N
N

N

HAL

open science

Etude de deux régulateurs de ’APC/C et de leurs rodles
dans le controle du cycle cellulaire et de la cohésion lors
de la méiose chez Arabidopsis thaliana

Laurence Cromer

» To cite this version:

Laurence Cromer. Etude de deux régulateurs de PAPC/C et de leurs roles dans le contrdle du cycle
cellulaire et de la cohésion lors de la méiose chez Arabidopsis thaliana. Sciences agricoles. Université

Paris Sud - Paris XI, 2013. Francais. NNT: 2013PA112046 . tel-00978052

HAL Id: tel-00978052
https://theses.hal.science/tel-00978052

Submitted on 17 Apr 2014

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00978052
https://hal.archives-ouvertes.fr

—Z= @ UNIVERSITE
== I Nm UNIVERSITE PARIS-SUD — UFR des Sciences S PARIS
= SCIENCE & IMPACT SWw

ECOLE DOCTORALE SCIENCES DU VEGETAL

WﬁSClENCES

B b DU VEGETAL

These

Pour obtenir le grade de

DOCTEUR EN SCIENCES DE L’UNIVERSITE PARIS SUD
Par

Laurence CROMER

Etude de deux régulateurs de ’APC/C et de leurs roles
dans le contréle du cycle cellulaire et de la cohésion lors
de la méiose chez Arabidopsis thaliana.

Soutenue le 11 Avril 2013, devant le jury d’examen :

Pascal GENSCHIK DR CNRS, IBMP — Strasbourg Examinateur
Olivier HAMANT CRINRA, LRDP — Lyon Examinateur
Jean-Paul JAVERZAT DR CNRS, IBGC — Bordeaux Rapporteur
Raphaél MERCIER DR INRA, 1JPB — Versailles Directeur de thése
Jacqui SHYKOFF DR CNRS, ESE - Orsay Examinateur

Marie-Héléne VERLHAC DR CNRS, Collége de France - Paris Rapporteur



Remerciements

Je tiens a remercier les membres du jury, Marie-Héléne VERLHAC, Jacqui SHYKOFF, Jean-
Paul JAVERZAT, Pascal GENSCHIK et Olivier HAMANT pour avoir accepté d’évaluer ce travail.

Je voudrais particulierement remercier Raphaél Mercier pour m’avoir permis d’intégrer la
grande équipe Méiose et Recombinaison et pour m’accorder sa confiance depuis bient6t
cing ans. Merci de m’avoir permis de réaliser cette these et de m’avoir confié une
thématique nouvelle dans I’équipe. Merci de m'avoir consacré tant de temps et d'énergie,
de m'avoir tant appris sur les joies de la recherche et d’avoir partagé ton enthousiasme sur
“Le résultat du Vendredi”. Enfin merci d’avoir recruté I'ingénieur que j’étais il y a cinq ans et
de m’avoir permis de devenir I'ingénieur-docteur que je suis maintenant.

Un grand merci a Sylvie Jolivet pour son aide technique si précieuse, son efficacité, sa
bonne humeur et sa gentillesse a toute épreuve.

Je tiens a remercier toutes les personnes qui ont participé a ces travaux. Merci a Isabelle
d’Erfurth qui durant son post-doc a introduit la thématique cycle cellulaire dans I'équipe et
qui sera toujours mon maitre Jedi de la biologie moléculaire. Merci a Christine Horlow pour
notre collaboration sur la protection de la cohésion. Merci a Liudmila Chelysheva pour son
aide si précieuse en cytologie et nos longues discussions derriere les binoculaires ou les
microscopes. Merci a nos collaborateurs : Katja Wassmann, Jefri Heyman, Arp Schnittger et
Lieven De Veylder. Merci a mes deux stagiaires, Chloé et Emilie, qui ont survécu a cette
expérience.

Je remercie tous les membres de I'équipe Méiose et Recombinaison. Merci a Mathilde,
Christine, Fabien et Eric de s'étre intéressé a mes histoires de cyclines et de m’avoir apporté
leur aide et leur soutien.

Je remercie mes copines du labo pour tous les moments de détente. Merci pour votre
soutien et pour toutes nos discussions autour de biéres.

