a posséder une symétrie
bilatérale, a été acquise indépendamment a de nombreuses reprises dans I'évolution des
angiospermes. Elle est présente chez les fleurs de la tribu des Delphinieae, ou elle est portée par
les pétales et les sépales. Chez ces especes, qui sont les seules Ranunculaceae zygomorphes,
seuls les pétales dorsaux et/ou médio-dorsaux se développent completement tandis que les

autres ont une croissance retardée et un développement avorté (Jabbour et al. 2009, Figure 4).
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Figure 4 Evolution de la zygomorphie chez les Ranunculaceae. Elle est présente chez
plusieurs clades dont Delphinium et Aconitum. Les pétales ainsi que les sépales portent la
symétrie bilatérale par leur spécialisation (teintes pleines) et/ou leur réduction (teintes pastel)
(source : Jabbour, Ronse De Craene, Nadot, Damerval (2009) Establishment of zygomorphy
on an ontogenic spiral and evolution of perianth in the tribe Delphinieae (Ranunculaceae),

Annals of Botany, 104: 809 - 822, hitps://doi.org/10.1093/aob/mcpl62).

La protéine APETALA3-III (AP3-1II, résultant de I’expression du gene de la fonction B AP3-
3) est fortement associée a 1'identité des pétales chez les Ranunculaceae (Jabbour et al. 2014),
et de plus elle semble €tre asymétrique dans le périanthe (différence d’expression entre
sépales/pétales dorsaux et ventraux). Est-ce la source des signaux morphogénétiques qui

régissent I'asymétrie ou seulement une réponse/conséquence ?
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Le pétale, dont la présence ou I’absence est a I’origine de deux morphes naturels chez
Nigella damascena, ef son identité.

L'un des exemples les plus significatifs des structures élaborées des Ranunculaceae est
le pétale de Nigella damascena, qui réalise la fonction biologique d’urne a nectar. La nigelle de
Damas (Nigella damascena L.) appartient a la famille des Ranunculaceae et a I’ordre des
Ranunculales, groupe frere de toutes les autres Eudicotylédones (The Angiosperm Phylogeny

Group 2016, Figure 5).

Ranunculaceae (2525; Aquilegia, Nigella, Thalictrum)
Berberidaceae (701)
Menispermaceae (442)

al0)

Lardizabalaceae (40)

saje[nounuey

Circaeasteraceae (2)

Papaveraceae (825; Papaver, Eschscholzia, Cysticapnos)
Eupteleaceae (2)

Other eudicots

Figure 5 Les Ranunculales (core Ranunculales auxquels s’ajoutent Papaveraceae et
Eupteleaceae) sont le groupe frére de toutes les autres eudicots (source : Damerval and

Becker 2017)

Des traits a la fois ancestraux et dérivés sont présents chez les especes de cet ordre
(Jabbour et al. 2009). Nigella damascena présente deux morphes naturels qui possedent des
pétales et des sépales (morphe P), ou seulement des sépales (morphe T). Le morphe T s’est
probablement propagé par sélection artificielle a partir de multiples sources, grace a I'intérét

esthétique que ses sépales supplémentaires lui conferent (Jabbour et al. 2021, Figure 6).

Le morphe P quant a lui possede donc des pétales, entre 7 et 10 par fleur, le plus souvent 8,
insérés en spirale a pas tres réduit (i.e. avec des plastochrones courts), donnant I’impression a
I’échelle macroscopique que les pétales sont insérés sur un unique verticille. Les pétales de N.
damascena sont de taille réduite par rapport a la fleur (environ 5 mm de hauteur, pédoncule
compris, contre 5 cm de diametre pour la fleur, une dizaine de centimetres de largeur en

comptant les bractées). Bien que plus sombres que les sépales, les pétales matures possedent
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une teinte violette conférée par des flavonoides (Tanikawa, Honma, and Tatsuzawa 2019).
Jabbour et al. ont décrit précisément le développement différentiel de ces morphes en comparant
le moment d’apparition des différents organes, et en définissant six stades de développement.
Ces étapes ont été calibrées de maniere absolue (temps écoulé apres le début de 1'allongement
de la tige) et également de maniere relative (liée a la hauteur de la tige en allongement) (Jabbour

etal. 2015).

Figure 6 Dimorphisme de la fleur de Nigella damascena. A, D: morphe P (avec pctales). B,
E : morphe T (sans pétales) (source : Jabbour et al. (2015) Flower development schedule and

AGAMOUS-like gene expression patterns in two morphs of Nigella damascena
(Ranunculaceae) differing in floral architecture, Botanical Journal of the Linnean Society, /78:

608-619, htips://doi.org/10.1111/boj.12297).
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Des études génétiques ont été réalisées pour trouver l'origine de ce dimorphisme et il semble
qu'une insertion de MITE dans le locus NdAP3-3 soit responsable du phénotype sepal-like pour
au moins une partie des morphes T. En effet, AP3-3 est seulement exprimé dans le morphe P et
absent dans le morphe T, résultant en une extension du domaine d'expression ' AGAMOUSI &
AG2. Des expériences d’hybridation in situ ont quant a elles révélé une expression de AP3-3
spécifiquement dans les futurs pétales et l'inactivation par « Virus Induced Gene Silencing » de
ce geéne chez des lignées de morphe P engendre des phénotypes trés semblables au morphe T,
suggérant son importance dans I'identité pétale chez N. damascena (Gongalves et al. 2013). Une
autre étude a démontré la complexité de la notion d'identité pétale et sépale chez les fleurs de
N. damascena. En effet, chez les morphes T, qui montrent des organes ressemblant a des sépales
a la place des pétales, un examen plus attentif de la vascularisation révele que chez ces organes
sepal-like, les motifs vasculaires sont les mémes que les pétales, bien qu'ayant la morphologie
externe d'un sépale (Deroin et al. 2015).

Chez les especes portant des pétales, les primordia des sépales et des pétales sont différents en
termes de taille et de forme. En revanche, les primordia des étamines et des pétales sont
indiscernables morphologiquement, ce qui a donné naissance a l'hypothese de 1’origine
staminodiale des pétales (andropétales) chez les Ranunculaceae. En d'autres termes, les pétales
sont considérés comme le verticille externe de l'androcée, c'est-a-dire des staminodes
hétérotopiques (Ronse De Craene and Brockington 2013). Des hypothéses plus récentes basées
sur des études génétiques suggerent au contraire que les pétales ne sont pas des staminodes
dérivés, mais des structures qui répondent aux mémes gradients d'expression génique, avec des

seuils différents induisant une morphogenese différente (Meaders et al. 2020).

Les nombreux domaines composant le pétale de Nigella damascena, leur anatomie, leur

Jormation et les génes sous-tendant leur formation.
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Comme d’autres especes du genre Nigella, le pétale de N. damascena possede des
pseudonectaires, nom sibyllin qui désigne des structures enflées, a la surface brillante, jouant
le role d’attracteur visuel pour les pollinisateurs. Ils ornent la base de chacun des deux lobes
portés par la levre inférieure du pétale (Figure 7). Cette derniere, en position dorsale, insérée
sur le pédoncule, est Iégerement incurvée et constitue le fond d’une urne a nectar, fermée par la
levre supérieure, située quant a elle en position ventrale. Des poils garnissent la partie ventrale

des lobes, juste au-dessus des pseudonectaires, ainsi que 1’entrée de 1’urne a nectar.

Nectar chamber

Short trichomes

Figure 7 Morphologie du pétale de Nigella damascena. Lobes : lobes, Lower lip : levre
inférieure, Upper lip : levre supérieure, Long hairs : longs poils, Short trichomes : trichomes
courts, Pseudonectaries : pseudonectaires, Ridges : crétes séparant lobes et urne a nectar,
Nectar chamber : urne a nectar, Stalk : pédoncule du pétale. (source : Zhang et al. (2020)
Identification of the key regulatory genes involved in elaborate petal development and
specialized character formation in Nigella damascena (Ranunculaceae), The Plant Cell, 32:

3095-3112, https://doi.ore/10.1105/tpc.20.00330)
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Toutes ces caractéristiques permettent au pétale d’assurer une fonction nectarifére permettant
d’attirer les insectes visiteurs (Liao et al. 2020). La position des pétales a la base des étamines

favorise le contact entre pollinisateurs et pollen, permettant I’allofécondation (Figure 8).

Figure 8 La fonction d'urne a nectar et sa position dans la fleur permettent au pétale de
Nigella damascena d'attirer les pollinisateurs, et de mettre en contact étamines et visiteurs, ce
qui favorise l'allofécondation. (source : Liao et al. (2020) The morphology, molecular
development and ecological function of pseudonectaries on Nigella damascena (Ranunculaceae)

petals. Nat Commun 11: 1777. https://doi.org/10.1038/s41467-020-15658-2)

Cette complexité du pétale, notamment portée par une forme €élaborée en trois dimensions est
partagée par de nombreuses especes du genre Nigella (Yao et al. 2019). Le géne NidaYABBYS,

dont I’expression est ectopique chez les pseudonectaires et dont le knockdown entraine une
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disparition complete des pseudonectaires, est indispensable a leur développement (Liao et al.
2020).

D’autres domaines du pétale de N. damascena ont fait I’objet d’une recherche extensive des
bases génétiques concourant a leur formation (Zhang et al. 2020). En particulier, les auteurs
mettent en évidence le role important du géne LATE MERISTEM IDENTITY1 (NidalLMII)
codant pour un facteur de transcription de classe I a homéodomaine - leucine zipper, dont
I’expression controle la formation des courts poils (trichomes) de 1’entrée de 1'urne a nectar,

ainsi que la séparation de la partie supérieure de la levre inférieure en deux lobes.

Les patrons de couleurs répétés des tissus externes des
Eucaryotes, des traits concourant a de nombreuses
fonctions biologiques cruciales

Pigmentation, couleurs structurales, bioluminescence et fluorescence sont les quatre
Jamilles de coloration présentes chez les Eucaryotes

Les Eucaryotes présentent une grande variété de couleurs et de formes sur leurs tissus
externes, dont les motifs répétés forment une sous-catégorie. Quatre grandes manieres bio-phy-
sico-chimiques ont été retenues au cours de 1’évolution pour produire de la couleur : les pig-
ments, les couleurs physiques, la fluorescence et la bioluminescence (Cuthill et al. 2017), qui
parfois coexistent chez une espece donnée (Shawkey, Morehouse, and Vukusic 2009).
Les pigments, avec la coloration structurale, sont la maniere la plus courante de produire des
couleurs chez les Eucaryotes. La quasi-totalité du spectre de la lumiere visible au sens large est
couverte, proche UV et infrarouge inclus, soit de 400 a 800 nm. Certaines familles de pigments
sont quasi universelles, comme les mélanines (Verdes et al. 2015), d’autres au contraire sont
spécifiques a certains taxons, comme les ommochromes des protostomiens (Figon and Casas
2019). Les pigments sont des biomolécules qui restituent une couleur par une absorption sélec-

tive de la lumiere ambiante (Figure 9).

24



Biological Family Chemical Family Synthesis pathway and precursors Colors
Melanins® Polymers of dopamin (dopamin  Oxidization and polymerization of ||| NN

melanin), DOPA (DOPA tyrosine amino acid _
melanin) or cysteinyl DOPA
(pheomelanin) I
Ommochromes*® Derivatives of tryptophan End metabolism of tryptophan [
amino acid

Papiliochromes®  Polymers of kynurenin and NBAD is a derivative of tyrosin and

NBAD B-alanin, kynurenin is a metabolite of _

tryptophan
Anthraquinones® Polyketids Polyketids pathway (precursors:
dythranol and chrysarobin in
Galerucinae leaf beetles)
Aphins? Polycyclic quinones Polyketids pathway ]
Pterins® Derivatives of GTP Metabolites of GTP [
Derivatives of Tetrapyrroles Precursors: glycin, pyridoxal
tetrapyrroles? phosphate and succinyl coA
Carotenoids® Tetraterpenoids Isoprenoid pathway (in Planta) [
Flavonoids® Polyphenols Precursor: phenylalanin (in Planta)

*Pigments synthesized by the insect (ranked from most ubiquitous to less ubiquitous).
*Pigments synthesized by another organism (plant) and reallocate by the insect.

\V/ &

Figure 9 Pigments biologiques avec l'exemple des insectes. Tableau : diversité des familles de

pigments produits par les insectes et couleurs associées. Photos : Pigments noirs (eumélanine)
chez Uroblaps prodigia (Motchoulski, 1860), grande diversité de pigments sur [’aile de
Graellsia isabellae (Graélls, 1849), pigments bleus d’origine végétale utilisés par un papillon
du genre Polyommatus (Latreille, 1804). Source : Pierre Galipot, Color mechanisms in Insects,

unpublished.

La coloration structurale ou physique est le deuxieme moyen principal retenu au cours de 1'évo-
lution des Eucaryotes. Elle est basée sur la capacité de structures nano- ou microscopiques a
interférer avec la lumiere par différents mécanismes comme la diffraction, la diffusion ou les

interférences lumineuses (Kinoshita 2008, Figure 10).
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Figure 10 Phénomenes optiques a l'origine des couleurs structurales des étres vivants. De

gauche a droite : diffusion de la lumiere, diffraction de la lumiere, interférences lumineuses.

Source : Pierre Galipot, Color mechanisms in Insects, unpublished.

Des effets spécifiques aux couleurs structurales existent, comme l'irisation (changement de la
couleur en fonction de I’angle de vue entre I’observateur et la structure émettant la teinte, Figure

11).

(9)

Figure 11 Couleurs structurales, avec 1’ exemple des insectes. (a) et (e), réflecteur

multicouche régulier chez le genre Sternocera (Eschscholtz, 1829). (b), (f) et (g), cristal
photonique a trois dimensions chez Entimus imperalis (Forster, 1771). (¢) Réseau de diffraction
de type arétes paralléles. (d) et (h), Patron d’interférence d’aile (WIP) chez un diptere. Source :

Pierre Galipot, Color mechanisms in Insects, unpublished.
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Comme la couleur provient de 1’organisation des molécules plutot que leur composition chi-
mique, les couleurs structurales sont en général plus résistantes a la dégradation chimique ou a
une exposition prolongée a la lumiere (Berthier 2007). Certaines longueurs d’onde, difficile-
ment reproductibles par des pigments biologiques, sont 1’apanage des colorations structurales.
Par exemple, la couleur bleue chez les animaux est tout le temps d’origine structurale ou pig-

mentaire mais prélevée a des végétaux par herbivorie (voir figure 9, (Hendry 1996)).

Enfin, la bioluminescence et la fluorescence, bien qu’étant deux processus de coloration radi-
calement différents, sont tous deux des formes de luminescence, c'est-a-dire que de la lumiere
originale est produite, en termes de longueur d'onde. La lumiere est produite lors d'une réaction
enzymatique pour la bioluminescence (Hastings 1996), et apres absorption d'une autre lumiere

pour la fluorescence (Macel et al. 2020, Figure 12).

Figure 12 Fluorescence : réémission de lumiere a une longueur d'onde plus importante que la

longueur d'onde émise. Source : Pierre Galipot, Color mechanisms in Insects, unpublished.

Plutot rare chez les organismes aériens, bien que présente chez des especes d’Insectes dont les
vers luisants et les lucioles (Viviani 2002, Figure 13), et chez certains champignons (Purtov et
al. 2015), la bioluminescence est bien plus fréquente en milieu marin, chez de trés nombreux

clades d’Eucaryotes, mais aussi d’Eubactéries et d’ Archées (Haddock, Moline, and Case 2010).
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Figure 13 Bioluminescence chez le ver luisant (Lampyris noctiluca) : création de lumiere a
partir d'une réaction enzymatique. Source : Pierre Galipot, Color mechanisms in Insects,

unpublished.

Le principal avantage de la bioluminescence par rapport aux trois autres familles de production
de coloration est la production de lumiere, -1a ou les autres utilisent la lumiere ambiante-, per-
mettant aux organismes d’étre visibles en milieux sombres (eaux profondes, grottes et la nuit
(Takenaka, Yamaguchi, and Shigeri 2017, Thompson and Rees 1995). Elle permet également
et de maniere inattendue de se rendre invisible, chez certaines especes marines (Widder 2002)
en compensant I’ombre chinoise que produit I’organisme en se situant entre 1’observateur et la

source de lumiere, en 1’occurrence le soleil ou la lune.

La production d’au moins deux colorations différentes, exprimées dans des zones distinctes
du tissu externe, a ’origine des patrons de coloration répétés des Eucaryotes

Lorsque plusieurs couleurs coexistent sur un tissu externe d’un organisme, on parle de
motif de couleur, et quand ceux-ci sont répétés un plus ou moins grand nombre de fois, cela
constitue un patron de couleur répété. Cette répétition permet des fonctions biologiques non
accessibles aux colorations unies ou permet d’en améliorer les effets (comme par exemple pour
le camouflage, Troscianko, Skelhorn, and Stevens 2017). Présents chez de trés nombreuses

especes d’Eucaryotes (Figure 14), les motifs de couleurs répétés ont intéressé assez tot les

28



biologistes, bien que les premiéres études concluantes sur leur formation ne datent que des

années 1950 avec Alan Turing (Turing 1952) et Barbara McClintock (McClintock 1950).

Figure 14 Diversité des patrons de couleur répétés des Eucaryotes. Adapté de : Galipot,
Damerval, Jabbour (2021). The seven ways eukaryotes produce repeated colour motifs on
external tissues. Biological Reviews. 96. Doi: 10.1111/brv.12720, a [l’exception des trois
photographies séquentielles de rayures mouvantes de céphalopodes (avant derniere ligne),

adapté de : How, Martin et al. (2017) “Dynamic Skin Patterns in Cephalopods. ” Frontiers

in Physiology 8: 393. doi:10.3389/fphys.2017.00393.
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Les motifs colorés répétés ornent les tissus externes de nombreuses especes, comme les rayures
noires et blanches des zebres, les craquelures rouges et blanches du chapeau de I’amanite tue-
mouches (Amanita muscaria) ou les taches foncées des feuilles de I’arum tacheté (Arum
maculatum L.). S’ils ne sont pas les seuls tissus a étre colorés, des tissus internes comme le
tissu sanguin pouvant également arborer des couleurs trés intenses (Bonaventura and
Bonaventura 1983), ils sont néanmoins la principale interface visible que les Eucaryotes
présentent vers I’extérieur. En conséquence, ces tissus et leurs ornementations peuvent étre
soumis a une multitude de pressions de sélection (Figure 15), et jouer des roles de
communication comme la reconnaissance du partenaire, 1’aposématisme (signal de toxicité,
exemple : Elias 2019), le mimétisme ou le camouflage (Smith and Ruxton 2020). A cela
s’ajoutent la régulation thermique et la protection thermique aux UV (exemple : Stuart-Fox and

Moussalli 2009).