Je remercie également les serristes qui s’occupent quotidiennement de nos plantes ainsi
gue les membres de la plateforme de Cytologie et Imagerie Végétale.

Et merci a tous les membres passés et présents du béatiment 7.



Liste des principales Abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADN-T : ADN transféré

APC/C : Anapahse Promoting Complex / Cyclosome
ARN : Acide ribonucléique

ATP : Adénosine-5'-triphosphate

EMS : Ethyl methanesulfonate

GFP : Green Fluorenscent Protein

kDa : KiloDalton

pb, Kb, Mb : paire de bases, kilobase, mégabase
RNAi : RNA interference

SAC : Spindle Assembly Checkpoint

At : Arabidopsis thaliana

Ce : Caenorhabditis elegans

Dm : Drosophila melanogaster
Hs : Homo sapiens

Mm : Mus musculus

Os : Oryza sativa

Sc : Saccharomyces cerevisiae

Sp : Schizosaccharomyces pombe
Xl : Xenopus laevis

Zm : Zea mays



Liste des Tableaux et Figures

Figure B.l.1 : Cycle cellulaire et modification du cycle cellulaire
Figure B.l.2 : La méiose chez Arabidopsis thaliana

Figure B.II.1 : Arbre phylogénétique des différents génes des CDKs et CDKs-like (CKL)
identifiés chez Arabidopsis thaliana

Figure B.II.2 : Phylogénie et structure des domaines des 49 cyclines d’Arabidopsis thaliana
Figure B.II.3 : Représentation schématique de I’APC/C

Figure B.I.4 : Controle de la ségrégation des chromatides sceurs par le SAC (Spindle
Assembly Checkpoint)

Figure B.II.5 : Progression au cours de la phase M

Figure B.II.6 : Régulation de I’APC/C au cours du cycle cellulaire

Figure B.II.7 : Progression au cours de la méiose

Figure B.I1.8 : Régulation de I’APC/C au cours de la méiose

Figure B.I1.9 : Modele de régulation de I’APC/C par SpMES1 au cours de la méiose
Tableau B.Il.1 : Composants et régulateurs de I’APC/C chez Arabidopsis thaliana
Tableau B.I1.2 : Protéines impliquées dans I’activité CYC/CDK en méiose chez les levures
Tableau B.I1.3 : Protéines impliquées dans la transition méiose I-méiose |l

Figure B.III.1 : Dynamique des cohésines lors du cycle cellulaire mitotique et méiotique
Figure B.lIl.2 : Le complexe de cohésines et I'élimination de la cohésion

Figure B.lIl.3 : Les cohésines au cours du cycle cellulaire

Figure B.lIl.4 : Comportement des cohésines en mitose

Figure B.III.5 : Comportement des cohésines en méiose

Figure B.III.6 : Localisation de REC8 chez Arabidopsis thaliana

Figure B.II.7 : Elimination de la cohésion en méiose |



Figure B.IIl.8 : Comportement de la cohésion méiotique chez un mutant déficient dans la
protection de la cohésion centromérique

Figure B.III.9 : Modéele du mécanisme moléculaire de la protection de la cohésion
centromérique

Figure B.II1.10 : Modéle de la déprotection de la cohésion centromérique par la tension
Tableau B.III.1 : Les sous-unités des cohésines chez les différents organismes modeles
Tableau B.II1.2 : Shugoshin chez les différents organismes modeles

Figure B.IV.1 : Attachement du fuseau de microtubules aux chromosomes lors de la mitose
et la méiose I.

Figure B.IV.2 : Différents types d’attachement kinétochores-microtubules.

Figure B.IV.3 : Organisation des kinétochores en méiose | et méiose |l dans des oocytes de
porc

Figure B.IV.4 : Modeéle de I'organisation du centromére et des cohésines en mitose et en
méiose | chez S. pombe.

Figure B.IV.5 : Position d’Aurora B selon la tension aux kinétochores en mitose et méiose |.

Tableau B.IV.1: Les protéines impliquées dans la mono-orientation des kinétochores en

méiose |I.

Figure C.I.1 : Arabidopsis thaliana
Figure C.1.2 : Cycle de vie chez Arabidopsis thaliana

Tableau D.I.1 : Phénotype des mutants impliqués dans la progression du cycle méiotique
Articlel - Figures & Tableaux
Article2 — Figures & Tableaux

Article3 — Figures & Tableaux



Table des Matieres

A.
B.
l.

CONTEXTE ET OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE .........ccoittiimiuiiiniiiinnineiissiiinssnssssssssnnssssssssssssnnes 8

INTRODUCGTION ...ccuuiiiiiiiiiinniiiiiiiiirinsssissiiinssssssssssiimssmsssssssstisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssss 10

DIVISIONS CELLULAIRES. .1vttuuueeeerersununseseesresssnnsesesssssssnnnsesessssssnnneseesssssssnnsesessssssssnnsesessssssnnnssesesssssnnnansees 10

=TT LT = PP PPP 10

e 0113 X T -2 PP 11

Les différentes phases de 12 MEIOSE ...cc.ieceeiiierie ettt e et e st e et e st e e sseeenseesseesnseesnseenseesnes 11
Meéiose versus Mitose.................

REGULATION DU CYCLE CELLULAIRE

=R ool (=R ot=] | [V o ]SS
1.1.  LUactivité cycline/CDK ....
1.2, UAPC/C..uccreereeereenen,
1.2.1. Structure de 'APC/C............
1.2.2. Les activateurs de 'APC/C
0 T =T U o 1 (= L C o [ - o2 O GO
1.3.  Controdle de la progression du cycle CelIUIAIE ......c.uuiiiiiiieeiiiec ettt e et 18
1.4. La progression au cours de 1a Phase Mu.......eecoiiiiiiiie ittt e e e st e e eabe e e e baeeeenaeeas 19
1.5. Larégulation de I’APC/C permet la progression ordonnée du cycle .........ooeeeeeirinenerenieneeieeeesee e 19
1.5.1.  RAGUIGLION PAr 18 SAC ..c.uiiiieiiieeietee ettt sttt ettt s bt et e b st e st e e atesbesabesbeeabesbesabenbesatenteens 19
1.5.2. Régulation par EMI1 chez [€S VEITEDIrés ........ccccuivieiiiiiiiieccee ettt e 20
1.5.3.  Régulation par ACMI1 CheZ S. CEreViSIiQe .........cccuueeeuiiieiieeeeiteeeectee et e eetee e e saee e saae e e evae e sraeeeeneeas 20
1.5.4.  Autres régulations de FAPC/C ....c.iieeiiciieeeiteeieete ettt te et e st eeesbeeaesteeaaesbeessessesssensesnsesseens 20
Le “cycle cellul@ire”” MEIOtIGUE ..........c.ooeueeeneeeiieeet ettt 21
2.1. Cas particulier de la méiose femelle chez les vertébrés... .21
2.2. Laprophase prolongée retarde I'entrée €n MEIOSE | ......cueeeiviiiiiiiiieciiee et e esree e 22
b T - Toi 01V, = O (O 0 0 Q=Y W 1 (=1 [ 11T SRR 22
2.3.1. CREZ S. COIOVISIAE ...eveeueeeeeiiieeiiiee et ettt ettt e s st e st e e sttt e s st e e e sbeeessbbeesssbaeesnstaeessbeessaseassstnesnnsns 22
2.3.2. CRZ S. POMDE ...ttt ettt sttt et sa e et sab e bt sat e bt e e bt e b e s ate e naa e e bt e nanenareens 23
2.3.3.  ChEZ IBS VEITEDIES ...eeieeeeciieeieeee ettt et e te e s e et e s e e e te e s st e e st e sste e seesaseenseeenseesaseeseesnneeseenn 23
2.3.4.  Chez 1S PIANTES.....oeiiiiiee ettt e et e et e e et e e e e be e e e e tb e e e e aaeeeeabaeeeataeeeetaeeeeareeeeraaeeannes 24
2.4, Latransition MEIOSE [-MEIOSE [l...ccuuiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e s ire e e e e s sbe e s stb e e e ssbaeessabeeesssaesanens 24
2.4.1. Mise en évidence d’une activité résiduelle CYC/CDK lors de la transition méiose I-méiose Il ........ 25
2.4.2. Maintien d’une activité CYC/CDK réSidUEIIE.........couiieeiirieceeeeeteeee ettt ettt eeaee s 25
2.4.3. Autres protéines essentielles a la transition méiose [-MEI0Se Il ......ccevvvveviieiieneerieeneereeseeeeeene 27
2.5.  Autres particularités de 'APC/C €N MEIOSE......ccueeieieireeeeieereeeeeeeteeeeteeeteeeeteestaeeeteeeaeesteeereessesebeesaseenns 28
LA COHESION .. .ettueeeetteeeetteeeetteeeranreresueessaneersnnerssaneesssnesesssnsesssnneesssnesesssnsesssnneesssnesessnnsesssnneesssneesenns 30
(60 1= (o S 30
00 I I I ofe] o T T oY T Lo T o L=l F= T ' 11 1Y T PSR UPPPTR 30
1.2, LA CONESION 10rS A 12 MEIOSE ..c.uvieiieiiiieiie ettt ettt se et e ettt e et e saa e e nte e sneeebeesnseenseesnteesnseenseesneas 30
LS CONBSINGS @N MILOSE .......veeevieeeeee e e et e e ettt e et tta e e et e e e st a e e e tsaaeestsaaeeastsasessssaeessssnaan 31
2.1, STrUCLUIE S CONBSINES.....uviiiiiiiieiiiiectiee ettt et e st e e et e e s etbe e e s baeesssbaeessbeeesasbeeeassseeesabeeesnsseesnnsns 31
2.2.  Chargement des cohésines sur la chromatine......c.cccceceeeveeriennnenne v 32