Physiological

: ia tion
constraints Social selectio

Aposematism Crypsis Sexual selection

Aposematism

Crypsis

Sexual selection

Physiological
constraints

Social selection

Figure 15 Diversité des fonctions biologiques des patrons de couleur des métazoaires. Source :
(Cuthill et al. 2017). Aposematism : aposématisme, Crypsis : camouflage, Sexual selection :
sélection sexuelle, Physiological constraints : contraintes physiologiques, Social selection :

sélection sociale.
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Bien qu’aucune tentative de recensement n’ait été effectuée a grande échelle, il est
vraisemblable que des centaines de milliers d’especes d’Eucaryotes arborent des motifs de
couleur répétés, répartis dans les trois grands groupes pluricellulaires que sont les plantes
(Plantae), les mycetes (Fungi) et les animaux (Metazoa). Néanmoins, si ce nombre d’especes
est potentiellement tres €levé, il est possible qu’un nombre limité de familles de mécanismes
puisse €tre a 1’origine de cette grande diversité. L’objectif de 1’article de revue présenté au
chapitre II était de réaliser le recensement exhaustif (a partir de la littérature scientifique) des
mécanismes de production de patrons de couleurs répétés chez les Eucaryotes, et de proposer
une classification en familles, en I’occurrence au nombre de sept. Cette revue et la classification
qu’elle présente ont de multiples buts dont le premier est de rassembler et de confronter des
études faites sur des taxons tres éloignés, concernant aussi bien les métazoaires que les végétaux
ou les mycetes. Peu perméables entre elles, les différentes chapelles ont rarement abouti a des
dialogues inter-« disciplinaires » alors méme qu’elles s’intéressaient a des processus communs.
La conséquence directe de la classification des mécanismes de production de patrons de
couleurs répétés chez des organismes phylogénétiquement éloignés a été la mise en évidence
de nombreuses convergences évolutives. Le deuxieme objectif de cette classification était de
questionner le nombre de familles de mécanismes différentes produisant des patrons de couleur
répétés. Est-il élevé ou réduit, et qu’est-ce que cela dit de 1I’évolution des patrons de couleur
répétés ? Enfin, le troisieme objectif d une telle classification qui se veut exhaustive par rapport
a la littérature scientifique est de guider les futures recherches, en suggérant d’abord des voies
pour découvrir de nouveaux types de familles de mécanismes. La plupart des familles de
mécanismes de production de répétition présentées dans la revue ont également des rdles
morphogénétiques hors du champ de la coloration, comme les mécanismes de Turing qui sont
a ’origine de structures comme la forme du palais (Economou et al. 2012), la formation des
doigts (Sheth et al. 2012) ou la réticulation du xyleme (Nagashima et al. 2018). Une meilleure
connaissance des mécanismes de formation de patrons de couleurs répétés peut donc inspirer

des recherches au-dela du champ de la biologie de la coloration. Inversement, les exemples
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connus de production de patrons répétés, mais non colorés, sont évidemment une source

prometteuse de découvertes de nouvelles familles de patrons de coloration répétés.

Le pétale de Nigella damascena et les patrons de couleur
répétés, des modeles complémentaires pour éclairer les
relations entre forme et croissance au cours du
développement

Bien que relativement éloignés d’un point de vue morphologique, les deux objets
d’étude réunis dans ce manuscrit permettront de mettre en valeur des facettes complémentaires
des liens entre croissance et changements de forme au cours du développement. Nous allons a
présent présenter les principales problématiques auxquelles les deux études tenteront de

répondre, dans ce cadre d’étude des liens entre forme et taille.

Les problématiques soulevées par ’étude du pétale de Nigella damascena
Tout d’abord, cette étude au chapitre 1 tentera de répondre a la problématique de la présence
ou non d’un lien mathématique entre dynamique de la forme et dynamique de la taille :
e Quelle est la nature du lien entre variation de la taille (macroscopique) et variation de la
forme (macroscopique) pendant le développement du pétale de la nigelle de Damas ?
Ces deux traits sont-ils liés par une relation d’allométrie, et si oui quelle forme
mathématique prend-elle ? Ce lien se retrouve-il chez d’autres organes, chez d’autres
especes de plantes, voire d’autres eucaryotes ?
Une fois qu’un tel lien entre ces deux caractéristiques macroscopiques est mis au jour, la
question de son origine est posée. Forme et taille du pétale étant directement déterminées par
le nombre, la taille, et I’arrangement des cellules composant 1’épiderme (ou tout du moins la
face qu’elles exhibent sur la face externe), I’étude de caractéristiques cellulaires au cours du

développement peut permettre d’éclairer les mécanismes microscopiques qui en sont a 1’origine.
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Les frontieres cellulaires étant visibles sur les clichés de MEB ayant servi a I’analyse de
morphométrie géométrique, en particulier pour la face dorsale ou peu de recouvrements ont lieu
entre domaines (contrairement a la face ventrale ou la languette recouvre et cache
progressivement la Ievre inférieure), les clichés de MEB sont donc un support de choix pour
étudier le lien entre caractéristiques cellulaires et macroscopiques, et permettre de répondre aux
problématiques suivantes :

e Quels sont les dynamiques de la prolifération cellulaire et de I’expansion cellulaire au
cours du développement de la partie dorsale du pétale de Nigella damascena 7 Quels
sont leurs roles respectifs dans les changements de forme que connait le pétale au cours
du développement ? Quels sont les liens micro-macroscopiques qui peuvent é&tre
effectués a partir de cette étude ?

e Que suggerent ces résultats sur le controle de la forme et de la taille au cours du
développement ? Ces tendances se retrouvent-elles chez d’autres especes, notamment

de végétaux, et dans la morphogénese de leurs pétales ?

Les problématiques soulevées par ’étude des mécanismes de formation des patrons de
couleur répétés

La premiere étape sera d’évaluer I’'importance de la croissance dans la formation de ces

formes particulieres que sont les motifs de couleurs répétés, la croissance ayant été relativement
peu étudiée dans ce contexte morphogénétique. Les principales problématiques abordées seront
les suivantes :

e La croissance peut-elle étre un moteur morphogénétique nécessaire a la production de
patrons de coloration ? Quelles sont les familles de mécanismes concernées par ce role
de la croissance et quelle forme prend-il ?

e Quels roles complémentaires dans 1’établissement des phénotypes finaux des patrons de

coloration peuvent €tre joués par la croissance ? Fait-elle partie des modificateurs de
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patterns (pattern modifiers) présentés dans la seconde partie de 1’article de revue ? Si

oui, quelle est la diversité des effets géométriques qu’elle entraine ?

Certaines des problématiques que nous venons d’évoquer seront abordées a nouveau dans la
discussion qui suivra les chapitres 1 et 2. En particulier, nous reviendrons sur ce que ces deux
études peuvent mettre en exergue plus généralement sur les liens entre taille et forme au cours

du développement des Etres vivants.
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Chapitre I

Morphométrie géométrique et analyses cellulaires révelent
une relation allométrique entre taille et croissance pendant
le développement du pétale de la nigelle de Damas (Nigella
damascena, Ranunculaceae) et mettent en évidence le role
morphogénétique de la prolifération cellulaire et le role de
croissance de I’expansion cellulaire.

Le pétale de la nigelle de Damas, une forme élaborée en trois dimensions, approchée par
I’étude de points de repére homologues (landmarks) sur ses contours grdce a la
morphométrie géométrique en deux dimensions.

Malgré une architecture élaborée en trois dimensions, évoquée dans I’introduction, le
pétale de Nigella damascena possede des structures lamellaires peu repliées telles que les lobes
(plus précisément 1’aréte la plus proche du plan de symétrie, voir Figure 6), mais aussi les levres
supérieures et inférieures, dont les surfaces sont quasiment des plans pendant toute la durée du

développement (Figure 16).
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Figure 16 Les lames composant les lévres du pétale de Nigella damascena conservent une
forte planéité pendant le développement. De haut en bas et de gauche a droite, coupe sagittale
de stades juvénile, médium et dgé montrant la courbure relativement peu prononcée des lames
composant les levres supérieures et inférieures. En bas a droite, calcul de la part maximum
(stades intermédiaires) de la différence de surface cellulaire expliquée par la courbure du tissu
(artefact), qui est largement inférieure en ordre de grandeur aux différences de surface

cellulaires entre différences stades (voir cartes cellulaires du Chapitre 1).

Ces caractéristiques permettent d’effectuer des analyses de morphométrie géométrique en deux
dimensions, a partir de clichés de MEB. La nature de la forme qui fait I’objet de cette étude est
le contour du pétale, lui-méme simplifié en une série de points de repere (landmarks),
homologues entre échantillons et entre stades de développement. Quand une structure manque

de points de repere facilement déterminables entre différents échantillons, comme c’est le cas
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pour la levre supérieure, des semi-landmarks ont été utilisés. L’ opérateur capture un maximum
du contour de 1’objet en déposant une grande quantité de points. Un nombre final de semi-
landmarks est ensuite choisi, et ils sont automatiquement déposés a équidistance sur le contour.
Dans I’analyse Procrustes qui suit, les semi-landmarks et landmarks sont traités de la méme
maniere. Cette analyse consiste en un alignement des formes en ajustant tous les échantillons a
la méme échelle et a la méme orientation, ce qui permet de comparer uniquement les formes et
d’ignorer les différences de taille des échantillons (Klingenberg, Barluenga, and Meyer 2002).
Le pétale possédant une symétrie bilatérale, une symétrisation a été réalisée pendant I’analyse
Procrustes afin de ne travailler qu’avec la composante symétrique et d’éviter les effets

potentiels d’une 1égere asymétrie gauche-droite que pourrait présenter le pétale.

Quatre angles de vues différents ont été retenus afin de permettre de capturer un nombre
satisfaisant d’informations sur la forme élaborée du pétale. Les faces dorsales du pédoncule, de
la levre inférieure et de ses lobes sont capturées dans la vue dorsale (dorsal view dans I’article).
Leurs faces ventrales, ainsi que celle de la levre supérieure sont quant a elles capturées par la
vue ventrale (ventral view dans I’article). Une coupe sagittale au niveau du plan de symétrie du
pétale a permis de capturer la forme de 1’aréte centrale des lobes ainsi que les contours de I’urne
a nectar, constituée pour rappel de la levre supérieure et de la levre inférieure (hors lobes). Selon
que le pétale est vu directement sur la coupe sagittale, ou posé sur la coupe et vu par I’extérieur,
cela constitue deux angles de vue complémentaires (respectivement medial view et lateral view
dans I’article). Le premier permet de capturer la forme de I'intérieur de 1’urne, de 1’aréte du
lobe située pres du plan de symétrie, ainsi que la forme de la languette au niveau du plan de

symétrie.

Grace aux quatre angles de prise de vue, des estimations des différences entre distances
apparentes et distances réelles ont été effectuées, pour évaluer 1’erreur due a la projection en
2D d’une forme 3D que constituent des clichés de MEB, en particulier pour les faces ventrales

et dorsales (pour les faces latérales et médiales, la coupe sagittale permet de s’assurer que 1’on
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travaille sur une surface plane). Pour les stades intermédiaires qui sont ceux ou la courbure du
tissu est la plus importante, une différence maximum de 10 % entre surfaces réelle et apparente
(moins de 10 % pour les différences entre distances) ont été calculées, ce qui est a la fois
inférieur aux augmentations de surfaces cellulaires constatées au cours du développement, ainsi
qu’aux augmentations de distances entre landmarks (points de reperes). Cela implique a minima
que la courbure des lames composant le pétale en trois dimensions et visibles sur les faces
ventrale et dorsale ne peut expliquer a elle seule les changements de forme observés lors de
I’analyse Procrustes et lors des analyses cellulaires, et qu’elle est vraisemblablement
négligeable par rapport au réel changement de forme du pétale. Néanmoins, le choix d’étudier
une forme apparente - ici la projection en deux dimensions d’une forme en trois dimensions-
ne saurait uniquement étre motivé par la facilité d’étude, mais également car la forme apparente
a elle-méme un sens biologique non négligeable. En effet c’est 1a forme selon laquelle le pétale
se donne a voir aux organismes dotés de la vision, et en premier lieu aux pollinisateurs qui
visitent la fleur de nigelle et dont la couleur du pétale et la brillance de ses nectaires facilitent
la détection (voir Figure 7). Bien que tres souvent dotés d’une vision permettant une estimation
du relief, I'information visuelle recue par les insectes est cette méme projection en deux
dimensions d’une forme en trois dimensions. Etant donnée 1’ architecture du pétale, la position
de I’entrée de I’urne a nectar et la position du pétale sur la fleur de N. damascena, la vue ventrale
(ventral view) est celle qui s’approche le plus de ce que verrait un pollinisateur qui visite le
pétale (Liao et al. 2020, a noter : I’insecte pollinisateur est positionné de facon a voir le
pédoncule vers le haut, c’est a dire I’inverse de la convention choisie dans I’article : pédoncule

vers le bas).

38



Micro- and macroscale patterns of petal morphogenesis in Nigella
damascena (Ranunculaceae) revealed by geometric morphometrics

and cellular analyses

Pierre Galipot!?, Sylvain Gerber!, Philippe Andrey’, Martine Le Guilloux?, Florian Jabbour!,

Catherine Damerval®

Author affiliations:

nstitut de Systématique, Evolution, Biodiversit¢ (ISYEB), Muséum national d’Histoire
naturelle, CNRS, Sorbonne Université, EPHE, Université des Antilles, CP39, 57 rue Cuvier,

75005 Paris, France

2Génétique Quantitative et Evolution-Le Moulon, Université Paris-Saclay, INRAE, CNRS,

AgroParisTech, 91190 Gif-sur-Yvette, France

Snstitut Jean-Pierre Bourgin, INRAE, AgroParisTech, Université Paris-Saclay, 78000,

Versailles, France

39



Abstract

Nectariferous floral structures exhibit an extraordinary diversity of shapes, sizes and colors. Being
involved in pollinator attraction and reward, they are privileged targets of evolution. The corolla of the
Ranunculaceae non-model species Nigella damascena consists of elaborate nectariferous petals, made
of a stalk, upper and lower lips forming a nectar pouch, shiny pseudo-nectaries, and pilose ears. While
the main events of petal development are properly described, little is known about the cell characteristics
(number, size and anisotropy) of this organ, the pattern of size and shape covariation during development.
From the 100 um-long hemispherical primordium to the 10 mm-long organ having acquired its final
shape, petal size goes through two orders of magnitude. Here, we investigate the relationships between
morphogenesis and growth of N. damascena petal using geometric morphometrics coupled with the

study of cell characteristics.

First, we found that petal shape and size are linked by an allometric relation during development, and

that their covariation suggests that petal shape dynamics are exponentially slower than growth

We measured cell size, cell number, and cell anisotropy to characterize petal morphogenesis at the
cellular level and we highlighted distinct cell populations within the territory corresponding to the nectar

pouch.

Finally, we managed to link the microscopic scale (cellular level) with the macroscopic one (whole
organ level). In particular, we estimated the relative contributions of cell expansion and cell proliferation
to overall petal shape and size dynamics. We found that cell proliferation is the major driver of shape

patterning during development, while petal size dynamics is mostly driven by cell expansion.

Our analyses provide a quantitative basis to characterize the relationships among shape, size and cell
characteristics during the development of an elaborate structure, the Nigella damascena petal. Such
studies lay ground for future evo-devo investigations of the large morphological diversity observed in

nectariferous structures, in Ranunculaceae and beyond.
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Introduction

In the flowers of most angiosperms, sterile structures, collectively called the perianth,
surround fertile organs and are organized in two functionally and morphologically differentiated
organ types. While the most external organs, the sepals, play a protective role for the developing
stamens and carpels, the innermost perianth organs, the petals, generally carry an attractive role
for pollinators, based on particular shape, size, color and sometimes fragrance. Elaborate petals
as opposed to simple petals have been described in various eudicot groups (Endress and
Matthews, 2006). Elaborate petals have evolved a variety of patterns, such as lobes, spurs, and

specialized trichomes.

In the early-diverging eudicot family Ranunculaceae, a large diversity of petal forms is found,
from simple laminas with a tiny nectariferous scale, as in Ranunculus, to highly elaborate
nectariferous spurred organs, as in Aquilegia. Floral development and to a lesser extent, petal
development, were already described qualitatively using classical microscopy techniques
(Erbar, Kusma, and Leins 1999, Tucker and Hodges 2005, Jabbour et al. 2009, Ren et al. 2009,
Zhao et al. 2011, Jabbour et al. 2015). A detailed investigation of the development of the
elaborate petal has been conducted in the genus Nigella using histology and micro-CT as
imaging techniques (Yao et al. 2019). It has been shown that petal complexity is progressively
acquired during development, as different features appear sequentially, giving rise to a petal
which comprises a stalk, upper and lower lips, a nectar pouch, lobes, trichomes, and color
patterns. Although some of these features are present in all Nigella species, others are shared
by few species only (Yao et al. 2019). Nevertheless, a precise quantification of petal shape
transformation, as well as the covariation of petal shape with petal growth, during development,

is still lacking.
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From a developmental perspective, petals are lateral organs initiated as groups of cells on the
flank of the floral meristem. After polarity establishment, the transitions from the period of cell
proliferation to expansion and differentiation in space and time are key to shape acquisition.
Shape changes during development because of variation in local growth rates and anisotropy
(for review, Whitewoods and Coen 2017). In model species such as Arabidopsis thaliana and
Antirrhinum majus, clonal cell analysis has provided information in the growth processes at
play, opening the way to mathematical modeling (Rolland-Lagan, Bangham, and Coen 2003,
Sauret-Giieto et al. 2013). When the study species is not amenable to such cell lineage marking,
analyses of cell proliferation, cell counting and measurements can give clues about the
processes directing shape variation, as demonstrated in the spurred petals of Agquilegia,
Centranthus and Linaria (Puzey et al. 2012, Mack and Davis 2015, Cullen, Ferndndez-
Mazuecos, and Glover 2018). Still at a more integrated level, the quantification of allometry
during development with geometric morphometric methods provides invaluable information on
form transformation (Gerber 2014, Klingenberg 2016), including between species (Strelin et al.

2018).

As in other Nigella species, the mature petal of N. damascena is composed of several
differentiated domains (Fig. 1). These domains may behave differently during development.
Their respective contribution to the overall petal shape and size dynamics are still to be
described. Shape and size are two characteristics that may theoretically change in an
independent manner during development. Nevertheless, they are in fact linked because they are
governed by a certain number of common processes (e.g. cell proliferation or cell expansion).
On the contrary, other processes like cell rearrangements, or particular cases like homogeneous
cell expansion may affect only shape or size (respectively). For these reasons, there is no

universal rule governing shape and size dynamics during development (Klingenberg 2016).

Here we conducted a geometric morphometric study coupled to cellular investigations to assess

the pattern of shape and size variation and covariation during N. damascena petal development.
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We found that covariation between shape and size is linearized by log transformation of size,
suggesting an exponential allometric law between these variables. By repeating the study within
several domains of the petal (stalk, nectar pouch) with very varied geometries, we found that
this exponential law also turns out to be true at these subscales, suggesting that this exponential
relationship is based on very general mechanisms. As cell expansion and cell division are the
two main processes that influence petal size and shape, we follow their dynamics during petal
development through cell map analysis. We then managed to measure their relative
contributions to petal size and shape changes. Focusing on petal dorsal view, corresponding to
the lower lip of nectar pouch, we found that cell proliferation is prevalent in the first stages,
which correspond to the period when most of the mature shape is achieved. We then found that
in late stages cell expansion takes over and control the petal final growth but without leading

to major shape changes.

Methods

Scanning electron microscopy

One hundred and twenty-one terminal flower buds were sampled from Nigella
damascena plants grown in a growth chamber or in a greenhouse, from 8 days after floral
transition to preanthetic flowers, for a time period of about three weeks. The sampling was
designed to cover petal development after the lag time following petal initiation (Jabbour et al.
2015). Floral buds were fixed in FAA (90% ethanol 70%, 5% formalin, 5% acetic acid), then
dissected under a stereoscope (Nikon SMZ 745T). Petals were then dehydrated in an ethanol
series (70%, 80%, absolute alcohol) and dried using an Emitech K850 critical-point dryer
(Quorum Technologies). Samples were mounted on aluminium stubs with colloidal graphite,
sputter-coated with platinum using an EM ACE600 fine coater (Leica), and observed using a

SU3500 scanning electron microscope (Hitachi).
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Four different views (dorsal, ventral, medial-sagittal and lateral-sagittal, Fig. 1) were used to
satisfactorily capture the 3D form of N. damascena petal along development. Among the 121
dissected petals, 32 were mounted for dorsal view observation, 33 for ventral view, 36 for
sagittal section observed from the medial side (hereafter medial) and 20 for sagittal section
observed from the lateral side (hereafter lateral) (Fig. 1). The medial and lateral views were

informative regarding the shape of both the nectar pouch and the lobes.

Geometric morphometrics

Shape and size of the growing petal were characterized morphometrically from two-
dimensional configurations of landmarks defined for each of the four views. These
configurations were chosen to ensure that landmarks could be unambiguously identified and
digitized on all specimens across the entire developmental phase studied. Consequently, some
structures not yet present at the early stages, such as pseudonectaries, had to be ignored from
our morphometric scheme. We also chose not to consider the lobed structures (except for their
radial ridge), since they start to fold precociously in development, thereby precluding the

definition of reliable landmarks.

We used 12, 10, 8 and 7 landmarks (respectively for ventral, dorsal, medial and lateral) and 1,
3 and 1 series of 25 semilandmarks (respectively for ventral, medial side and lateral side) to
capture the homologous curved outlines of the lower lip (ventral, medial and lateral sides) and

the petal lobes (medial and lateral sides) (Fig. 2).

Landmark coordinates were manually recorded using tpsDig2 (Rohlf 2015) and processed
following standard procedures with tpsRelw (Rohlf 2015): Landmark configurations were
optimally aligned by generalized Procrustes analysis (Dryden and Mardia 2016), which extract
shape data by filtering out differences in scale, location, and orientation among raw landmarks
configurations. The minimum bending energy was used as a criterion to slide the semi-

landmarks. Statistical analyses of shape variation were then carried out from the shape tangent
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sagittal

L: lobe

P: pseudonectary
UL: upper lip

NP: nectar pouch
S: stalk
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Figure 1. The Nigella damascena petal and its developmental sequence. (A) Wild-type
flowers of N. damascena comprise 7-9 petals. (B) Four views have been used to recapitulate
petal morphogenesis: dorsal, ventral, medial and lateral. On every column, petals are
approximately at the same developmental stage. First column petals are taken after the restart
of petal development (which undergoes a stasis after petal primordia formation). In last
column petals morphogenesis is almost complete.
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coordinates. Note that the landmark configurations for the ventral and dorsal view are instances
of configurations exhibiting bilateral object symmetry. Landmarks have been digitized on both
sides but only the symmetric component of shape variation was considered in subsequent
analyses by averaging each specimen with its reflected copy. Patterns of shape variation were
explored using Principal Component Analysis (Jolliffe 1986) and patterns of ontogenetic

allometry were investigated with multivariate regression of shape on size (centroid size).

We applied the same protocol on subsets of landmarks corresponding to petal subdomains. The
stalk and nectar pouch were the only domains of the petal that could be identified at every stage
of development. They were separately analysed in order to examine their particular growth
dynamics and possible contributions to the overall shape changes. To do this, we performed
PCA with subsets of landmarks corresponding to each subpart (summarized in Fig 3). We then

plotted the PCA first axis against the centroid size (Fig. 3C & 3D).

Cell characteristics in the nectar pouch domain

We investigated cell characteristics in the nectar pouch domain using the area delimited
by six landmarks in the dorsal view. We took advantage of the fact that cell boundaries are
visible on SEM images to (i) count cells and measure the total surface of the domain, making
it possible to calculate the mean cell surface for each sample; (ii) transform the nectar pouch
domain into a tessellating network using Fiji software (Schindelin et al. 2012), in order to
visualize cell populations that may differ by shape, size and number during development. All
the SEM pictures where cell boundaries were clearly visible have been used, which corresponds

to 17 petals, covering the same developmental sequence as in geometric morphometric analyses.

Cell area and elongation analyses and color representations were performed with Fiji
MorphoLibJ plugins (Legland, Arganda-Carreras, and Andrey 2016). Violin plots were
produced with R (4.0.5) and ggplot?2 library (3.3.2 version).

We used a unique cell color coding for all petals in order to be able to visually compare stages

(all cell area and cell elongation maps are available in Suppl. Fig. 1). We then extracted cell
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area and elongation distribution using violin plots, the latter being plotted against total cell
number for each specimen.

Since the petals are not plane objects, the deviations from a perfect plane model were estimated
with medial and lateral views, and they were shown to be an order of magnitude smaller than
the apparent size differences among cells. This implies that the observed differences cannot be

explained only by an effect of perspective and angle of view effect.

Relative contributions of cell proliferation and cell expansion to shape transformation
Geometric morphometrics and Procrustes analysis are based on the coordinates of
landmarks which are aligned in order to ignore effect of scale. This implies that any shape
variation not due to scale can be viewed as differential evolution of the distances between pairs
of landmarks. Consequently, we use this assumption to investigate the number and size of cells
that are located between every pair of landmarks (Fig. 5SA). We defined three stages (early, mid,
and late+mature stages, Fig. 5B) and for each stage we calculated cell number and absolute
length between every pair of landmarks. Three individuals for each stage were used for
averaging purposes and a left/right average was also performed to match the geometric
morphometric analyses which use only the symmetric component. We then calculated what we
called the cell proliferation contribution (Cp) and the cell expansion contribution (Ce) as

follows:

o N (stage 2) - N% (stage 1 DV (stage 2) — D% (stage 1
Cp“/ (stage 2 — stage 1) =< (stage 2) (stag )> < (stage 2) (stag )>*100

Nii(stage 1) Dbi(stage 1)
Ce(stage 2 — stage 1) = 100 — Cp™/ (stage 2 — stage 1)

where N is the cell number between landmarks i and j at a given stage, and DV is the distance
between landmarks i and j at a given stage which measure, for a given pair of landmarks and

between two stages, what percentage of the increase in absolute distance between these two
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landmarks can be attributed respectively to cell proliferation or expansion (Fig 5B and 5C).
More precisely, Cp is equal to proliferation rate (the number of supplementary cells compare to
the initial amount, in percentage) dividing by the expansion rate (the supplementary length
compare to the initial distance, in percentage). Ce is equal to 100 — Cp. We did not observe any
regression in the length or number of cells between two landmarks, from a young stage to an

older stage, resulting in exclusively positive values for Cp and Ce.

Some landmarks target regions that contribute more than others to the shape variation during
development, but the identification of these regions can be obscured by the Procrustes fit. We
therefore used an alternative way to classify the contributions by attributing a "growth score"
to each pair of landmarks, calculated as the ratio of the distance between them at the oldest

stage divided by the length at the youngest stage.

Results

Geometric morphometrics of the developing Nigella damascena petal

The plots of PCA first axis against centroid size, which is a proxy of the petal size,
revealed that dorsal view shape follows a developmental path from the youngest to the oldest
organs (Fig. 2A). Shape variation of the ventral view globally shows a similar pattern than
ventral and medial views, with the exception that late stages exhibit a bifurcation (Fig. 2B),
explained by the presence of the upper lip either in open or closed position. For the medial view,
we observe a similar case for early to intermediate stages, as later stages show a plateau in terms
of shape variation (Fig. 2C). For the lateral view, although 40% and 30% of the shape variation
is captured by the first and second axis, respectively, none of the first two axes shows any clear

developmental trend (Fig. 2D).
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Figure 2. Relationship between shape and size during petal development revealed by
geometric morphometrics of the developing Nigella damascena petal in the four views
(dorsal, ventral, medial, lateral). On the left side of (A) (B) (C) and (D) panels landmarks
sets are indicated, superimposed to the corresponding petal SEM pictures (landmarks are in
orange dots, semi-landmarks in red dots). For the four views, Procrustes analyses are followed
by PCA analysis, and its 1% axis is plotted against centroid size (proxy of petal size).
Repartitions of variability for each eigenvalue are represented on right thumbnails.

Procrustes analyses done on subsets of landmarks, corresponding to the stalk (Fig. 3C, four
landmarks) or the nectar pouch (Fig. 3D, six landmarks), compared to overall petal analysis
(Fig. 3A, ten landmarks) reveal that, as a first approximation, each substructure of the organ

seems to behave similarly to the overall petal. In particular, the covariation between shape and

size is correctly approximated by an exponential relation (Fig. 3C and 3D).
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Figure 3. An exponential relation links shape and size dynamics of Nigella damascena
petal and its subdomains during morphogenesis. (A) PCA 1* axis of dorsal view plotted
against centroid size (proxy of petal size) and log of centroid size (B) show that their
covariation is well approximated by an exponential law. Same analysis performed on subsets
of landmarks delimiting peduncle only (C) and nectar pouch only (D). (E) Cell number
plotted against dorsal nectar pouch surface. (F) Mean cell surface plotted against cell number.
(G) Nigella damascena allometric relationship between shape and size, compared to other
biological allometries.
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An allometric law governs covariation of petal shape and size dynamics during development
Interestingly, for at least dorsal view, covariation between size and global shape
variations is well approximated by an allometric law, which, at a first approximation,
exponential at a first approximation as it is linearized by applying log to size. (Fig. 3B). In other
words, during petal development, dorsal shape (but also ventral and medial, although to a lesser
degree) show a shape acquisition exponentially slower than size. Procrustes analyses on re-
samplings have been performed to confirm that this effect is not due to a sampling bias (Fig.
S2)
Cell number and mean cell surface were computed on dorsal views of the nectar pouch. Despite
a lack of resolution for older stages, mean cell surface is globally constant, around 20 pm?2, from
early to late stages, when suddenly mean cell size strongly increases to reach about 80 um? (Fig.
3F). In parallel, in the first phase, cell number increases proportionally faster than petal size,

but then it increases much slower when cells undergo cell growth (Fig. 3E).

Disparities in cell characteristics depending on their localization on the dorsal part of the
nectar pouch during development

The dorsal part of nectar pouch can be clearly delimited from the neighbouring domains
(lobes, stalk) from early to late stages, and as seen earlier, its shape acquisition follows a clear
developmental trend. The relation between its shape and size follows the same allometric
relation that the overall petal. Together, these characteristics makes the dorsal part of the nectar

pouch a key model to study cellular processes (Fig. 4A).

The cell maps drawn from the dorsal views of the nectar pouch during development allowed us
to highlight the diversity of cell behaviours in terms of shape and size changes, depending on
their localization on the tissue. In the earliest stages, all cells have approximately the same size,
but variance progressively tends to increase and while the largest cells are located in the middle

of the pouch, the most elongated ones are distributed on the lateral sides (Fig. 4B and C and
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Supp. Fig.1). Finally, as the pouch grows, the largest cells are also the most elongated,
suggesting anisotropic expansion. Most of them are localized on the lateral sides, but central
cells are also affected by elongation. Cells at the boundary between lobes and nectar pouch (i.e.,
the topmost cells in these maps) are characterized by a small size and a relatively limited

elongation, even in the latest stages.
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Figure 4. Cell dynamics during petal morphogenesis with focus on dorsal view of the
nectar pouch. (A) Petal dorsal view of the nectar pouch has been transformed into cell maps
in order to measure and visualize cell area (up) and cell expansion (down) dynamics. Color
code is detailed in Figure S1. Dynamics and repartition of cell area (B) and elongation (major
axis/minor axis of equivalent ellipse, (C)) are visualized through violin plots, themselves
plotted against total cell number. (D) Summary of macroscopic and cellular characteristics of
Nigella damascena petal during development

Cell proliferation contributes more to pouch shape change whereas cell expansion
contributes more to petal final size

The pairs of landmarks placed to the right of the graph (Fig. 5C) are those for which the
inter-landmark distance increases the most. Pairs whose score is higher or lower than the
average can be considered as the ones contributing the most to the evolution of the overall shape.

Interestingly, there is a great difference in cell proliferation and growth contributions depending
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on the pairs of landmarks. In particular, it is interesting to note that between early and
intermediate stages, which is the most important interval in terms of shape evolution, cell
proliferation is predominant for landmark pairs which undergo the largest expansion (with a
high growth score, located at the right of the graph) and almost absent for landmark pairs which
undergo the smallest expansion (with a law growth score, located at the left of the graph).
Between intermediate and late stages, cell expansion becomes predominant (> 80% for all
landmarks).

Figure 5. Relative contribution of cell proliferation and cell expansion during nectar
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pouch development. Lengths between every pair of landmarks recapitulates shape
information as much as landmarks coordinates (A). Calculation of proliferation rate and cell
expansion contributions to landmarks inter-distance dynamics is presented in (B). Three
triplets of petals corresponding to early, mid and late stages have been used to study the
contributions. For each individual, pairs of landmarks that are left-right symmetric have been
averaged, and measures of each triplet have also been averaged. Cell proliferation and
expansion relative contributions are summarized in (C). For each comparison (early to mid,
mid to late, early to late), landmarks have been ordered according to increasing inter-distance
values between the two stages.
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Discussion

Playing a primary role in pollinator attraction, petals can accommodate a multiplicity of
forms and ornamentations. Petals therefore are key structures to address the origin of complex
forms on developmental grounds, and to investigate how the observed diversity has emerged in
the course of evolution.

We addressed the question of petal shape elaboration and its relation with size increase during
development in the non-model species Nigella damascena, using geometric morphometrics and
cell characteristics analyses. We found that shape changes more rapidly than size increases at
early stages, marking an allometric relation between them. The origin of such relation will be
discussed thereafter. We also found that cell proliferation plays a major role in shape
transformation, contrary to cell expansion, which rather contributes to petal growth. This
strongly suggests that cell proliferation is the preferential target for morphogenetic signals, and

that petal size establishment is controlled by cell expansion.

Developmental patterns and cellular controls of petal shape and size dynamics

To capture the complex petal shape, geometric morphometric analyses were conducted
on three orthogonal views. For a given view, the PCA first axis coordinate does not encompass
all petal shape information, because 1) SEM pictures are 2D projections of a 3D shape, ii) the
number of landmarks summarizing the overall shape is limited. Nevertheless, several clues
suggest that they are good proxies to follow petal shape variation during development. First,
80% of the variation is carried by the first axis for dorsal and ventral views. Second, plots
against centroid size show a clear developmental trend for three of the four views (i.e.,
distributions are sparsely dispersed). Among the four views, dorsal view presents the clearest
trend. Ventral view exhibits a bifurcation in large petals, explained by the presence of the upper
lip, which is long enough in late stages to be either in an opened or closed position according

to the sample, hence affecting landmark positions and so the global shape. Many factors,
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including specimen preparation, could explain why upper lip is in one or the other position for
a given petal. However, if it strongly affects global shape analysis, it is less relevant from a
biological perspective. The medial view showed a clear trend for the young to medium
individuals, and then probably exhibited a plateau, although studying additional mature
specimens would be needed to confirm it. Nevertheless, as this plateau is also observed for the
second and third axes, it suggests that final medial shape is reached earlier than final size.
Finally, the lateral view did not show any clear developmental trend (shape variation between
two different developmental stages was not higher than between two organs at the same stage),

probably due to the lack of a sufficient sample of early stage petals.

PCA first axis coordinates variation and the relative distance between two individuals on the
axis can be interpreted qualitatively, but also quantitatively and therefore constitutes a proxy
for studying the dynamics of the variation in petal shape.

In this study, and particularly for the dorsal view, the relation observed between the dynamics
of shape and the dynamics of size is allometric and seems to follow an exponential law. More
precisely, these results show that shape varies exponentially slower than size. This is not a
universal rule, as other types of relations have been found in other organisms (Fig. 3G, for

example, a polynomial relation in mammal species Savriama and Gerber 2018).

Several scenarios can explain this relation between shape and size dynamics but the cell counts
we performed suggest one scenario in particular. The relation between cell number and petal
surface seems globally linear in the early to mid-stages. If we make the reasonable assumption
-but not testable with a SEM sequence- that cells globally divide at a constant rate through
developmental time (which generates an exponential growth), it finally implies that shape
changes at a constant rate during a proliferation phase, and then stops and makes a transition to
expansion phase. Such segregation between the two processes have already been observed

during the morphogenesis of other plant organs, probably involving a tight control of the cell
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cycle (Walcher-Chevillet and Kramer 2016), Whatever the nature of the morphogenetic signals
and the precise cellular mechanisms they trigger, they seem to have a rather constant dynamic
during the proliferation phase.

A complete and definitive confirmation of these assumptions would require additional studies,

such as real-time tracking of cell division during petal development.

Cell division and cell expansion differential contributions to petal size and shape

Once polarity is established in the young primordium, petal shape derives from four
primary events (Guillot and Lecuit 2013) cell number and size but also cell shape and
arrangements. The distances between all pairs of landmarks carry an equivalent information
than shape coordinates, and therefore recapitulates the shape, as the coordinates do. This is the
reason why we chose to measure the number and size of cells along transects between every
pair of landmarks and compare them among developmental stages. Contrary to many animal
tissues, cell rearrangements (and cell deaths) are rare in plant epidermis (Dickman et al. 2017)
but if they happen, they would be indistinguishable from cells that appear through cell division,
and real-time tracking of cell division would be needed to distinguish between both phenomena.
Nevertheless, if a cell moved and inserted in the transect between two landmarks, this event
will be considered like cell proliferation as it affects the number of cells. Alternatively, cell
shape variation affecting cells between two landmarks would be considered like cell expansion
events (or cell size regression) as they can affect cell width on this line. The four primary events
could hence be considered as two processes which are easily measurable between two
landmarks. On one hand, counting the number of cells between two landmarks and comparing
this number between two stages will give access to a mean value of proliferation. Dividing the
absolute distance between the two landmarks by the number of cells gives on the other hand
the mean cell size and so the mean value of cell expansion through comparison between two

stages.
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Even if cell number and cell size can be characterized, it is not trivial to deduce their relative
contributions to shape dynamics because shape reflects the relative distances among landmarks
and not directly the distances themselves. Furthermore, while it may appear intuitive to consider
that overall shape change can sometimes be driven by local shape changes spatially limited to
subregions of the overall structure. Even if Procrustes analysis does not give access to this
information, we managed to build some bridges between cell characteristics (i.e., microscopic
level) and shape changes as reconstructed by geometric morphometrics (i.e., macroscopic level).
We considered that pairs of landmarks that undergo extreme variations (i.e., the farthest from
the mean) in terms of relative distance between two stages are the ones which participate most
to shape variation. As they are ordered in ascending order of expansion in Figure 5C, the most
to the right and to the left on the graphs are the most likely to intervene in shape variation (e.g.
1-2 (with its symmetric 5-6) and 3-4, which are the most extreme landmarks pairs).

Firstly, the comparison between early-mid and mid-late graphs shows that cell proliferation has
a preponderant role in the youngest stages, which coincides with the phase where the shape
changes the most. In later phases, cell expansion takes over, which supports a development in
two phases: proliferation / expansion.

Secondly, in the early-mid graph, corresponding to the crucial period in terms of shape changes,
the most with the most growing distance (on the right) are governed 50% or more by cell
proliferation. On the contrary, in the less growing pairs of landmarks (on the left) cell
proliferation is almost absent, contrary to cell growth. As a result, cell proliferation seems to be
the predominant factor in shape dynamics, and could therefore be the preferential target on
which morphogenetic signals act. Most growing pairs of landmarks (on the right) are mostly
governed by cell proliferation. On the contrary, in the less growing pairs of landmarks (on the
left) cell proliferation is almost absent, contrary to cell growth. As a result, cell proliferation
seems to be the predominant factor in shape dynamics, and could therefore be the factor on
which morphogenetic signals preferentially act. Biologically, the pairs of landmarks with the

highest score correspond to the lateral sides of the dorsal parts of the urn, and the lesser score
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landmarks correspond to the ridge separating the lobes, which undergo practically no growth
during development.
Many species Angiosperm species bear nectar spurs on their petals. What are the

characteristics of petal morphogenesis in these species, in comparison with N. damascena?