2.3.  Mise en place et maintien de la cohésion entre chromatides sceurs..
2.4.  Mécanismes d’élimination de la cohésion en mitose

2.4.1. Destruction des cOhésines Par [a SEPAraSse .......cceeveereeereeriieerieeeeree e et e e e sreesteesaeesreeseeeneeeas 33
2.4.2. LA “prophase PAatNWay’’ ........oocieiiiiiiiiiiee ettt e et e e e st e et a e e s bt e e e sba e e e ebbeeenraaeennne 34
2.4.3. Dégradation ou recyclage des CONESINES ........ccccviieiiiiiiiiie et e e sbee e s saaee e e 35
La cohésion et la ségrégation des chromosomes MEIOtIQUES ..............cccueeeeccreeeeecreeeeiienaecrenn. 35
3.1, LS CONESINES BN MEIOSE ..eeuveeeeiieiiieeiiesieeseeste e st e s teesteesteesseeeteessteesseeenseesseeenseesnseenseesnseesseeeseesseeenseenn 35
3.1.1.  RECS, [a kl€isine MEIOSe-SPECIH IQUE......ceerirerrieeieeree et eseeesteesee et e seeesee e ste e e s e e sseesaeesseeeneesneas 36
3.1.2. Lalocalisation des CONESINES BN MEIOSE .....cccueeriiiriieriieenieeiee ettt sre e s sbeesaresbeesaees 36

3.2.  Elimination de la cohésion en méiose
3.3.  Protection de la cohésion centromérique .. .
3.3.1. Découverte des premiéres protéines impliquées dans la protection de la cohésion centromérique

39
3.3.2.  Description des SNUGOSNINS.......c.uiiiiiiiiieiiiie ettt e et etb e e s sba e e s ssbeeesbbeeesbaeeenstaeeans 40
3.3.2.1. Role de Shugoshin chez S. cerevisiae.... ... 40
3.3.2.2. ROle des Shugoshin ChEZ S. POMBE .........cccueeieeeieeeeeee et 41
3.3.2.3. Rble de Shugoshin/MEI-S332 chez D. Mmelanogaster...........ccccouuvueveieeceeieesieseeseseesaeseessennas 42

3.3.2.4. ROle des Shugoshin Chez 185 VEItEDIés ........ccccviiiiiiiiiiiieeciieecee et 42



C.

D.