If Nigella damascena nectar pouch has a relatively small depth, many Angiosperm
species exhibit petal spurs, including the Nigelleae sister group Delphinieae. While we have
shown that proliferation is preponderant in comparison to cellular expansion at least in the
morphogenesis of N. damascena dorsal part of nectar pouch, we might wonder if it is also the
case for petal spur morphogenesis. The ancestors of Angiosperms and of Ranunculaceae were
devoid of nectar spurs, which may imply that these structures are homoplasic and may rely on
different genetic and developmental processes. Different mechanisms have been retained
during evolution. However, as a first approach, increasing the number of cell divisions
generates less stress on cells than increasing their size. In particular, mechanical constraints, or
limiting genetic expression could impose a maximum cell size in these tissues (Roddy et al.
2020, Kondorosi, Roudier, and Gendreau 2000). Cell dynamics and genetic bases of petal spur
development have been extensively studied in many plant species in the last decade.
Interestingly in Aquilegia species which also belong to Ranunculaceae, spur first develops
through anisotropic cell divisions, leading to an oriented growth of the future spur, but then cell
expansion takes over and is responsible for 99% of the differences in spur elongation between
species (Puzey et al. 2012, Yant et al. 2015). Spur development in the Valeraniaceae species
Centranthus ruber appears to rely on both cell expansion and proliferation processes. However,
in Linaria, cell division has the lead role in spur elongation, whereas cell expansion remains
quantitatively secondary (Cullen, Fernandez-Mazuecos, and Glover 2018). In Delphinium,
belonging in the sister group of Nigelleae, the relative contributions of cell expansion and cell
division has not yet been investigated and both scenarios remain possible: its phylogenetic
vicinity with Nigella damascena advocates for the cell division lead but the examples of other

Ranunculaceae as Aquilegia could suggest the opposite. Finally, balanced contributions from
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cell division and expansion remains also a possibility and a similar study than the one presented
in this article would confirm one or the other of these possibilities and contribute to draw the

big picture of petal pouch and spur evo-devo.
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Figure S1. Sequence of cell maps colored by cell area or cell elongation values. Cell maps
for cell area (A) and cell elongation (B) are ordered from top left to bottom right in increasing
total surface. For every individual, a common color code has been used to make easier
comparisons between stages.
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Chapitre 11

Les sept facons de produire des motifs de couleurs répétés
chez les Eucaryotes

Les motifs de couleurs répétés ornant les tissus externes des Eucaryotes, des formes en
deux dimensions réparties sur des surfaces plus ou moins repliées en trois dimensions

Nous avons considéré dans notre étude qu’un organisme arbore un motif répété a partir
de deux répétitions, ce qui est une acception tres large. Néanmoins, plus le nombre de
répétitions est élevé, plus la question d’un mécanisme produisant une répétition se pose. Si les
points ornant 1’aile de la drosophile Drosophila guttifera peuvent s’expliquer par trois
inductions indépendantes (Werner et al. 2010), il est tres difficile d’imaginer que le millier de
points ornant le tissu externe de la murene 1€éopard (Gymnothorax favagineus) puissent étre
issus chacun d’un mécanisme indépendant et de son systeme de régulation associé. Produire
des motifs de couleur répétés est donc la rencontre entre un mécanisme de production de

structures répétées et un mécanisme de production de couleur.

Bien que les tissus externes possédent une certaine épaisseur, I’écrasante majorité des patterns
de couleurs répétés sont en deux dimensions, soit parce que les cellules colorées sont situées
dans une unique couche (Sulaimon and Kitchell 2003), soit parce que 1’épaisseur du tissu coloré
n’est pas suffisante pour donner un rendu en trois dimensions. En revanche, les tissus externes
sont parfois repli€s ou possedent des ornementations en trois dimensions tels que les phaneres
(poils, plumes, écailles), pouvant ajouter une notion de relief au patron de couleur (Hoekstra

2006).
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ABSTRACT

The external tissues of numerous eukaryote species show repeated colour patterns, usually characterized by units that are
present at least twice on the body. These dotted, striped or more complex phenotypes carry out crucial biological func-
tions, such as partner recognition, aposematism or camouflage. Very diverse mechanisms explaining the formation of
repeated colour patterns in eukaryotes have been identified and described, and it is timely to review this field from an
evolutionary and developmental biology perspective. We propose a novel classification consisting of seven families of pri-
mary mechanisms: Turing(-like), cellular automaton, multi-induction, physical cracking, random, neuromuscular and
printing. In addition, we report six pattern modifiers, acting synergistically with these primary mechanisms to enhance
the spectrum of repeated colour patterns. We discuss the limitations of our classification in light of currently unexplored
extant diversity. As repeated colour patterns require both the production of a repetitive structure and colouration, we
also discuss the nature of the links between these two processes. A more complete understanding of the formation of
repeated colour patterns in eukaryotes will require (i) a deeper exploration of biological diversity, tackling the issue of
pattern elaboration during the development of non-model taxa, and (i) exploring some of the most promising ways to
discover new families of mechanisms. Good starting points include evaluating the role of mechanisms known to produce
non-repeated colour patterns and that of mechanisms responsible for repeated spatial patterns lacking colouration.
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I. INTRODUCTION

(1) Diversity of repeated colour patterns displayed
on eukaryotic external tissues

The external tissues of many eukaryotic species are adorned
with colour patterns, like the black and white stripes of the
zebra, the red and white signal on the cap of the fly agaric
or the black spots on the leaves of arums. Colour motifs can
serve many functions, such as signalling to congeners [for
partner recognition (Himstedt, 1979) or communication
(Futahashi et al., 2012)], attracting or repelling other species
[pollination (Leonard & Papaj, 2011) and aposematism
(Elias, 2019)], or avoiding detection or recognition [camou-
flage (Smith & Ruxton, 2020)], suggesting they may have
an adaptive value. Some colour patterns may contribute to
adaptation to abiotic conditions [for example through ther-
moregulation (Stuart-Fox & Moussalli, 2009)] or may not
have any identified biological function, rather being by-
products of reactions controlling other traits.

These colour patterns are extremely diverse in terms of
colour [produced chemically (Kelsh ¢t al., 2009; Tanaka,
Sasaki & Ohmiya, 2008) or by physical means
(Berthier, 2007)] and the cell types involved (Niisslein-
Volhard & Singh, 2017), but also in terms of geometry (eye-
spots, stripes, spots, spattering, large colour domains). Most
external colour patterns are described from tissues (skin,
plant epidermis, shells) whose surface can be approximated
as a two-dimensional surface that is folded, to a varying
degree, in three dimensions. Repeated patterns are a well-
represented category of colour patterns, and are defined
by the presence of a unit (a spot, dot, stripe, hexagon, or a
more complex motif) at least twice on an individual. How-
ever, it 1s more relevant to consider a pattern to be a
repeated pattern when the motif is repeated many times.
During development, repeated patterns are sometimes
induced long before the production of colour: a pre-pattern
is produced, which is subsequently decoded into coloura-
tion (Manceau et al., 2010; Mallarino ¢t al., 2016). In other
instances, colours are produced before or at the same time

as patterning (Kondo, 2017), making pattern formation eas-
ier to observe and study.

Repeated colour patterns have long interested naturalists
and other biologists (Hagen, 1881) and several attempts have
been made to classify biological patterns, in the broad sense
(for an example, see Meinhardt, 2008). One of the first
models of pattern formation during morphogenesis was pro-
posed by the mathematician and computer scientist Alan
Turing, in a brilliant paper published in 1952
(Turing, 1952). This model consisted of a (bio-)chemical
reaction—diffusion system comprising one activator and one
inhibitor that interact to create periodic patterns induced
by symmetry breaking. Some years earlier, the genetic origin
of variegated colour patterns on maize kernels was elucidated
by Barbara McClintock with the discovery of transposons.
This can be considered the first biological mechanism to be
described for the formation of a repeated colour pattern,
although this was not the original aim of her study
(McClintock, 1950). Periodic patterns (where motifs are reg-
ularly spaced) and random patterns (such as the variegation
of maize kernels) constitute two main categories of geometry
within repeated patterns. Turing’s model was forgotten for a
number of decades before simulations in the 1980s proved it
effective, and then later by i vivo studies of angelfish (Poma-
canthus sp.) (Kondo & Asai, 1995) and zebrafish (Danio rerio)
skin and more recently of the flowering plant genus Mumulus
(Ding et al., 2020). Beyond these examples, biological mecha-
nisms underlying repeated colour patterns remain an impor-
tant area of research in developmental biology and new
mechanisms are regularly being discovered (e.g. Manukyan
etal., 2017).

The aim of this review is to summarize and classify the
mechanisms that produce repeated colour patterns across
eukaryotes. We chose to differentiate the mechanisms that
are sufficient to create a repeated pattern, which we call pri-
mary mechanisms, from those that are not able to produce
patterns by themselves but which influence the final pattern
by acting before, during, or after pattern induction (pattern
modifiers). Pattern modifiers are of great importance in pro-
ducing the actual diversity of repeated colour patterns in
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nature because they are able to generate patterns that pri-
mary mechanisms alone cannot produce, such as the rosettes
of leopards.

We define seven families of primary mechanisms [Turing
(-like), cellular automaton, multi-induction, physical crack-
ing, random, neuromuscular and printing; see Table 1] and
six families of pattern modifiers (Table 2). We discuss the
links between pattern geometry and the underlying mecha-
nisms by detailing how information can be extracted from
phenotypes. We also discuss the importance of carrying out
functional studies in addition to phenotype-based inferences.
Placing primary mechanisms in a phylogenetic context shows
that the range of eukaryotic species used as model organisms
for studying colour patterns is still limited, and we advocate a
better coverage of the unexplored eukaryotic diversity. As
repeated colour patterns require both the production of
repetitive structures and colouration, we also discuss the
nature of the links between these two processes. Finally, we
propose three ways to discover new families of mechanisms.

II. PRIMARY MECHANISMS

(1) Turing(-like)

This family of mechanisms was theorized by the mathemati-
cian Alan Turing in 1952 but forgotten for decades. Turing-
like systems have been reproduced in chemico (Castets
et al., 1990) and have proved their ability to produce repeated
patterns, named Turing patterns. Phenotypically, they are
characterized by a periodicity of their motifs (i.e. regularity
in the distance between two consecutive motifs, which could
be dots, stripes or labyrinths) (Kierzkowski ez al., 2019). Over
the past 20 years, these patterns have been described i vivo in
many species, as non-colour (Sick et al., 2006; Economou
et al., 2012; Nagashima et al., 2018) and colour patterns
[Kondo & Asai, 1995; with a recent example in angiosperms
(Ding et al., 2020)]. Turing-like mechanisms are thought to be
responsible for many periodic patterns in nature, not just col-
our patterns. The power of these mechanisms lies in the
capacity of the reaction—diffusion system to produce a pat-
tern from scratch, or more precisely from a noisy random ini-
tial condition, through the amplification of tiny variations
(Turing, 1952) (Fig. 1). While the seminal model involved
the interaction of two chemical species (one activator and
one inhibitor, respectively diffusing over a short and long
range), theoretical advances and @ vivo experiments have
demonstrated that numerous derivative systems can give rise
to similar patterns, including systems with three or more
interacting species, which may include not only diffusible
molecules but also cells. Indeed, in the most precisely
described model (zebrafish stripes), the pattern seems to arise
from a Turing-like mechanism where the interacting agents
are the coloured cells themselves rather than diffusible mole-
cules (reviewed in Watanabe & Kondo, 2015). Although
these systems are very different in nature, they are linked by

Pierre Galipot et al.

common mathematical relationships (such as long-range
inhibition and local activation). The Turing mechanism also
explains flower colour pattern in Mimulus (Ding et al., 2020),
which shows that Turing-like systems have been used repeat-
edly in diverse eukaryotic lineages and confirms that, due to
their simplicity and efficiency, these mechanisms can be
recruited for different biological purposes. Given the diver-
sity of the biological interacting agents in i vivo Turing sys-
tems, unifying models have been built to help test their
properties, notably when the agents are still poorly under-
stood (Kondo, 2017). Even though periodic colour patterns
are common among cukaryotes, there are few i vivo exam-
ples of well-described Turing mechanisms underlying colour
patterns, reflecting the fact that they are inherently difficult to
study. Nevertheless, the numerous examples of Turing mech-
anisms described for other patterns suggest that this family of
mechanisms could be responsible for many periodic colour
patterns and clues suggesting Turing-like systems are regu-
larly described, for example recently in cats (see
C.B. Kaelin, K.A. McGowan & G.B. Barsh, in preparation).

(2) Cellular automaton

This family of mechanisms has so far only been described in
ocellated lizards (Tumon lepidus), which have bicoloured (green
and black) scales organized in a quasi-hexagonal lattice
(Fig. 2). Manukyan e al. (2017) showed that the colour state
(green or black) of each skin scale changes over time and is
determined by the state of its six neighbouring scales at the
previous developmental stage. They suggest that this discrete
biological cellular automaton is derived from continuous a
Turing-like system by the reduction of the diffusion coeffi-
cients at the scale borders. The dotted pattern at the juvenile
stage (which is also likely to be produced by a Turing-like
mechanism) acts as the initial condition.

(3) Multi-induction

All families of primary mechanisms described in other sub-
sections of Section II share the same feature: the colour
motifs in a given repeated pattern have a common origin.
In a Turing pattern, each stripe or dot comes from the inter-
action between the same activator and inhibitor. In a ran-
dom pattern (see Section IL5), each spot results from a
mutation affecting the same gene. Nevertheless, individual
motifs in a repeated colour pattern, although they may look
similar, could have different origins. Although not parsimo-
nious, multi-induction systems are probably common in
nature, like the one giving rise to the para-segments of Dro-
sophila embryos (Yu & Small, 2008; Small & Levine, 1991).
Although the underlying mechanism is not easy to unravel,
examples of multi-induction of colour patterns have been
described, notably in the fly Drosophila guttifera, which has
black spots on its wings. This colour pattern results from
the combined action of two independent induction pathways,
which are under the control of two cis-regulatory elements of
the yellow gene (Werner et al., 2010) (Fig. 3A). Likewise, the
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Table 1. Primary mechanisms involved in the production of repeated colour patterns across eukaryotes

Mechanisms
Attributes - - — - - - .
Turing(—like) Cellular automaton Multi-induction  Physical cracking Random Neuromuscular Printing
Graphical examples of
patterns ~
‘.‘;. L ' . % .0 v v,
e - RE ey s
| " ] » L 1//\\//\\//\\//
130y Y W
LI AP W

Periodic dots,
stripes, eyespots

Description of pattern

Abundant
(angiosperms,
animals)

Frequency of occurrence

Number of evolutionary ~ Numerous
acquisitions currently
known

Pattern reproducibility +
among individuals
(+++, mostly
reproducible; ++ and +,
some features are
reproducible but not all
(e.g. distance between
two motifs, positions of
the motifs); —, mostly
non reproducible)

Source of the pattern Reaction/diffusion
at the molecular

or cellular level

Labyrinths
arranged in a
periodic way

Rare (ocellated
lizard Timon

lepudus)

One

Turing system

discretized into a

Von Neumann
cellular
automaton

Variable; no
intrinsic
periodicity

Probably
frequent

Probably
numerous

+++

Multiple

Polygons (mostly
hexagons); quasi-
periodicity on a
local scale

Rare (fly agaric
Amanita muscaria)

One

+/—

Mechanical stress

Dots, lines, stains Periodic bands
(depends on
geometry of cell
lineage); no
periodicity
Rare in wild species, Rare
frequent in (Cephalopoda:
domestic breeds flamboyant
cuttlefish
Metasepia pfefferi,
common
cuttlefish Sepia
officinalis)

Numerous Probably unique

Random mutations Neural, muscular
and hormonal

control

Dots, bands, broken
lines, triangles; often
periodic

Abundant
(Gastropoda: Haliotis
astnina, many
Conidae)

Unique

Progressive deposits of
colours and material
by the animal mantle
and mantle colour
state variation over
space and time
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Table 2. Pattern modifiers that affect the final colour pattern in eukaryotes

Out-of-
Initial conditions  Tissue growth and equilibrium 3D Rapid colour and
Pattern modifiers and forcing deformation patterning Colour production  ornamentations  pattern changes
J |
o D ©
Basic pattern
Principal effects Impose a Induce pattern Generate Define the colour ~ Highlight and Cause the
on colour particular dilatation and, if intermediate range and the enhance the appearance or
patterns geometry the pattern colours and spatial extension  visual effects of ~ disappearance
and/or mechanism is motifs (in of colour the colour of the pattern
directionality, active and interaction with domains. pattern
which generates sensitive to tissue growth) Enhance pattern
anisotropic scaling, new complexity with:
patterning (e.g. motifs (rosettes, (1) multiple colour
stripes) reticulations) domains, as a
and/or result of multiple
intermediate thresholds

colours (in
interaction with
out-of-
equilibrium
patterning)

(French Flag
Model); ()
complex motifs,
derived from a
second wave of
patterning

black and yellow striped and dotted patterns of Japanese
quail (Coturnix japonica) juveniles also rely on several distinct
mechanisms (Fig. 3B). Haupaix et al. (2018) showed that the
first lateral stripes are induced by the somite tissue where
the agouti gene 1s expressed. By contrast, the outermost lateral
bands and the dots on the head, legs and wings are induced
by a mechanism which 1s unknown to date, but which could
be a Turing-like patterning mechanism.

(4) Physical cracking

One of the most iconic fungal species, the fly agaric (dma-
nita muscaria) presents white spots on a red background that
act as an aposematic signal (Michelot & Melendez-
Howell, 2003). The fly agaric is not the only species of
the Amanita genus displaying this pattern (Yangt &
Oberwinklerr, 1999), but it may have the most visible pat-
tern as a result of the contrast between the red and white
colouration. The white dots are the remnants of a structure
called the universal veil which protects the sporocarp dur-
ing its early development, and which then undergoes phys-
ical cracking as the underlying structure, the red
pigmented cap, grows (Yangt & Oberwinklerr, 1999)
(Fig. 4A). For energy-minimizing reasons, the first cracks
tend to form hexagons, in exactly the same way as other
instances of physical cracking such as the formation of geo-
logical mud cracks (Li & Zhang, 2011), crocodile head

scales (Milinkovitch et al., 2013) and micrometric orna-
mentations on elephant skin (Martins et al., 2018) (Fig. 4).
As the cap grows, the white hexagons tend to retract, forming
“warts” that gradually separate from each other. This gener-
ates a pseudo-periodic colour pattern and has only been
described in fungal species (Yangt & Oberwinklerr, 1999).

(5) Random

In many wild angiosperm species, but primarily in many
cultivated varieties, plant organs bear mosaic or variegated
patterns, which consist of coloured patches that are irregu-
larly spaced on the tissue. These patterns are not only pre-
sent in flowers, but also on leaves, fruits and seeds, like the
variegated colour pattern of maize kernels which led Bar-
bara McClintock to discover transposons (McClintock,
1950) (Fig. 5C). Transposable elements are thought to be
responsible for the majority of mosaic patterns in angio-
sperms, such as the one described in carnation (Dianthus car-
ophyllus) flowers by Itoh et al. (2002), although viruses, a fault
in migration of coloured cells and other mechanisms are
also candidates for producing these patterns in plants and
animals (Caro & Mallarino, 2020). In maize kernels or in
flowers, the general principle is that a transposon is inserted
within or near a gene or a regulator of the anthocyanin bio-
synthesis pathway, suppressing (or activating if the gene/
regulator is a pathway inhibitor) anthocyanin production.
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Initial conditions

Melanophore'\\ ﬂ Xanthophore

Leucophore

Final periodic pattern

Anthocyanin
biosynthesis

Zebrafish cellular Turing-like system

Mimulus molecular Turing system

Fig 1. Turing-like mechanisms. (A) Turing systems are able to produce periodic patterns from scratch, or more precisely from
random initial conditions. (B) Zebrafish (Danio rerio) stripes are produced by a system composed of three coloured cell types:
melanophores, xanthophores and leucophores. Red arrows: activation; black T-lines: inhibition. Photograph courtesy of Christine
Rampon, College de France. (C) Mimulus flowers exhibit a spot pattern produced by a Turing system composed of an activator
(NEGAN) and an inhibitor (RTO) which interact to control anthocyanin biosynthesis. Red and black arrows: activation, black T-

lines: inhibition; large yellow arrows: diffusion.

In every cell where the transposon is excised properly,
anthocyanin synthesis can be restored (or suppressed), lead-
ing to differences in pigmentation between cells. Because
excision is mostly random (but may be induced by stress fac-
tors), the distribution of ‘abnormal’ cells, and thus patches
of colour, is also random. The size and shape of the
coloured patches is determined by the lineage of the
mutated cell and the time when excision takes place during
development (Fig. 5D).

Such random patterns are also observed on animal skin,
mostly on the coats of mammals (Caro & Mallarino, 2020).

The over-representation of mammals may be due to a sam-
pling bias but the most likely hypothesis is that random pat-
terns are rare in wild species but arise frequently in
domestic breeds (widespread in mammalian species) from
artificial selection (e.g. the coat of Dalmatian dogs) or genetic
drift. The reason why these patterns are relatively infrequent
in natural populations may be due to the genetic instability of
the colouration mechanisms entailing non-Mendelian trans-
mission from one generation to the next (Kaelin &
Barsh, 2013), or alternatively these phenotypes may be
counter-selected.
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Fig 2. Cellular automaton mechanisms. A cellular automaton produces the black and green repeated pattern of the ocellated lizard
Timon lepidus. (A) Juvenile and adult patterns. Photograph courtesy of Francoise Serre Collet, MNHN. (B) Unlike classic Turing
patterning, the cellular automaton produces a discrete pattern by strongly reducing diffusion at the scale borders (R/D: reaction/
diffusion). (C) The brown and white juvenile pattern acts as the initial conditions to produce the adult pattern. The colour state of
a given scale is determined by the colour state of its six neighbouring scales.

(6) Neuromuscular

The skin of many cephalopods is adorned with periodic col-
our patterns, which are presumably produced by cellular
Turing-like mechanisms and involve both pigments and
structural colours (Williams e al., 2019). Furthermore, like
chameleons, many cephalopod species are able rapidly to
change the colour of their epidermis, usually by making all
or part of their pattern appear or disappear (Chiao &
Hanlon, 2019) by changing the morphology of colour cells
through neuromuscular control (Y.C. Liu, W.C. Wang &
B. Grasse, in preparation) (Fig. 6).

In addition, and because of their ability to desynchronize
the appearance and disappearance of parts of these patterns,
some cephalopod species produce a unique type of repeated
pattern. This consists of a striped pattern of black and white
bands which appear to move in dynamic waves along their
bodies (How et al., 2017) (Fig. 6). Some species are character-
ized by bands with an antero-posterior movement, others dis-
play a postero-anterior movement and some are able to
generate multi-directional waves. The processes underlying
these dynamic patterns remain elusive but there are two
main hypotheses: either they are generated by neuronal
activity or by electrically coupled autonomous muscular

activity (Y.C. Liu, W.C. Wang & B. Grasse, in preparation)
(Fig. 6). This is the only example we could find of dynamic
repeated colour patterning.

(7) Printing

Shells exhibit some of the most beautiful and diverse exoskel-
eton colour patterns to be found in animals. Since the 1970s,
extensive theoretical work has been carried out to devise
models of the formation of these patterns (for a review see
Meinhardt, 2009). More recently, functional studies have
begun to shed some light on the biological mechanisms
underlying the formation of these colour patterns (Jackson
et al., 2006; Budd et al., 2014), which are generated by pigmen-
ted material produced by the mantle during the secretion of
the mineralized structure. Like a printer, the mantle border
produces a colour pattern in one dimension which gives by
addition a pattern in two dimensions (Fig. 7). The colour
state of the border cells is dynamic and changes during shell
development, which ultimately results in complex patterns
in terms of geometry and colour (see Fig. 7A). Although it
is known that colours and mineralized structures are pro-
duced by a rapidly evolving secretome (Jackson
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Fig 3. Multi-induction mechanisms. (A) Drosophila guttifera wings harbour a black spot pattern, induced by two different cis-regulatory elements (CREs) of the yellow gene: vs
(vein spot) and iv (intervein shade). Photograph courtesy of Emmanuel Delfosse, MNHN). (B) The striped and dotted black and yellow pattern in quails (Coturnix japonica) is
produced by at least two independent mechanisms: the central band (cb) and the first lateral (ly) yellow bands are induced by somite signalling through agouti expression.
The bands that are in a more lateral position and the dotted pattern on the head, wings and legs are produced by another mechanism of unknown nature, probably a
Turing-like mechanism. The upper part is adapted from Haupaix ¢t al. (2018).
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Fig 4. Physical cracking mechanisms. (A) Physical cracking patterns are common in nature: the colour pattern of the fly agaric
Amamita muscaria (photograph courtesy of Bart Buyck, MINHN), elephant skin, and mud cracks (photograph courtesy of Cyril
Langlois) are all produced by the same family of mechanisms. (B) In fly agaric, the white universal veil protects the cap during the
first stages of its development then cracks during the expansion of the growing red cap, generating the aposematic colour pattern.

et al., 2006), the nature of the morphogenetic signals
remains unknown. Nevertheless, several mechanisms have
been suggested, involving Turing-like systems or neural
activity (Boettiger & Oster, 2009). The final pattern repeti-
tions stem from two distinct mechanisms: one temporal and
one spatial (Fig. 7B-D). The axis of the first mechanism is
perpendicular to the border: motifs are repeated along this
axis, which means that the mantle is periodically in the
same colour production state at different times during
development. The axis of the second mechanism is parallel
to the border. At a given colour production state, the man-
tle produces a repeated motif all along its border
(e.g. alternating coloured and non-coloured regions).
The signals leading to these repeated one-dimensional
motifs remain unknown.

III. PATTERN MODIFIERS

Many parameters and pattern modifiers can affect the final
aspect of the repeated colour pattern. Here, a factor is

considered as ‘pattern modifier’ if its presence is not required
for pattern production, but it affects aspects of the final pat-
tern. These modifiers are common because the systems pro-
ducing colour patterns rarely act independently and the
tissues where these patterns are formed are themselves
dynamic. These factors, although classed as secondary, may
have strong geometric effects such as redefining the nature
of the motifs (stripes, dots, labyrinthine patterns) or their
directionality.

Despite the potential impact of pattern modifiers, most stud-
ies have focused on primary mechanisms, so that pattern mod-
ifiers are still relatively understudied. Table 2 summarizes the
six families of pattern modifiers we propose herein. The second
and third rows of Table 2 illustrates and describe how a pattern
modifier can affect a pattern, in this case a periodic pattern.

(1) Effect of initial conditions and forcing

These two classical mechanisms, which are not specific to
colour patterning, interact with dynamic systems and can
be differentiated by their timing. Initial conditions define
the state of the system at the beginning of colour pattern
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Fig 5. Random mechanisms. (A) An Australian shepherd dog (Canis lupus, photograph courtesy of Emilie P.) harbouring a merle coat.
(B, C) Flecked patterns of a rose cultivar (Rosa spp.) and maize kernels (ea mays). Educational collection of the Biology Department of
the Ecole Normale Supérieure de Lyon, photograph courtesy of Jean-Pierre Moussus. (D) The transposon mechanism responsible for
many random colour patterns on flower petals with the example of the carnation (Dianthus caryophyllus) ‘Rhapsody’ cultivar.
(E) Geometry of the final pattern is determined by the timing of the mutation and the lineage of the mutated cells.

formation. Modifying the initial conditions can have a
strong effect on the final pattern as in many cases the sys-
tem keeps a memory of its initial state (Arcuri &
Murray, 1986). For example, in a classical Turing system,
if the initial state is uniform with the exception of one
stripe, under certain conditions this will impose a striped

pattern at the final state. Without this initial stripe and
with no other external effector, the pattern would have
been anisotropic [with no preferential direction
(Kondo & Miura, 2010)].

The mechanisms that determine the initial conditions are
assumed not to interact with the system as the system starts

Biological Reviews 96 (2021) 1676-1693 © 2021 The Authors. Biological Reviews published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of Cambridge Philosophical Society.

76



1686

(A)

Pierre Galipot et al.

L] o L]
%% 8 - .- -
0e%9¢¢% . I, - .
.. .. ... i () ® d s
(B) . ©

1 \

- -
» -

\ t
chromatophore
muscle muscle

(contracted state) (relaxed state)

\‘ O

Neural Autonomous

induction !’nuscu_lar
induction

Coordinated chromatophore
muscle contraction

Coordinated chromatophore ¢ « @ @ @ °* =
expansion

Dynamic striped patterns

Fig 6. Neuromuscular mechanisms in cephalopods. (A) Many cephalopod species are able to produce repeated patterns (typically
stripes) which move dynamically on the skin likes waves. (B) The contraction and relaxation of the muscles associated with the
chromatophores generates colour change. (C) Neuromuscular wave patterns are probably generated by neural induction or

autonomous muscular induction.

to ‘run’. Mechanisms that do interact with the system during
patterning are called forcing. Whether influenced by the ini-
tial conditions or by forcing, the nature of the interaction can
be direct [e.g. the juvenile pattern acts as an initial condition
for the automaton pattern in ocellated lizards (Manukyan
etal.,2017)], or indirect [e.g. the zebrafish myoseptum — a lat-
eral structure — influences the migration of colour cells,
imposing an antero-posterior directionality to the pattern
(Frohnhofer et al., 2013)]. Boundary conditions, which deter-
mine how the system behaves at its borders, form a part of
this pattern modifier family, and can be seen both at the ini-
tial conditions and during forcing.

Furthermore, using timing to distinguish between initial
conditions and forcing is challenged by the existence of
mechanisms that interact with the system before and during
the patterning process, thus being both initial conditions
and forcing interactors.

(2) Tissue growth and deformation

The first and trivial effect of tissue growth is to deform the tis-
sue geometry, and consequently the pattern, after its estab-
lishment. Indeed, like many other parts of the organism,

coloured tissues frequently undergo differential growth dur-
ing development (and/or less frequently size reduction),
which leads to allometric scaling and pattern distortion.
The second effect of growth is to produce colour patterns
directly, as described above for physical cracking. A third
effect can be seen when tissues grow during patterning, if
the pattern mechanism is sensitive to scale effects (Kondo &
Shirota, 2009), as in Turing systems. In this case, growth is
able to disrupt patterning by displacing equilibria
(Crampin, Hackborn & Maini, 2002) and therefore creates
new motifs and colour associations that could not exist with-
out growth. For example, the rosettes of an adult leopard are
derived from juvenile dots, which have been disrupted by
skin growth and rearranged into rosettes (Liu, Liaw &
Maini, 2006).

(3) Out-of-equilibrium patterning

Many pattern formations are dynamic, starting with initial
conditions and culminating with a final state where the sys-
tem has reached (or not) an equilibrium. The timing and
duration of this competency period could have strong effects
on the overall pattern. In particular, if the competency stops
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Fig 7. Printing mechanisms in mollusc shells. (A) Many gasteropods exhibit striking repeated colour patterns on their shells. Left,
colour pattern of Haliotis asimina, a species used for the transcriptomic analysis of colour and mantle production (M11/BC
566, MNHN, Paris). Right, diverse repeated colour patterns of Conidae species (IM-2013-12451, IM-2013-46951, IM-
2013-47292; MNHN, Paris). (B) Repeated patterns on shells are produced by the mantle during shell growth. (C) The colour state
of the mantle produces a spatial repetition parallel to the shell border. The temporal evolution of the mantle colour state
determines the orthogonal spatiotemporal repetitions. (D) The morphogenetic signals responsible for these patterns remain

unknown but could have a neural origin.

before the system reaches equilibrium, it generates out-of-
equilibrium patterns characterized by intermediate features [-
1.e. intermediate colours or shapes (band insertions)]. Some
species exhibit colour patterns with no end-of-competency
(e.g. leopards), which means that patterns continuously evolve
and respond to perturbations (typically growth) (Kondo &
Asai, 1995). This does not mean that out-of-equilibrium

patterns do not exist in these species, but that they are only
transient.

(4) Colour production

Most of the time, patterns are established first as signals that
are not colours. These pre-patterns are then interpreted into
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colours. This two-step process could transform and add com-
plexity to the pattern [e.g. with a multiple threshold system
like the French Flag model (Wolpert, 1969)]. For example,
many butterfly species exhibit conspicuous eyespots on their
wings. The position of the centre of an eyespot seems to be
determined by a Turing-like mechanism involving the
expression of DIl (Distal-less) in the imaginal disc. After that,
another system takes over to produce complex patterns that
consist of several concentric circles (or arcs) of different col-
ours (Connabhs ¢ al., 2019).

(5) 3D ornamentations

In this review, we chose to simplify the structure of external
colour tissues by considering them as more or less flat. Never-
theless, many species harbour 3D ornamentations (reliefs or
appendages such as hairs, scales or feathers) that add a layer
of complexity that can accentuate repeated colour patterns.

(6) Rapid changes in colour and pattern

While many species harbour colour patterns that change over a
relatively long period of time (for example during the juvenile-
to-adult transition), some species of chameleons and cephalo-
pods are able to change their colour patterns rapidly and revers-
1bly (within seconds or minutes), adding a layer of complexity to
repeated colour patterns (Ligon & McCartney, 2016).

IV. DISCUSSION

(1) Distribution of the different families of
mechanisms across the phylogeny of eukaryotes

The mechanisms for producing colour are very diverse across
the eukaryotic tree of life, and affect different structures, tissues
and cell types. Nevertheless, similar mechanisms have evolved
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repeatedly in phylogenetically distant clades. As discussed
above, this is the case for the production of periodic patterns
from Turing-like systems, which have been described in ani-
mals (i.e. fish, but likely in many other clades) and plants
(i.e. Mimulus and also likely in many other clades). The distri-
bution of the different families of mechanisms discussed herein
is mapped onto a phylogeny of eukaryotes in Fig. 8. Although
this phylogeny is far from representative of the taxonomic
diversity of the eukaryotic models studied in terms of repetitive
colour patterns, some (five of the seven) primary mechanisms
are described for only a limited number of species to date.
Consequently, the list is therefore exhaustive (i.e. up to date
with the literature) for these five primary mechanisms
(i.e. Turing-like, physical cracking, neuromuscular, printing
and cellular automaton). The two other families of mecha-
nisms (random and multi-induction) are shown for a selection
of representative examples. Furthermore, some families of
mechanisms have only been described in a limited number
of species but, as in the case of Turing-like systems, are
believed to be responsible for repeated colour patterns in
many species that have not yet been documented. Others, like
the neuromuscular family of mechanisms described in gastro-
pods, are unlikely to be found in other taxa.

Among the seven primary mechanisms that we have
defined, four seem to be restricted to a single taxon (physical
cracking in Amanita fungi, cellular automaton in ocellated liz-
ards, printing on mollusc shells, and neuromuscular mecha-
nisms in cephalopods) and another one (random) seems rare
in wild species. This means that almost all the known diversity
of repeated patterns is likely to be produced by Turing-like or
multi-induction as well as yet undiscovered mechanisms.

(2) Strengths and limitations of our classification of
primary mechanisms

Although diverse repeated colour patterns have been
described, our theoretical and experimental knowledge
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Fig 8. Summary of the eukaryotic taxa described in this review, and of the different families of mechanisms responsible for repetitive
colour patterns, mapped on a phylogenetic tree built from NCBI Taxonomy database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/
CommonTree/wwwemt.cgi?fbelid=IwAR 1 pRMTFDhMS8jw438eColp6lh8eykg8qpO8h6 HR-HFojOQRT6gOQVNnyCItY) using
the ‘Common Tree’ tool based on a diverse array of resources (NCBI taxonomy database). The tree file was uploaded and visualized
using I'TOL (Interactive Tree of Life) software (https://itol.embl.de/, 5.6.3 version).
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regarding the underlying mechanisms is still fragmented.
The classification system we propose herein reflects the
current knowledge in this field and will need updating
when new mechanisms are inevitably discovered.

Characterizing the geometry of a given colour pattern
provides valuable clues regarding the possible underlying
mechanisms and also can be an indicator of other features,
such as population genetic health (see Larison et al., 2021).
Indeed, several of the seven families of mechanisms we
defined produce characteristic patterns (i.c. random patterns
produced by random mechanisms, labyrinths produced by
cellular automaton mechanisms, cracks produced by physical
cracking mechanisms).

However, many of the other families of mechanisms
are able to produce periodic patterns (i.e. Turing(—like),
neuromuscular, printing and to a lesser extent multi-
induction mechanisms), which underlines the need for
caution when inferring mechanisms from phenotypes, as
this is not a one-to-one relationship. Functional investiga-
tions remain essential. A single family of mechanisms,
defined by certain characteristics, can involve different
processes. For example, Turing(—like) mechanisms can
rely on reaction—diffusion systems of chemical com-
pounds (such as those conceived by Alan Turing), but also
on systems based on cell-cell interactions [e.g. zebrafish
(Frohnhofer et al., 2013)]. Similarly, random pattern pro-
duction involves very different processes [e.g. transposon
insertion/excision, X chromosome inactivation, defec-
tive neural crest migration (Caro & Mallarino, 2020)].
Admittedly, although the mechanisms assigned to a given
family are undoubtedly similar, the way we organized
them into families was also influenced by the patterns
they produce.

Additionally, it has to be noted that Turing systems are not
restricted to the periodic patterns obtained from the mecha-
nisms grouped in the family we referred to as Turing-like.
They can also play (or are believed to play) indirect roles by
acting upstream and/or in conjunction with other families of
mechanisms (like cellular automaton, printing, or neuromus-
cular). The almost ubiquitous involvement of Turing systems
in many different processes underlines their importance in
nature, and in particular in colour patterning. If the suspected
roles of Turing systems are confirmed, it might be valuable to
consider an additional super-family, called “Turing-related
mechanisms’, containing all the families of mechanisms that
directly or indirectly involve Turing systems.

(3) Evolutionary and mechanistic coupling between
the repetition of structural units and colouration:
three ways to organize colours into repeated
patterns

The production of a repeated colour pattern requires (z) the
production of a repeated structure and (i) the production
of colours. The relationship between the two processes can
be very tight from both an evolutionary and a mechanistic

perspective, or conversely these processes may be
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independent. Consequently, we propose two categories
(Type I and Type II; Fig. 9A) representing the diversity of
the repetition/colour relationship. This discrete representa-
tion does not necessarily capture all the subtleties of repeated
colour patterns and is intended as a basis for discussion.
The first type includes instances where the colours and
structure are the same (observed in many Turing-like patterns)
or when colours are the only repeated structure on the tissue
(observed in random patterns, Fig. 9B). Conversely, colours
can be produced on a pre-formed repeated structure, which
may have functions other than providing colour. The appear-
ance of the repeated structure could precede the appearance
of colour during development and may have evolved first.
Therefore, through co-option, many repeated structures have
been used as a framework to produce repeated colour pat-
terns. We consider two separate cases: either the repeated
structure 1s itself coloured during development [Type II (col-
ouration); Fig. 9C], or the repeated structure serves as a geo-
metric template and its geometry is transferred to a distinct
structure that produces colours [Type II (transfer); Fig. 9D].

(@) Type I: entanglement of repetition and colouration:
when repetitions are produced directly by colouration

In some cases, repeated colour patterns do not require pre-
existing repeated structures. It is the coloured regions them-
selves that organize and generate repetitions. As an example,
patterns generated by random mutations do not rely on pre-
existing structures, and consequently repetition and coloura-
tion derive from the same event/mechanism. Similarly, zeb-
rafish stripes and the dots of Mimulus flowers are produced by
colour cells and colour genes, respectively, through the self-
organizing processes described above.