E.
F.
G.

3.3.2.5. RoOle de Shugoshin chez C. elegans.......
3.3.2.6. Role des Shugoshin chez les plantes

3.3.3. La phosphatase PP2A coopére avec Shugoshin pour protéger la cohésion centromérique ........... 44
3.3.3.1.  PP2AINteragit @VOC SGO ....ceiiiiiiiiiiiieie ettt ettt e e e e sttt e e e s ettt e e e e e s rreee e e s e araeeeeeeeeans 44
3.3.3.2.  PP2A protége la cohésion centromérique en méiose et en mitose en déphosphorylant les

cohésines 45

3.3.4. Lalocalisation centromérique du complexe de protection de la cohésion...........cccceveeerviieeenneenn. 46
3.3.4.1. BUB1 recrute SGO quUi reCrute PP2A....... ..o ittt e e s e e e e e 46
3.3.4.2. SWI6 est nécessaire a la localisation centromérique de SGO.......ccccceeeereeveercieerereseesieeeens 46

3.3.5. Elimination de SGO et déprotection de la cohésion centromeérique........cccocveeevieeeecieeeciieeesneeens 47
3.3.5.1.  DEProteCtion Via FAPC/C ......ccueecieeeieeetee ettt e et ete et eteestaeeetaesreesteesabeesssesabeessaeensaens 47
3.3.5.2.  Autres mécanismes d’éliMiNation ........c.ceceerieriieeiiesie e see e e e ete e e aeenee s 48
3.3.5.3.  Modéle de la déprotection par [a tENSION .......ccceeeiierieiieeee e 48

3.4. Régulateurs impliqués dans le maintien de la cOhésion €N MEIOSE ........cceveervieereieieesieese e 49
V. ORIENTATION DES KINETOCHORES LORS DE MEIOSE ... .eeetvtuueuereseeerersnnnseeersrssnnnasesessssssnnsesesssssssnnseesesssssnnnns 51
1 L= (T4 ol Lo T -SRI RPR 51
2. Orientation monopolaire des kinétochores lors de la premiere division méiotique.................... 52
2.1, Le complexe MONOPOIINE ....ooiieriiiiiieee ettt et s e s bt s e s s e sneesaneens ... 53
2.1.1. Le complexe monopoline chez S. cerevisae ....53
2.1.2. MOAL CREZ S. POMDBE .ttt et e ettt e et e e et e e e e tae e e e abaeesaaeeesaaeeesabeaessseaennnns 53
2.2. Role de la cohésion dans I'orientation monopolaire des Kinétochores..........ccccveeeevieeiiieeccciieecciee e 54
2.2.1. Protection de la cohésion centromérique et orientation monopolaire des kinétochores.............. 55
2.3. Role des kinases Aurora dans I'orientation monopolaire des kindtochores..........ccceceveevieneeiiencenienne. 56
3. Orientation des KINEtOCNOIres €N MEIOSE Il ...........cceeeueveeeiieeesiiieeeeiiteeeeieeessieeeesiaeaessieaessseeeas 57
LE MODELE D’ETUDE: ARABIDOPSIS THALIANA ..........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeneeessssnessssssssssssssssssnsnsnnnnnnnns 58
1. Cycle de vie d’Arabidopsis tRAIIANG...............ceeccuveeeeeieie et eecte et te e e e e e e saaa e e ranaas 58
2. Les mutants d’Arabidopsis tRALIANG ............cccueevvvevieesiiiesieesitesie sttt sae s 59
RESULTATS .eeuiiiitueiiiiineiiiieeeiiiimesisiimsssimesssimsssstmsssstssssstsssssstsssssstsssssstsssssstsssssstsssssstssssssssassssssnnsss 60
l. CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE PROTEINES IMPLIQUEES DANS LA PROGRESSION DU CYCLE MEIOTIQUE ......... 60
1. PLEAMBUIC ...ttt ettt ettt ettt et e ettt et e ettt e st e et eeaee e 60
2. Caractérisation du mutant tam et de son réle dans la progression du cycle méiotique.............. 61
2.1, PrinCIPaUX RESUITALS .....ocoiuiiiiiiie ettt et et e e et e e e e ate e e e ateeeebbeeeessaeesenbeeesseeeeannes 61
2.2. Article1:“ The CYCLIN-A CYCA1;2/TAM Is Required for the Meiosis | to Meiosis Il Transition and
Cooperates with OSD1 for the Prophase to First Meiotic Division Transition” PLoS Genetics 2010 ...........cccueeeneee. 62
3. Etude de la progression méiotique chez A. thaliQNQ ...............cccceeeecuveeecieeesiiieeesiieeescieeessiennn 79
3.1, PriNCIPAUX RESUITALS ..eeeiiiiiieiiierite ettt sttt sttt ettt e bt st e s baesabeesat e ebeesabeesbeesaseensnesaneens 79
3.2.  Article 2 : “OSD1 promotes meiotic progression via APC/C inhibition and forms a regulatory network
with TDM and CYCAL;2/TAM”” PLOS GENELICS 2012......uveiiiieriieiiiieieiteeeeeeeeeeetteeessaeeeseaaeesssaveessnaeesssseaesssnsesesseesssnseeas 80
4. DONNEES SUPPIBMENTAIIES ......oeeeevieeeeiieeeeeeeecte e ettt e ettt e e st e e e ette e e esteaesssteaesssaeasssssnaessnseneas