This tight link between repetition and colouring does not
necessarily mean that these processes evolved simultaneously
at the same time. Indeed, we can imagine that in zebrafish,
the ability of cells to self-organize into periodic structures
appeared during evolution before the ability to produce col-
ours, or vice versa.

(b) Type II: colouring a pre-existing repeated structure or
transferring pre-existing repeated geometry, when pre-
formed repeated structures are co-opted to generate
repeated colour patterns

Eukaryotic organisms harbour countless examples of repeated
structures, such as the metameric body plan (Couso, 2009) and
the repetition of external organs and appendages [e.g. feathers
and petals (Diggle, 2014)]. These repeated structures provide
an endless toolkit for generating repeated colour patterns,
since each repetition only needs to produce a single colour
motif to generate a repeated colour pattern on a large scale.
Here, the production of the repeated structure is independent
from colour production, in terms of timing (repeated struc-
tures are produced before colour) and the mechanism
involved (the molecules, cellular events and physical forces
act in independent pathways).
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Fig 9. Two types of repetition/colouration coupling. (A) Three examples of the links between repetition and colour patterns.
(B) Type I: coupling of repetition and colour production. In self-organizing systems like those generated by Turing-like or random
mechanisms, there is no pre-existing repeated structure prior to colouration. Both repetitions and colours are generated by the
same process. (C) Type II (colouration): colouring a pre-existing repeated structure. The zebra strain of Bombyx mori combines a
metameric organization of the body with the formation of a black band at each anterior margin through the expression of Spz3
(Spatzle 3) and Toll-8 pathway, generating a striped black and white pattern (photograph courtesy of H. Fujiwara and S. Yoda).
(D) Type II (transfer): transferring pre-existing repeated geometry. The repeated geometry of the venation network of Antirrhinum
majus 1s transposed onto a colour pattern of the epidermis. Anthocyanin pigments are produced when VENOSA (produced by the
xylem and transported locally to the nearby epidermis) and DELILA factors (produced in the epidermis) are present in the same cell.
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There are many examples (but few studies) of the produc-
tion of repeated colour from existing repeated structures in
cukaryotes. For instance, the black and white stripes found
on the throat of the cuckoo (Cuculus canorus) are produced by
a succession of bicoloured feathers, giving the impression that
a colour mechanism produces these stripes. In fact, this striped
pattern results from the combination of a discrete distribution
of feathers and a bicolour mechanism. Many experiments and
models suggest that the formation and distribution of feather
buds result from a reaction—diffusion (and chemotaxis) mech-
anism (Ho et al., 2019; Bailleul et al., 2019), providing further
evidence that repeated colour motifs in nature can rely directly
or indirectly on Turing systems.

Repeated colour patterns are commonly reported in meta-
merous organisms, metamery being the repetition of struc-
turally similar body segments. The Zebra strain of the
silkworm (Bombyx morz) harbours a striped black and white
pattern (Fig. 9C) that results from the production of a black
band on every segment and is controlled by the Toll ligand
Spatzle3 (KonDo et al., 2017).

The angiosperm genus Antirthinum is a model for evo-devo
studies of floral traits (Whibley et al., 2006). Among the vast
range of floral colourations seen in cultivated and wild species,
some have striking branching network colourations on the
upper petals that have been shown to attract pollinators and
guide them to the nectar (Whitney et al., 2013). The pigmenta-
tion pattern of the epidermis matches the underlying venation
system. Shang et al. (2011) showed that venation acts as a spatial
frame for anthocyanin production, which is regulated by pro-
teins produced in the epidermis [the bHLH (basic helix-loop—
helix) transcription factors DELILA and MUTABILIS] and a
protein produced only in cells radiating from the vein [the
MYB (myeloblastoss) transcription factor VENOSA] (Fig. 9D).

(4) Seven or more? Discovering novel ways for
eukaryotes to produce repeated colour patterns

While the purpose of this review was to define families of the
primary mechanisms producing repeated colour patterns in
cukaryotes based on the available data, it is likely that addi-
tional mechanisms exist in nature and thus our classification
is likely to evolve to integrate new findings. We suggest that
additional sources of repeated colour patterns could be identi-
fied based on two criteria. First, by looking for biological
mechanisms that are already known to produce repeated spa-
tial patterns, but which at present are not known to produce
any colour patterns. This probably includes many examples
of patterns that take advantage of pre-existing repeated struc-
tures. Second, by looking for biological mechanisms that pro-
duce colour patterns that are not repetitive and imagining how
they could produce repetitions as parsimoniously as possible.

(@) Tinkering with pre-existing patterns, a promising toolkit
for the evolution of repeated colour patterns

Because of the evolutionary simplicity of using pre-existing
repeated structures to generate colour patterns, it could be
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expected that pre-existing repeated structures are the source
of many unstudied examples of repeated colour patterns.
This includes the great diversity of mechanisms responsible
for metamerism in many eukaryotes (e.g. the silkworm body
plan, Fig. 9C).

(6) Structural colours and repeated patterning

Among the four ways used by animal and plant species to gen-
erate colours, namely pigment production, structural coloura-
tion, fluorescence (Iriel & Lagorio, 2010; Welch et al., 2012)
and bioluminescence (Haddock, Moline & Case, 2010;
Viviani, 2002; Weitz, 2004), pigment production and struc-
tural colouration account for the large majority of natural col-
our patterns. Structural colours are responsible for many
conspicuous types of colouration and iridescence (when colour
changes with the angle of view or the angle of illumination) in
almost every animal phylum (Berthier, 2007), as well as in
plants [flowers (Whitney et al, 2009), fruits (Vignolini
et al., 2012) and leaves (Thomas ¢ al., 2010)]. They are gener-
ally produced when light interacts with repeated, more-or-less
ordered nanostructures (Berthier, 2007). By taking advantage
of the periodicity of light at that scale and of the structures pro-
ducing these colours, it is possible, at least in theory, to gener-
ate periodic patterns at the macroscopic scale (millimetres or
centimetres) without relying on any tissue periodicity at the
macroscopic scale. As an example, a regular decrease or
increase of the crystal pitch along a tissue composed of pho-
tonic crystals (one of the structures producing structural col-
ours n vivo) could generate repeated macroscopic patterns,
typically stripes. Insects, with the tremendous diversity of struc-
tural colours exhibited on their cuticles, are a prime target for
searching for these kinds of mechanisms.

(¢) Mechanochemical induction of repeated colour patterns

So far, colour patterns generated by mechanical forces have only
been reported in Amanita muscaria (physical cracking). Neverthe-
less, mechanochemical patterning has recently been attracting
strong interest from researchers. According to these models,
self-organized mechanical patterns precede chemical and
molecular patterns. Many experiments and modelling demon-
strate their ability to generate patterns that are similar to those
produced by chemical systems, in particular periodic patterns
produced by Turing systems (Naganathan & Oates, 2017,
Brinkmann et al., 2018). They are therefore prime candidates
for the discovery of new colour patterning mechanisms.

V. CONCLUSIONS

(1) Eukaryotes present a remarkable diversity of repeated
colour patterns that are generally associated with cru-
cial biological functions. Based on a literature survey,
we classified the mechanisms responsible for their for-
mation into seven families, and discuss their relative

Biological Reviews 96 (2021) 16761693 © 2021 The Authors. Biological Reviews published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of Cambridge Philosophical Society.

82



1692

importance. Exploring the diversity of repeated colour
patterns in eukaryotes and understanding their under-
lying mechanisms are thriving research topics in evolu-
tionary and developmental biology.

(2) Relying on the ubiquitous and powerful Turing sys-
tems to explain repeated colour patterns should not
hinder the progress of research focusing on other types
of primary and secondary mechanisms. In addition, we
only know a fraction of the likely mechanisms underly-
ing the phenotypic diversity of repeated colour pat-
terns observed in nature, which should motivate a
broader investigation of eukaryotic diversity with
respect to colour patterning.

(3) We advocate the use of a classification system of the
mechanisms explaining the formation of repeated col-
our patterns. Providing a unified framework for the
way repeated colour patterns are discussed will help
promote dialogue between researchers with different
backgrounds (e.g. geneticists, developmental biolo-
gists, and evolutionary biologists) and will help to build
bridges between such disciplines.
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Chapitre 111

Discussion

Les roles des phénomenes cellulaires (microscopiques)
dans I’établissement de caractéristiques macroscopiques,
(1a taille et la forme du pétale), et leur implication dans les
liens entre forme et taille, révélés par I’étude menée sur le
pétale de Nigella damascena

Morphogenese et croissance sont liées par de nombreux processus cellulaires tels que la
prolifération et I’expansion cellulaire. Que nous révéle le pétale de la nigelle sur leurs roles
respectifs, et leurs régulations ?

Comme nous I’avons vu dans le chapitre I, les changements de forme et la croissance
de la partie dorsale du pétale de Nigella damascena se font grace aux mémes deux mécanismes
cellulaires : prolifération et expansion. Nous pouvons donc nous demander ce que cela implique
en termes de régulation. En particulier peut-on imaginer que les contrdles respectifs de la forme
et de la croissance puissent €tre indépendants, alors méme qu’ils reposent sur les mémes
processus ? Bien qu’une réponse absolue ne puisse €tre apportée a partir de notre étude, des
pistes intéressantes émergent de 1’analyse des distances entre points de repere (Figure 5 de
I’étude présentée au chapitre 1). Pour rappel, le but de cette partie était de faire le lien entre
certaines caractéristiques microscopiques (nombre de cellules, taille des cellules) et des
caractéristiques macroscopiques qui en découlent (forme du pétale). L’ensemble des distances
entre points de repere contenant la méme information de forme que la position desdits points
de repere, I’étude du nombre de cellules et de leur taille moyenne séparant deux points de repere
apporte donc des informations quant au processus préférentiel (division cellulaire ou expansion)
qui entraine les changements de forme. Tout d’abord, grace a la comparaison entre trois stades
(jeune, intermédiaire, mature), il a ét€ mis en évidence que dans les stades précoces (de jeune a
intermédiaire), qui sont ceux ou la forme change le plus, la contribution relative de la division

cellulaire est prépondérante par rapport a I’expansion cellulaire. En revanche, cette dernicre
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prend le pas ensuite (d’intermédiaire a mature), qui sont les stades ou la taille augmente
fortement mais ou la forme change peu. On pourrait imaginer qu’il aurait été difficile qu’il en
soit autrement a cause de la présence d’une phase de prolifération précoce, suivie d’une phase
d’expansion et qu’en somme ces résultats ne sont que le reflet de la phase dans lequel le pétale

se trouve.

Néanmoins, si ’on regarde les landmarks par paires, nous nous rendons compte que les
contributions relatives de la prolifération et de 1’expansion cellulaire sont tres différentes d’une
paire a I’autre. En particulier, quand nous classons les paires par ordre croissant d’augmentation
de la distance entre deux stades, nous observons que 1a ol la distance inter-landmarks augmente
le plus (c’est-a-dire les points a droite de la Figure 5 du chapitre 1), c’est la prolifération
cellulaire qui domine. Au contraire, la ou la distance inter-landmarks augmente pas ou peu entre
les deux stades (a gauche de la figure), la prolifération cellulaire est minime par rapport a
I’expansion. Il semblerait donc que la prolifération cellulaire soit le parametre qui controle
préférentiellement I’évolution différentielle des distances entre paires de points de repere. Or,
des changements relatifs dans les distances entre points de repere, c’est exactement la définition
d’un changement de forme, ce qui suggere fortement un rdle morphogénétique pour la
prolifération cellulaire, 1a ou I’expansion cellulaire serait plus homogene sur le tissu et ne

participerait que peu aux changements de forme.

Il serait tres intéressant a présent d’étendre cette étude au reste du pétale voire a d’autres organes
(pour rappel, le focus a été fait sur la partie dorsale de I’'urne du pétale, seul domaine permettant
a la fois une analyse cellulaire et morphométrique), a d’autres especes de nigelles mais
également au-dela, en particulier chez d’autres genres de Ranunculaceae. En particulier, a quel
point ce role morphogénétique de la prolifération se retrouve dans d’autres contextes ? Par
ailleurs, chez ces especes d’angiospermes ou la prolifération aurait un rdle morphogénétique,
est-ce qu’elle serait aussi a 1’origine des différences morphologiques entre especes ? Le

paragraphe suivant va poursuivre cette réflexion en s’intéressant a ce qui est connu sur la
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formation des éperons, apparus chez de nombreuses lignées d’ Angiospermes, y compris dans

la tribu sceur de celle qui regroupe les nigelles, les Delphinieae.

Les éperons des pétales des angiospermes : des convergences évolutives associées a la
diversité de leurs mécanismes de formation.

Si I'urne de Nigella damascena a une profondeur relativement faible, de nombreuses
especes d'Angiospermes présentent des éperons sur leurs pétales (Figure 17), y compris le
groupe frere des Nigelleae, les Delphinieae (pour la relation entre Delphinieae et Nigelleae,
voir : Zhai et al. 2019, Lehtonen, Christenhusz, and Falck 2016, Carrive et al. 2020, pour la
diversité des éperons chez les Delphinieae, voir : Zalko et al. 2021). Les éperons sont des
structures creuses et allongées, dont le fond ou le plancher est souvent nectarifere, contraignant
le pollinisateur qui souhaite prélever le nectar a s’approcher au plus pres des autres organes de
la fleur, en particulier les étamines, ce qui améliore la pollinisation. Ils font I’objet de

coévolutions spectaculaires (Whittall and Hodges 2007, Pauw et al. 2017).

Dans la partie dorsale du pétale de N. damascena, nous avons montré que la prolifération est
prépondérante par rapport a l'expansion cellulaire dans le processus morphogénétique de
formation de la poche nectarifere. Nous pourrions nous demander si c'est également le cas pour
la morphogenese des éperons. En particulier, chez les Delphinieae 1’éperon a une position
semblable a celle de I'urne a nectar des nigelles. L hypothese que ces deux structures soient
homologues, et donc héritées de I’ancétre commun aux Nigelleae et Delphinieae, est recevable.
Toujours chez les Ranunculaceae, des éperons sont également présents chez I’ancolie (Whittall
and Hodges 2007), alors que I’ancétre commun des Ranunculaceae n’en possede pas, ce qui
marque une convergence morphologique. De la méme maniere, 1’ancétre commun des
Angiospermes était dépourvu d'éperon nectarifere (Sauquet et al. 2017, Carrive et al. 2020) ce
qui implique que les éperons des Ranunculaceae et ceux des autres Angiospermes sont en partie
des homoplasies morphologiques, pouvant reposer sur des processus génétiques et

développementaux potentiellement tres différents.
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Figure 17 Multiples apparitions d'éperons au cours de l'évolution des Angiospermes. Source :
Ferndndez-Mazuecos and Glover (2017) The evo-devo of plant speciation. Nat Ecol Evol 1,

0110. https://doi.org/10.1038/s41559-017-0110.

La formation d’un éperon implique bien souvent i) une croissance du tissu existant et ii) un
changement de forme. Nous pourrions nous demander si, a I’instar de N. damascena ou les
changements de formes sont contr6lés par la division cellulaire, c’est aussi le cas pour la
formation des éperons chez les autres especes, ou au contraire si I’expansion a un rdle plus
important que chez la nigelle. En premiere approche, I'augmentation du nombre de divisions
cellulaires génere a priori moins de stress sur les cellules que 1'augmentation de leur taille. En
particulier, des contraintes mécaniques, ou une expression génétique limitante (limitation du
nombre d’alleles disponibles définis par la ploidie de I’organisme, vitesses de transcription et
traduction non infinies, Roddy et al. 2020, Kondorosi, Roudier, and Gendreau, 2000) pourraient
imposer une taille cellulaire maximale dans ces tissus, favorisant les divisions plutdt que

I’expansion cellulaire (Marguerat and Bihler 2012).
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Les éperons ont fait I’objet d’études chez de nombreuses especes végétales au cours de la
derniere décennie, et la dynamique cellulaire et les bases génétiques de leur développement ont
été largement étudiées (voir références ci-dessous), ce qui permet d’ores et déja d’explorer les
hypotheses émises précédemment (Figure 18). Cependant, il est a noter que ces études ne
séparent pas -au cours du développement (et entre especes) - ce qui releve purement d’un
changement de forme de ce qui releéve de la croissance, ce qui signifie que la comparaison avec
la nigelle est a effectuer avec prudence. De plus, la plupart de ces études comparent non pas des
stades développementaux chez une méme espece mais les stades adultes d’especes différentes,

ce dont il faudra tenir compte lors de la comparaison de ces études.

Chez une espece du genre Aquilegia L. qui appartient également aux Ranunculaceae, 1'éperon
se développe d'abord par divisions cellulaires anisotropes, conduisant a une croissance orientée
du futur éperon, mais ensuite I'expansion cellulaire prend le relais. C’est I’expansion qui est
responsable des 99% de des différences d’allongement de 1’éperon entre especes dans le genre
(Puzey et al. 2012, Yant et al. 2015, Ballerini et al. 2020). Le développement de 1'éperon chez
I'espece de Valerianaceae Centranthus ruber (L.) DC. quant a lui semble reposer d’abord sur
des divisions cellulaires pour atteindre 30% de sa taille finale, les 70% restants étant dus a une
expansion cellulaire orientée (Mack and Davis 2015). En revanche, chez Linaria Mill.
(Plantaginaceae), la division cellulaire a le role principal dans les différences d’allongement de
I'éperon entre especes du genre, alors que l'expansion cellulaire reste quantitativement

secondaire (Cullen, Fernandez-Mazuecos, and Glover 2018).
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Figure 18 Eperons nectariféres et contributions relatives de l'expansion et de la prolifération
cellulaires. Bien que pas entierement comparables a cause d’études intra et inter-spécifiques,
ces trois clades suggerent de grandes disparités des roles de I’expansion et la prolifération
cellulaire dans la formation des éperons et montrent des convergences morphologiques qui ne
s’appuient pas sur des convergences mécanistiques. En particulier, Aquilegia (en haut) et
Linaria (en bas) présentent des patrons totalement opposés (role prépondérant de I’expansion
cellulaire pour le premier, role prépondérant de I’expansion cellulaire pour le second). Adapté
de : The Angiosperm Phylogeny Group 2016, Puzey et al. 2012, Mack and Davis 2015 et Cullen,

Ferndndez-Mazuecos and Glover 2018.

Chez les Delphinieae, groupe frere des Nigelleae, les contributions relatives de 1'expansion
cellulaire et de la division cellulaire n'ont pas encore été étudiées et les deux scénarios restent
possibles : son voisinage phylogénétique avec Nigella damascena pourrait suggérer que la
division cellulaire est prépondérante mais les exemples d'autres Ranunculaceae comme

Aquilegia (tribu des Thalictroideae) pourrait suggérer le contraire. De plus, la formation d’un

90



éperon nectarifere ne met pas uniquement en jeu un changement de forme mais également une
augmentation de taille, ce qui rend difficile d’émettre une hypotheése a partir de Nigella

damascena.

Enfin, des contributions équilibrées de la division et de I'expansion cellulaires restent également
une possibilité et une étude similaire a celle présentée dans cet article permettrait de confirmer
I'une ou l'autre de ces possibilités et contribuerait a dresser un tableau d'ensemble de la
formation de ces structures apparues de nombreuses fois au cours de 1’évolution que sont les

éperons des pétales.

Retour sur les liens entre forme, taille et allométrie, avec les éclairages de I’étude du pétale
de Nigella damascena. Les changements de forme sont-ils toujours des allométries (c’est-a-
dire issus d’une croissance différentielle) ?