5. Discussions et perspectives
6. Conclusion............ccceeeceeenuvennnnnn.

PATRONUS ET LA REGULATION DE L’APC/C DANS LA PROTECTION DE LA COHESION CENTROMERIQUE
1 L=l T 1] T LSRR
2. La protection de la cohésion centromérique en méiose chez A. thaliana .

2 T ] 1o Yol o T T D T 7 SR
2.2.  Article 3 : ” Centromeric cohesion is protected twice at meiosis, by SHUGOSHINS at anaphase | and by
PATRONUS, a putative APC/C regulator, at meiosis interkinesis’”’ (en préparation) .........c.ceceeveevvereervesreevreseervennens 102
3. DONNEES SUPPIEMENTAIIES ......eeeeeeveeeeeiiee e e et e e e tee e et te e e ettt a e e atea e s s steaeassseaeeansesaesnees

4. Discussions et perspectives
DISCUSSION GENERALE ..........coiiiiiiieiiiiiiiineieecins s rsseeasss s s s ssaasss s s s s e s saaas s s s s e e saaassssss s s snnnnsssnsns 119
IMATERIELS & METHODES ......cccuutuemmemmmnnnnnnnnnnneennmmmmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 120
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES .........ccoiiiuiiiiinetiiiinntiiisnieiissnneisssnesiessnesissseesssssesssssssesssssnes 122



A. CONTEXTE ET OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE

La méiose est un mécanisme essentiel a la formation des gamétes et commun chez les
eucaryotes a reproduction sexuée. Des défauts dans le processus méiotique peuvent
conduire a des problémes de stérilité ainsi qu’a la formation de descendants aneuploides. La
plupart des mutants méiotiques présentent des phénotypes communs entre les especes
étudiées. Au cours de ces derniéres années, Arabidopsis thaliana est devenu un modele
majeur dans le domaine de |'étude de la méiose. Les outils génétiques, moléculaires,
cytologiques ainsi que la possibilité de mener de grands cribles génétiques ont permis de
confirmer mais également de découvrir de nouveaux génes impliqués en méiose.

Depuis quelques années, I'équipe « Méiose & Recombinaison » de I'INRA de Versailles
s’attache a comprendre les différents processus méiotiques tels que linitiation de la
recombinaison, la localisation et la distribution des crossing-over, les voies de réparation des
cassures double brin ou encore le controle de la recombinaison méiotique chez les espéces
polyploides.

La plupart des études sur la méiose chez Arabidopsis, porte sur la recombinaison
méiotique. A ce jour, peu de données sont disponibles sur les autres mécanismes
méiotiques. L'objectif de mon travail de thése était de décrypter les mécanismes
moléculaires permettant I'enchainement de deux divisions “équilibrées” pour la production
de gametes haploides. Au cours de ces travaux, jai cherché a appréhender plus
particulierement les mécanismes impliqués dans la progression du cycle et la dynamique des
chromosomes en méiose.

Afin d’identifier de nouveaux génes impliqués dans le processus méiotique chez
Arabidopsis, un crible transcriptomique basé sur des données d’expression de géne
d’Arabidopsis a été mené. Ce crible in silico permet de comparer le profil relatif d’expression
de deux génes. Ainsi, en utilisant des genes méiotiques connus comme appats, une centaine
de genes ont été retenus (d’Erfurth et al., 2008). Des lignées d’insertion, dans ces genes, ont
été analysées et trois présentaient des défauts méiotiques originaux. Le premier gene,
AtPS1, a été caractérisé au sein de I'équipe comme impliqué dans |'orientation des fuseaux
en méiose Il (d’Erfurth et al., 2008). Lorsque j'ai intégré le laboratoire le second mutant,
Atosd1, avait été caractérisé (d’Erfurth et al., 2009).