L’étude au chapitre 1 des changements de forme du pétale de Nigella damascena au
cours de son développement a montré que ceux-ci reposaient sur deux mécanismes : la division
cellulaire de maniere préférentielle mais aussi I’expansion cellulaire (augmentation de taille).
Ces deux mécanismes sont également pourvoyeurs de croissance du pétale, car les divisions
cellulaires sont accompagnées de croissance : les deux cellules filles ont 2 minima la taille de
leur cellule-mere. L’ étude des distances entre landmarks au cours du développement n’a dévoilé
que des augmentations de distance ou éventuellement une stagnation, mais jamais de régression.
Chez le pétale de nigelle (plus précisément la partie dorsale de 1’urne, qui a fait ’objet des
études cellulaires), le changement de forme peut donc toujours €tre considéré comme une
croissance différentielle. Cette non-uniformité de la croissance se répercute sur le contour du
tissu, et donc sur la position des landmarks qui pour rappel constituent le proxy de la forme
dans cette étude. Notons que cartographier la croissance différentielle est impossible a partir de
la séquence de clichés qui a été utilisée pour ce travail, et qu’une étude en temps réel ou un

marquage des cellules avec suivi des lignées serait nécessaire (voir Rolland-Lagan, Bangham,

91



and Coen 2003). Si systématiquement des augmentations de distances entre landmarks sont
observées, il n’est pas non plus possible d’infirmer la présence de mécanismes qui puissent
réduire les distances a I’échelle cellulaire, comme la mort cellulaire (apoptose) ou le
réarrangement entre cellules. Néanmoins si ceux-ci existent, ils sont compensés par les
mécanismes de croissance susnommés et en deviennent de fait indétectables. Leur présence est
cependant hautement improbable, car ces mécanismes sont rares voir quasi-absents chez les
plantes, en particulier dans le tissu épidermique. En effet, la mort cellulaire programmée chez
les plantes est cantonnée a des tissus et des éveénements particuliers comme la formation du
xyleme, la maturation des graines, la sénescence des feuilles et plusieurs processus de
reproduction des plantes (Dickman et al. 2017). Quand bien méme elle aurait lieu dans
I’épiderme en développement, 1’effet d’une apoptose n’est pas évident a prédire, le réseau des
parois cellulaires constituant un obstacle a un éventuel réarrangement des cellules voisines et
in fine a une modification de la forme. La présence de réarrangements cellulaires, pour la méme
raison, est improbable dans 1’épiderme en développement et a probablement un rdle négligeable
dans la morphogenese du pétale de nigelle.

Chez les métazoaires, en revanche, les migrations cellulaires, les réarrangements topologiques
(c’est-a-dire des contacts entre cellules) ainsi que I’apoptose ont des roles prépondérants dans
la morphogenese des organismes (Gibson and Gibson 2009, Guillot and Lecuit 2013, Figure

19).
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Figure 19 Changements de forme sans croissance par réarrangements topologiques des

cellules. Source : Guillot and Lecuit 2013.

Il en découle une plus grande indépendance possible entre morphogenese et croissance, comme
par exemple les systemes de Turing qui peuvent créer de la forme a taille constante (Kondo

2017). Néanmoins, de nombreux processus créateurs de forme restent fortement liés a la

croissance. Ils seront évoqués et discutés dans le prochain paragraphe.
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Entre indépendance et génération de I’une par ’autre,
différentes nuances de relations entre forme et croissance

Est-il possible de déterminer les liens entre controle de la taille et de la forme a partir de
leur covariation ? L’exemple de Nigella damascena

On observe de nombreux cas de plasticité phénotypique chez les Angiospermes, aussi
bien concernant le nombre et 1’organisation des organes (tiges secondaires, feuilles, fleurs) que
leur taille et leur forme (Sultan 2000). Cette plasticité phénotypique peut s’exprimer en réponse
a une pression biotique, par exemple chez le houx (/lex aquifolium L.), ou plus les feuilles sont
situées proche du sol (et donc soumises a I’herbivorie), plus elles présentent des piquants sur
leurs marges (Herrera and Bazaga 2013). Les cas de plasticité phénotypique des Angiospermes
sont également pour beaucoup des réponses aux conditions abiotiques (présence de lumiere,
d’eau, type de sol), ce qui entraine pour de nombreuses especes un développement post-
embryonnaire tres influencé par les conditions environnantes (Palacio-Lopez et al. 2015). Tous
les organes n’expriment pas de plasticité phénotypique a un niveau équivalent et chez les fleurs
en particulier, les pressions évolutives ont tendance au contraire a contraindre fortement leur
taille et leur forme (Krizek and Anderson 2013, Czesnick and Lenhard 2015). Les pressions de
pollinisation et les complémentarités (et spécificités) entre pollinisateurs et fleurs sont en
grande partie responsables de ces contraintes sur la morphologie florale, au sens large, c’est-a-
dire forme et taille incluses (Gémez et al. 2008). Dans I’étude sur le pétale de N. damascena, il
a été constaté que ces contraintes sur la forme et la taille ne s’appliquent pas qu’a leurs valeurs
finales (a la maturité du pétale) puisque les graphes représentant le proxy de la forme vs la taille
montrent que les pétales suivent des trajectoires de développement tres claires (Figures 2 et 3
du chapitre 1). Autrement dit, a un intervalle réduit de forme correspond un intervalle réduit de
taille et inversement (en termes mathématiques, leur distribution approche une bijection). Pour
autant, il est impossible de conclure de cette relation taille/forme chez le pétale de N. damascena

un quelconque contrdle d’un facteur par I’autre. Taille et forme pourraient simplement dépendre
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d’un troisieme facteur (par exemple le temps développemental ou le rythme de division
cellulaire) qui entrainerait cette corrélation qui n’est pas causalité. Les conditions controlées
(température, substrat) du développement des nigelles de Damas dont les boutons floraux ont
servi a cette étude ajoutent des contraintes et empéchent peut-&tre une plasticité cachée de
s’exprimer. Pour poursuivre I’étude du lien entre taille et forme du pétale en développement
chez N. damascena, il pourrait étre intéressant d’essayer d’élargir 1’espace morphogénétique
disponible en recherchant des variétés ou des mutants portant des traits de taille ou de forme
différents par rapport a notre échantillonnage d’étude. L’élargissement a d’autres especes
proches, notamment celles du genre Nigella (a I'instar de 1’étude réalisé par Yao et al. 2019),
permettrait d’utiliser la biodiversité naturelle pour étendre I’espace morphogénétique. Par
ailleurs, une modification des conditions abiotiques du développement (eau, nutriments,
lumiere) pourrait peut-étre permettre d’obtenir des phénotypes légerement différents et de
regarder ou ils se placent dans le graphe forme/taille des pétales. En particulier, est-ce que ces
individus se placent sur le méme chemin développemental que celui mis en évidence dans notre
étude, ou d’autres chemins sont-ils possibles ? Par exemple, si une variété présente des pétales
matures sensiblement plus petits que ceux de notre échantillonnage, est-ce que leur forme est
également de type plus « jeune », ou est-ce qu’ils possedent la méme forme finale que le groupe
controle ? La premiere possibilité plaiderait pour un controle en partie indépendant des
caracteres de forme et de taille, quand la seconde plaiderait pour un contréle conjoint.

Si cette relation resserrée entre taille et forme est de plus le résultat du contréle de I'une par
I’autre, cela fait apparaitre des voies potentielles de régulation et de variation d’un parametre,
notamment génétiques. Cela a été mis en évidence chez les oiseaux avec I’exemple des fameux
pinsons de Darwin, ou les valeurs et la dynamique du taux de croissance du bec en

développement déterminent la forme finale du bec (Mallarino et al. 2012 et Figure 20).
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Déformation, réarrangement et apparition de motifs non-canoniques : les trois effets de la
croissance sur les motifs de couleurs périodiques produits par les systemes de Turing

Si I’on regarde attentivement les rayures du zebre, mais aussi du juvénile de 1I’émeu
(Dromaius novaehollandiae), on se rend compte que leur épaisseur differe selon la région du
corps a laquelle on s’intéresse : elles sont par exemple bien plus larges sur le dos et les cuisses
que sur la té€te ou les parties distales des membres. Cela est corrélé avec les zones d’expansion
maximale du corps durant le développement, qui est allométrique (Nagai et al. 2011). Pour de
nombreux animaux, y compris I’humain, la taille relative des parties du corps évolue au cours
du développement embryonnaire, mais aussi post-embryonnaire (German and Meyers 1989).
Chez le nouveau-né humain, la téte fait le quart de la longueur du corps en moyenne, contre 1/8
environ chez I’adulte. Elle a tendance a grandir moins que le reste du corps, et constitue donc
une allométrie (Aiello 1992). Le patron de couleur des zebres ou de I’émeu se met en place
durant le développement embryonnaire, et un mécanisme de type Turing (parfois appelé
réaction/diffusion mais qui a été généralisé depuis (Kondo 2017)) en est sans doute a I’origine
(Kondo and Miura 2010), comme pour les rayures du poisson-zebre (Danio rerio, Kondo and
Asai 1995) ou les points de la corolle des fleurs du genre Mimulus (Ding et al. 2020). Une
particularité des systemes de Turing est de mettre en place des patrons de couleur périodiques,
c’est a dire avec une répartition réguliere des motifs (bandes, points ou motifs plus complexes
Kondo and Miura 2010). Chez le zebre et I’émeu, I’ allométrie rompt donc cette périodicité en
déformant plus ou moins les tissus. Néanmoins on trouve chez d’autres especes des patrons de
Turing dont la périodicité ne semble jamais affectée, ni méme la longueur d’onde du pattern,
c’est-a-dire la distance entre deux motifs voisins, comme chez de nombreuses especes de
poissons tel que le poisson-ange empereur (Pomacanthus imperator), quand bien méme
I’épiderme qui porte le patron rayé subit une croissance non homogene lors du développement
(Kondo and Asai 1995). Ce qui explique cette différence est 1’activité ou non du systeme qui
met en place le patron de couleur. Chez le zebre et I’émeu, ce systeme apparait éteint, au moins

depuis la naissance de I'individu, le patron subit donc les déformations du tissu qui le porte.
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Bien que les raisons ne soient pas bien connues, chez ces especes le systeme de Turing cesse
donc de fonctionner 2 un moment du développement. Au contraire, chez Pomacanthus
imperator ainsi que chez de nombreuses autres especes de poissons (osteichthyens mais aussi
chondrichtyens), mais aussi chez certains mammiferes comme le 1éopard (Liu, Liaw, and Maini
2006), le systeme de Turing produisant le patron périodique reste actif tres longtemps, y compris
pendant les phases tardives du développement post-embryonnaire ou la croissance continue
d’opérer. La croissance déséquilibre le systtme en augmentant la distance entre les motifs,
celui-ci répond - par exemple - en ajoutant de nouveaux motifs pour retrouver un état
d’équilibre (des bandes chez Pomacanthus imperator). Néanmoins, il y a 1a deux cinétiques qui
entrent en interaction, celle de la croissance d’une part qui peut étre exponentielle, et celle du
systeme de Turing qui a priori reste constante. Si le taux de croissance est trop important pour
que le systeme puisse répondre, d’autres phénomenes peuvent apparaitre et ajouter de la
diversité a la famille des patrons de couleurs périodiques, en 1’occurrence, des motifs non-
canoniques. Par opposition aux patrons de Turing canoniques que sont les points, bandes,
labyrinthes, voire les patrons imbriqués (a deux longueurs d’ondes (Kondo 2017)), les motifs
non-canoniques ne peuvent s’expliquer qu’en ajoutant un ingrédient au modele, la croissance
du tissu en surface étant le plus biologiquement plausible chez la plupart des organismes étudiés.
Ainsi, les points du l1éopard juvénile subissent une forte croissance dans le dos et les cuisses, ce
qui entraine leur expansion sans que le systeéme ne puisse ajouter des points, pour redonner un
patron similaire au juvénile, au nombre de motifs pres. Ces points devenus de larges taches
constituent une condition initiale a partir de laquelle le syst¢tme de Turing va continuer de
travailler, et qui vont laisser une empreinte dans le patron final. Le réarrangement de ces taches
les transforme en ocelles, qui sont en quelques sortes des taches dont le centre a disparu, et dont
les bordures semblent se séparer en plusieurs amas, qui eux respectent la longueur d’onde
d’équilibre du systeme (De Gomensoro Malheiros, Fensterseifer, and Walter 2020). Ces ocelles,
motifs non-canoniques, se retrouvent chez de trés nombreuses especes (parmi lesquelles le

crabe Ovalipes ocellatus (Herbst, 1799) ou I’orchidée Phalaenopsis hieroglyphica (Rchb. f.)

97



H.R. Sweet) réparties dans de nombreuses branches de I’arbre phylogénétique des Eucaryotes,
ce qui souligne I'importance de la croissance dans la formation des patrons de couleurs de
Turing. Nous venons de voir comment la croissance peut influencer la morphogenese de patrons
de couleurs, mais il nous faut noter que les patrons de couleurs étudiés peuvent exister sans
croissance. Les deux prochains paragraphes s’intéressent au contraire a deux familles
particulieres de mécanismes (parmi les sept recensées dans I’article de revue) dont la formation
est intimement liée a la croissance puisque cette derniere est nécessaire voire a 1’origine du
patron : les « printing patterns » des coquilles des mollusques et les « physical cracking

patterns » des Amanitaceae.

Les « printing patterns » des tests des mollusques, ou la croissance transforme un pattern
spatio-temporel (1D/1D) en un pattern spatial 2D.

De nombreux mollusques gastéropodes et bivalves produisent un ou deux tests (la
coquille ou les valves), en général composés d’une combinaison de protéines, de
polysaccharides et de carbonate de calcium. Chez de trés nombreuses especes, ils peuvent étre
ornés d’une grande diversité de motifs et de couleurs : rayures, points, mais aussi des
géométries moins courantes dans le vivant tels que des triangles imbriqués a la maniere de
fractales (voir Figure 14). Contrairement aux exemples précédents ou la croissance joue le role
de modificateur plus que de générateur de patrons de couleur, ces coquilles sont produites par
la bordure du manteau de I’individu au cours de sa croissance. A un instant donné, la partie
sécrétrice du manteau est dans un état de coloration particulier et dépose une couche de
biomatériau et de pigments et tel un mécanisme d’impression, 1’ajout de couches successives
fabrique peu a peu une coquille dont la coloration se fait sur une surface en deux dimensions,
plus ou moins repliée dans I’espace (Budd et al. 2014). De plus, I’ état de coloration du manteau
évolue avec le temps, ce qui augmente la complexité possible du patron final de coloration. Il
y a donc interaction entre un mécanisme unidimensionnel spatial (1’état du manteau a un instant

t) et un mécanisme temporel (la variation de 1’état de coloration du manteau au cours du temps)
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qui donne in fine un pattern bidimensionnel spatial grace a la croissance. Cette derniere est donc
ici un moteur permettant de transformer un signal 1D temporel-1D spatial en signal 2D spatial,
le patron de coloration. De nombreux autres exemples de génération de formes au cours d’un
phénomene de croissance existent dans la nature, dont un des plus étudiés est la production des
feuilles au niveau d’un méristeme caulinaire pendant la croissance de I’axe de la tige. Le rythme
de croissance de la tige par rapport a la vitesse de formation des primordia foliaires
(plastochrone) déterminera 1’espacement final entre feuilles et a donc un impact fort sur
I’architecture végétative de la plante et ceci est illustré par de nombreux mutants de croissance
qui présentent une architecture modifiée (Kunita et al. 2021). Par ailleurs le taux de croissance
peut étre une cible de la sélection et étre a 1’origine de diversité phénotypique entre especes
(Mallarino et al. 2012). La variation du taux de croissance joue le méme réle morphogénétique
dans la formation des becs des pinsons et est a 1’origine de la diversité de formes de becs chez

ces oiseaux (voir paragraphe précédent).

Nous avons vu que la croissance, en interaction avec d’autres phénomenes, peut étre au coeur
de la génération de formes dans la nature. Le paragraphe suivant clora cette partie consacrée
aux liens entre morphogenese et croissance, en évoquant un dernier exemple du rdle
morphogénétique que peut avoir la croissance, en l’occurrence les « physical cracking

patterns ».

Quand la croissance crée la forme, I’exemple des « physical cracking patterns » de
I’amanite tue-mouches (Amanita muscaria) ef de la peau des crocodiles et des éléphants.
De tous les liens entre croissance et forme évoqués dans cette partie, les « physical
cracking patterns » sont peut-étre ceux ou le role de la croissance est le plus prépondérant.
Contrairement aux écailles du corps des individus, les écailles de la téte de certains crocodiles
ne sont pas identiques d’un individu a I’autre mais constituent autant d’unités aléatoires, de

forme polygonale (Milinkovitch et al. 2013). Il en va de méme pour les craquelures
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micrométriques de la peau d’éléphant (Martins et al. 2018 et Figure 4 du Chapitre 2), et enfin
des craquelures du chapeau de certains champignons de la famille des Amanitaceae, dont
I’amanite tue-mouches avec son patron rouge et blanc est peut-€tre I’exemple le plus frappant
(Yangt and Oberwinklerr, 1999 et Figure 4 du Chapitre 2). Le point commun entre ces trois
exemples est le développement d’un tissu (le manteau universel pour les Amanitaceae,
I’épiderme tres kératinisé€ pour les crocodiles et éléphants) sous la contrainte i) d’une croissance
et ii) de stress mécaniques inhérents au tissu. A partir d’un point de rupture, le tissu commence
a se craqueler, formant préférentiellement des hexagones ou d’autres polygones, semblables
aux motifs d’argile apres assechement (fentes de dessiccation, Wei, Gao, and Liu 2020 et Figure
4 du chapitre 2). Les unités répétées et les fissures les séparant permettront respectivement i)
de générer un signal aposématique grace au contraste entre la couleur blanche du manteau et la
couleur du tissu sous-jacent (rouge pour Amanita muscaria) avertissant d’éventuels
consommateurs de la toxicité du champignon (Michelot and Melendez-Howell 2003), ii) de
générer une mosaique d’écailles sur la peau de la téte permettant une protection mécanique
optimale (Milinkovitch et al. 2013) et iii) de générer un tissu permettant d’améliorer la
régulation thermique en retenant I’eau et la protection contre les parasites et le soleil en retenant
la boue (Martins et al. 2018). Ici ce sont donc des interactions entre croissance et stress
mécaniques qui permettent de générer des patrons complexes, auto-organisés, et permettant

d’assurer des fonctions biologiques tres diverses (Figure 20).
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Implication croissante de la croissance dans le phénotype final

La croissance

Des variations temporelles disrupte les

de la vitesse de croissance systemes de
génére des morphologies Turing et génére
de bec variées des motifs non-

canonigues

La croissance
transforme La croissance genére
un patron des stress mécaniques,
spatiotemporel induisant des craquelures
en patron spatial

\fi

i\ A4

i

or

Figure 20 Une diversité d’implication de la croissance dans la morphogenése. De gauche a
droite : morphogenese de becs de pinsons par variation de la vitesse de croissance (Phylogénie
et morphologie adaptées de : Mallarino et al. 2012), motifs non-canoniques de Turing,
« printing patterns » des mollusques, et « physical cracking pattern » des Amanitaceae et des

crocodiles.
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Quelles explications évolutives et/ou mécanistiques aux
liens entre forme et croissance ? Eclairage de I’étude du
pétale de Nigella damascena et des patrons de couleur
répétés

La relation allométrique de nature potentiellement exponentielle entre forme et taille au
cours du développement de Nigella damascena et les contributions cellulaires sont-elles des
indices sur une relative indépendance entre ces deux processus ?

Bien que I’étude de morphométrie géométrique couplée a des analyses cellulaires ne
permette pas de conclure formellement sur la facon dont taille et forme sont interdépendantes
au cours du développement, I’existence d’une relation d’allométrie les reliant pourrait suggérer
dans un premier temps une forte interdépendance. Néanmoins, corrélation n’est pas causalité et

plusieurs arguments permettent de suggérer le contraire.

Tout d’abord, la nature exponentielle liant leurs dynamiques — bien que restant a confirmer —
est peut-Etre le simple reflet d’un lien a un troisieme processus (comme évoqué plus haut), en
I’occurrence le temps développemental, sans que taille et forme soient pour autant liées entre
elles. En effet, I’étude a montré que la taille moyenne des cellules était constante pour la
premiere partie du développement, si nous faisons I’hypothese plausible que le taux de division
cellulaire est constant pendant cette durée, alors 1’évolution de la surface du pétale est
exponentielle par rapport au temps développemental. De la méme maniere, si nous faisons
I’hypothese que les processus morphogénétiques agissent a un taux constant au cours du
développement, la dynamique de la forme est proportionnelle au temps développemental. Un
tel double lien avec le temps développemental entrainerait un lien apparent (et exponentiel)

entre forme et taille, alors méme que ces deux processus sont indépendants mécanistiquement.

Un deuxieme indice provenant de 1’étude des caractéristiques cellulaires permet d’aller dans ce
sens. Le calcul des contributions relatives de I’expansion cellulaire et de la prolifération

cellulaire a montré qu’elles avaient des roles completement différenciés. La ou la prolifération
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contribue de maniere prépondérante a la croissance différenciée entre paires de landmarks,
autrement dit a la morphogenese, I’expansion y joue un réle minime. Au contraire, dans la
deuxieme partie du développement, cette dernicre prend le dessus sur la prolifération et entraine
une forte croissance du pétale sans changement de forme marquant. Ces roles différents pour
ces deux processus suggerent des voies différentes de contrdle, et a nouveau une relative

indépendance entre forme et croissance.

Enfin, I’élargissement de I’étude a d’autres especes du genre Nigella, telles que présentées dans
I’article de Yao et al. 2019, montre des morphologies différentes entre espéces du méme genre,
alors méme que la taille du pétale (plus précisément la longueur de sa levre inférieure) semble
conservée d’une espece a I’autre. Cette facilité de I’évolution a entrainer des changements de
forme sans changement de taille suggere a nouveau une relative indépendance entre ces deux

caracteres chez la nigelle.

La croissance comme moteur indispensable dans la formation des « printing patterns » et
des « physical cracking patterns », raison triviale du lien entre morphogenése et
croissance ?

Pour ces exemples, les liens mécanistiques entre morphogenese et croissance sont si
forts (la croissance étant le moteur de la forme) qu’il apparait logique qu’ils soient dépendants
évolutivement. Les patrons de couleur des mollusques gastéropodes et bivalves ayant des
fonctions biologiques démontrées (notamment d’aposématisme (Raskin 2021) a I'instar des
motifs craquelés des Amanitaceae) et de ce fait ayant de grandes chances d’étre sous pression

de sélection, forme et croissance semblent donc liées évolutivement chez ces especes.

Pour la croissance comme modificateur de patron de coloration, il n’est en revanche pas

possible d’établir le méme constat, et une troisieme voie semble probable.
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La croissance comme modificateur de pattern et responsable de la formation de motifs non
canoniques : un lien mécanistique avéré mais un simple sous-produit de pressions
sélectives sur la morphologie externe des organismes ?

Au contraire du pétale de N. damascena et comme pour les deux familles de patrons de
coloration évoqués dans la section précédente, le lien mécanistique entre croissance et forme
est démontré quand elle joue le role de modificateur de patron (De Gomensoro Malheiros,
Fensterseifer, and Walter 2020). Néanmoins, la question de savoir si ces patrons de couleurs
modifiés ont été sélectionnés au cours de 1’évolution et ont entrainé des variations de la
croissance est une question légitime. En effet, chez les organismes présentant des patrons
déformés par la croissance, et éventuellement des motifs non-canoniques, la croissance du tissu
épidermique est avant tout une accommodation a la morphologie sous-jacente de 1’organisme
(par exemple musculaire et squelettique chez le zebre). Il est raisonnable d’estimer que les
allométries caractérisant le développement de ces animaux permettent avant tout la création
d’une morphologie adaptée, et que les effets sur le patron de coloration sont plutét un sous-
produit de ces allométries, plutdt que I'inverse. Cela semble donc entrainer trop de contraintes
évolutives sur la croissance pour que des variations dans celle-ci puissent étre sélectionnées
pour des effets sur les patrons de coloration. Cela ne veut pas dire pour autant que les motifs
canoniques ne puissent €tre soumis a la sélection, mais que vraisemblablement cela agit sur
d’autres voies moins contraintes évolutivement que la croissance (par exemple le stade de
développement ou le systeme de Turing se met en place, ses caractéristiques et sa durée
qui peuvent tout autant agir sur la présence ou non de motifs non canoniques, Kondo and

Miura 2010).

L’examen succinct des liens entre forme et croissance a partir d’un nombre réduit d’exemples

ainsi que des hypotheses sur les raisons évolutives de la présence de ces liens ont montré a

nouveau de grandes disparités selon les exemples. Cela suggere a nouveau que les liens entre
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forme et croissance au cours du développement sont d’une grande diversité et qu’aucune regle

générale ne peut Etre établie.

Chapitre 4

Retours sur les principaux apports des études,
Perspectives et Conclusion générale

Le projet de cette these était d’explorer deux thématiques morphogénétiques qui peuvent

paraitre ¢€loignées (la morphogenese du pétale élaboré de Nigella damascena et la

morphogenese des patrons de couleur répétés chez les Eucaryotes), mais qui ont permis

d’illustrer des facettes variées et complémentaires de 1’axe transversal suivant : les relations

entre forme et croissance au cours du développement, dont nous allons a présent synthétiser les

apports.

Retour sur les principaux apports de ’étude du pétale de Nigella damascena

Concernant ce travail présenté dans le chapitre 1, ses principaux apports sont les suivants :

L’analyse de morphométrie géométrique mise en regard avec la dynamique de taille du
pétale de N. damascena au cours de son développement a montré que les dynamiques
de forme et de taille étaient liés par une relation d’allométrie. De plus, la relation entre
forme et taille semble suivre une loi exponentielle: la taille augmente
exponentiellement plus vite que la forme ne change durant le développement.

L’analyse des cartes cellulaires dans la partie dorsale du pétale a montré qu’a I’instar de
nombreux exemples chez les végétaux, le développement du pétale suivait deux phases
(Rymen et al. 2010) : une premiere marquée par les divisions cellulaires et une seconde
par I’expansion cellulaire. Cependant, cette analyse a également mis en évidence des

disparités au sein de différentes populations cellulaires réparties en domaines, dont les
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dynamiques d’expansion et d’allongement cellulaire sont variées au cours du
développement.

Enfin, I’étude des distances entre paires de landmarks et les analyses cellulaires
associées a permis de quantifier les roles respectifs de la prolifération et de I’expansion
et a mis en évidence un fort role morphogénétique de la prolifération cellulaire localisée,
suggérant qu’elle est le mécanisme privilégié par les signaux morphogénétiques qui

régulent la forme du pétale au cours de son développement.

Retour sur les principaux apports de ’étude des patrons de couleurs répétés des Eucaryotes

Concernant ce travail présenté dans le chapitre 2, les principales conclusions de I’ article de

revue sont les suivantes :

Les patrons de couleur répétés des Eucaryotes peuvent €tre assignés a sept familles
fondamentales de mécanismes. Certaines familles de mécanismes se rencontrent dans
des groupes taxonomiques tres €loignés sur le plan phylogénétique, et sont la marque
de nombreuses convergences évolutives. En synergie avec ces mécanismes primaires,
des modificateurs de patrons (pattern modifiers) agissent sur les couleurs et la géométrie

des patrons de couleurs, participant a leur grande diversité phénotypique.

Au-dela des sept familles proposées dans la classification, d’autres familles de mécanismes non

encore découvertes existent vraisemblablement dans la nature, et des pistes ont été proposées

pour en découvrir de nouvelles.

Perspectives

Perspectives soulevées par I’étude du pétale de nigelle de Damas

L’étude développementale du pétale de N. damascena a permis de mettre en évidence

un lien entre forme et taille, formalisé par une loi exponentielle. Cependant, 1’origine de cette

relation exponentielle ne pourra étre totalement dévoilée que par un suivi en temps réel du
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pétale au cours de son développement. En particulier, le suivi des divisions cellulaires (en temps
réel ou via des études de marquage de divisions cellulaires, par exemple par hybridation in situ
de I’histone H4 (Just et al. 2017)) pourra permettre de valider ou d’invalider les différentes
hypotheses émises dans la discussion de notre article. Par ailleurs, une étude en temps réel, dont
la faisabilité technique reste a vérifier, permettrait de poser un cadre temporel a ces deux
dynamiques (forme et taille), ce qui n’était pas possible dans les conditions de cette étude.

La morphométrie géométrique en deux dimensions, plus aisée a mettre en ceuvre que son
équivalent en trois dimensions, et possédant des qualités intrinseques (évoquées dans
I’introduction) a été permise par la présence de structures planes sur le pétale, que ce soit
biologiquement (la levre inférieure et la levre supérieure) ou induites expérimentalement (par
coupe sagittale). La multiplication des vues choisies pour 1’étude (dorsale, ventrale, médiale,
latérale) a permis d’explorer une partie importante de I’information morphologique du pétale
de N. damascena, qui est une structure élaborée en trois dimensions. Néanmoins, seule une
étude de morphométrie géométrique en trois dimensions pourra permettre d’accéder a certaines
caractéristiques morphologiques du pétale, pour certaines non étudiables en deux dimensions
car non planes. Le pétale posseéde en effet des courbures et des repliements lui permettant
d’acquérir sa forme mature et donc sa fonction d’urne a nectar. Si les divisions et I’expansion
cellulaire sont les deux principaux processus générant de la forme dans des structures en deux
dimensions, d’autres processus comme le contrdle de la rigidité des parois agissent en
coopération avec ces deux premiers pour générer de la courbure dans les tissus. Celle-ci a
stirement un rdéle proéminent dans la forme 3D du pétale de nigelle, qu’il n’a pas ou peu été
possible d’étudier dans cet article.

Enfin, notre étude basée sur des clichés de microscopie électronique a balayage permet de
visualiser les frontieres cellulaires de la surface des tissus, mais la taille et la forme réelle des
cellules, dans leur volume, (ainsi que celle des cellules n’affleurant pas a la surface) ne sont pas

accessibles via cette technique. Une étude complémentaire par exemple par CT-scan permettrait
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de compléter le suivi des caractéristiques cellulaires au cours du développement, tout en servant

de base a I’étude de morphométrie géométrique en trois dimensions évoquée plus haut.

Perspectives soulevées par I’étude des patrons de coloration répétés des Eucaryotes

La classification en sept familles de mécanismes ainsi que la discussion menée dans ce
manuscrit de theése ont souligné I’importance de la croissance dans la formation et/ou la
modification des patrons de couleurs répétés. En particulier, les systemes de Turing semblent
tres sensibles a la croissance du tissu et cette derniere semble influencer de nombreuses
caractéristiques des patterns de Turing naturels. Une étude mélant modélisation, morphométrie
couplée a un inventaire systématique des especes concernées permettrait de dresser un tableau
plus large de I’impact de la croissance dans les patrons de Turing. Nous proposons ci-dessous
un protocole possible qui permettrait une caractérisation plus exhaustive de I’importance de la
croissance dans les patrons de couleurs répétés, notamment les patrons de Turing (points 1 a 3).
Nous proposons aussi d’utiliser la croissance comme un outil permettant d’accéder a des
caractéristiques du patron difficilement accessibles (point 4), le moment de la mise en place

initiale du systeme de Turing, et la longueur d’onde initiale du patron de coloration.

Proposition de protocole visant a évaluer I’importance de la croissance sur la diversité des
patrons de coloration périodiques des Eucaryotes (Figure 21)

1. Classification des patrons de croissance (Figure 21.A) et représentation sur la phylo-
génie des Eucaryotes a partir de détections par Deep Learning (données et algo-
rithme rendus ensuite accessibles sur le net)

2. Simulation et modeles de formation des patrons de croissance (Figure 21.B)

3. Tests de la compatibilité avec modeles biologiques a partir de mesures sur spéci-
mens de collections et base de données de photographies de spécimens vivants et

analyses de morphométrie géométrique
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4. Les patrons de croissance comme outils pour accéder a des informations cruciales (Fi-
gure 21.C). Utilisation de 1a morphométrie géométrique et de I’allométrie pour dé-
terminer

e i) le moment de la mise en place du patron initial (donnée manquante pour
beaucoup d’especes car elle a souvent lieu pendant le développement em-
bryonnaire et avant la production des couleurs) et son corollaire :

o i) le calcul de la longueur d’onde du patron lors de sa formation, en vue d’une

comparaison entre especes.

A) Classification et détection des patrons de colorations

Standard patterns Non-canonical patterns
B) a)
L3

NP : Non-Periodic pattern

Rappel des familles de patterns : Growth, Dot-and-Line
pattern

RS : Repeated Structure-based
pattern

Dots and
networks

: Growth, Intermediary (colour
and/or form) ~
pattern

Stripes.

NC : Periodic Non-Colour pattern  CTC : Classic Turing Color pattern

GNC : Growth Non-Canonical motif
= 4
ﬁ?

‘util

)

Mix patterns

C) La croissance comme

v

Size head/size body

Y

&

. =
o © O
<& OT <& <& L1

Predicted time

A . Stage of the embryo at the
of pattern formation

measurement

Figure 21 : Proposition de protocole visant a évaluer I’importance de la croissance sur la

diversité des patrons de coloration périodiques des Eucaryotes.

Si le protocole que nous venons de présenter permettrait de balayer a large échelle taxonomique

I’importance de la croissance chez les patrons de coloration périodiques des Eucaryotes, une
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étude complémentaire et fonctionnelle chez une espece clé permettrait de mettre en évidence
les processus par lesquels la croissance agit sur les patrons, a I’échelle cellulaire, tissulaire et
de I’organe. En I’occurrence, nous proposons ci-dessous un exemple de protocole (Figure 22),

sur la seule espece d’angiosperme qui posseéde, a notre connaissance, des motifs non-

canoniques.

Proposition de protocole pour I’étude fonctionnelle de effet de la croissance sur la

formation de motifs de Turing non canoniques

Formation du patron de couleur de Phalaenopsis hieroglyphica ((Rchb. f.) H.R. Sweet),
seule Angiosperme connue a présenter un patron de couleur dit "de croissance" ?

amboinensis
x equestris

Ersachy’s Plastic Yellow

-

Fleur de Phalaenopsis hieroglyphica

Hybrides primaires de Phalaenopsis hieroglyphica

Quelles sont les particularités du développement de la fleur de P. hieroglyphica
qui entrainent la formation d'ocelles, motifs non-canoniques, sur ses pétales ?

Etude sur Phalaenopsis hieroglyphica, un échantillon d'espéces du genre Phalaenopsis
et des hybrides primaires:

- Description cellulaire et tissulaire de la coloration des pétales

- Séquence de développement au microscope électronique a balayage

- Cartes cellulaires et calcul des dynamiques de division cellulaire et d'expansion
- Marquage du tissu et détermination des taux de croissance locaux

- Analyse de morphomeétrie classique et géométrique

- Estimation du moment de mise en place du patron de coloration

- Modélisation du développement du patron de coloration

- Perturbation de la croissance par stress hydrique, mécanique, ou nutritif.

- Perturbation locale de la mise en place du patron par incision du tissu

Figure 22 Proposition de protocole pour I’étude fonctionnelle de Deffet de la croissance sur
la formation de motifs de Turing non canoniques. Source des images :
(https://eol.org/pages/1135560/media, http://bernard.lagrelle.pagesperso-
orange.fr/Hieroglyphica/Hieroglyphica.html)
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Proposition de protocole pour I’étude fonctionnelle de la formation des physical cracking
patterns des Amanitaceae

Par ailleurs, contrairement aux patrons de Turing que nous venons d’évoquer, certaines
des familles parmi les sept ont été sous-étudiées, comme les « physical cracking patterns » des
Amanitaceae, et mériteraient de faire 1’objet d’études morphogénétiques plus poussées. La
Figure 23 présente un exemple de protocole d’étude d’un tel patron de coloration répété.

Evo-dévo des patrons de couleurs
des Amanitaceae

Basidiocarpes d'Amanita muscaria Les protubérances des Amanitaceae sont des restes du voile universel

8l

Un pattern, trois traits:

1. présence {ou absence) d'un - 2. couleur du chapeau

\
voile universel craquelé CONTRASTE DE COULEURS
7

3. couleur du manteau universel

Comment ces traits se forment and évoluent?

I. Biomécanique des craquelures du manteau universel
Quels sont les facteurs clés responsables:

i) de la présence ou I'absence de restes d'un voile universel ?
ii) de la géométrie du patron ?
Sections microscopiques et analyses tissulaires
Timelapses de basidiocarpes en développement
Morphométrie géométrique
Modélisation

1. Evolution des patrons de couleur des Amanitaceae
Comment ces traits apparaissent et coévoluent ?
Correlent-ils avec d'autres traits (ex : la toxicité ?)

Analyse de traits assistée par deep learning sur
une large base de données photographique
Mapping des traits sur la phylogénie
Reconstruction des histoires évolutives
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Figure 23 : Proposition de protocole pour I’étude fonctionnelle de la formation des
« physical cracking patterns des Amanitaceae ». Source des images :

https://fr.wikipedia.org/wiki/Amanitaceae et Bart Buyck)

Enfin, la découverte d’une nouvelle famille de mécanismes de formation de patrons de couleur
répétés permettrait d’expliquer un peu plus la diversité de ces traits phénotypiques aux fonctions
biologiques variées et cruciales. Parmi les pistes évoquées en conclusion de I’article de revue,
les systemes mécano-chimiques semblent prometteurs, et ce bien au-dela du cadre de la

morphogenese des patrons de coloration.

Conclusion générale

A travers leurs complémentarités, le développement du pétale de Nigella damascena et
les patrons de couleurs répétés ont esquissé les contours d’une multitude de liens entre
croissance et morphogenese. Ils ouvrent la voie a -ou du moins plaident pour- un
approfondissement de 1’étude des relations entre forme et croissance, car il existe de nombreux
processus encore peu €tudiés, et des exemples de protocoles d’étude permettant de les mettre

en évidence ont été présentés dans la section précédente. La réalisation d’ une synthése

N

exhaustive, qui s’attachera a examiner 1’entiereté des relations entre forme et croissance
pendant le développement des étres vivants, apparait nécessaire dans les années qui viennent
tant ces deux processus semblent intriqués. Cette intrication a de nombreuses implications
notamment dans 1’étude des processus évolutifs touchant taille et forme. Si des pressions
évolutives peuvent s’appliquer sur 'une ou l’autre, la nature des liens entre croissance et
morphogenese peut imposer des compromis évolutifs, une variation de I’'un pouvant entrainer

une variation de 1’autre. Dans ce cadre, la connaissance de 1’interdépendance entre forme et
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taille dans I’espece d’étude apparait nécessaire pour comprendre les processus de sélection qui
s’y appliquent.

Mettre en évidence une relation entre forme et croissance au cours du développement est une
premiere étape, en révéler les mécanismes qui la sous-tendent en est une deuxieme, et révéler
les mécanismes évolutifs qui les lient en est une troisieme tout aussi importante. Quel que soit
le modele biologique étudié, essayer d’aborder ces trois facettes de maniere équilibrée semble
étre une méthode qui devrait faire ses preuves et permettre d’éclairer au mieux les liens entre

ces deux processus développementaux si cruciaux pour de nombreuses especes.
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