Dans un premier temps, j'ai réalisé une étude plus approfondie d’AtOSD1 et recherché
d’autres protéines nécessaires au controle du cycle cellulaire méiotique. J'ai réalisé une
analyse fonctionnelle des génes correspondants et jai mis en évidence un réseau
fonctionnel de protéines impliquées dans la progression du cycle méiotique. J'ai également
mis en évidence la nécessité de protéger la cohésion centromérique au cours de I'interkinése
méiotique en étudiant un troisieme mutant issus de ce crible, patronus.



Ainsi dans ce manuscrit, j’ai choisi de présenter une introduction générale divisée en
trois parties. Aprés une courte présentation des divisions cellulaires, la premiere partie
décrit la régulation du cycle cellulaire et aborde les mécanismes de régulation mis en place
au cours de la méiose. La seconde partie est consacrée a la cohésion et particulierement aux
mécanismes de protection de la cohésion centromérique. Enfin la derniére partie présente
les mécanismes impliqués dans I'orientation des kinétochores en méiose.

Apres une présentation du modele d’étude : Arabidopsis thaliana, les résultats obtenus
au cours de ce travail de thése seront présentés sous forme de trois articles scientifiques.

La nomenclature des genes, des protéines et des mutants differe entre les organismes
modeéles. Afin d’uniformiser ce manuscrit, la nomenclature d’Arabidopsis thaliana a été
utilisée : les protéines sont indiquées en lettres capitales, les geénes en capitales italiques et
les mutants en minuscules italiques.
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Figure B.1.1 : Cycle cellulaire et modifications du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est divisé en quatre phases : la phase S (synthése d'ADN), la phase M
(mitose) et les phases G1 et G2 (gap). La phase M est divisée en quatre stades : Prophase,
Métaphase, Anaphase et Télophase. Les cellules eucaryotes peuvent modifier ce cycle,
entrainant la formation de(s) cellule(s) fille(s) non-identique(s) a la cellule mere. Dans le cas
de I'endoréduplication et de I'endomitose, la quantité d’ADN dans les cellules filles est
doublée par rapport a la cellule mere. En méiose, la quantité d’ADN est divisée par deux
dans les quatre cellules filles, par rapport a la cellule mére.



B. INTRODUCTION

l. Divisions cellulaires

1. Généralités

La division cellulaire correspond au mode de multiplication des cellules. C'est un
processus fondamental pour tous les organismes. Les organismes eucaryotes peuvent étre
constitués de milliards de cellules qui proviennent toutes d’'une méme cellule ceuf. Pour
pouvoir se multiplier, une cellule doit dupliquer son matériel génétique et diviser ses
chromosomes de fagon équitable pour former deux cellules filles génétiquement identiques.
Ces processus sont coordonnés lors du cycle cellulaire qui correspond a l'intervalle de temps
qui sépare une division cellulaire de la suivante. Le cycle cellulaire se divise en quatre phases
successives (Figure B.1.1) : la phase G1 (Gap 1) au cours de laquelle la cellule effectue sa
croissance, la phase S (Synthése) au cours de laquelle I’ADN est répliqué, la phase G2 (Gap2)
et enfin la phase M (Mitose) au cours de laquelle a lieu la division nucléaire et la division
cytoplasmique. On appelle fréqguemment interphase la succession des phases G1, S et G2
(Francis, 2007).

La mitose est divisée en plusieurs étapes: prophase, prométaphase, métaphase,
anaphase et télophase (Figure B.l.1). Au cours de la prophase, les chromosomes se
condensent, les deux chromatides sceurs issues de la réplication restent maintenues
ensemble par la cohésion. La rupture de I'enveloppe nucléaire marque la fin de la prophase.
Le fuseau constitué de fibres de microtubules, qui assurera la séparation des chromatides
sceurs, est mis en place en prométaphase. Puis les chromosomes vont s’aligner sur la plaque
métaphasique. Chaque chromatide sceur est alors capturée, au niveau des kinétochores, par
des fibres de microtubules émanant des pbles opposés de la cellule. Le kinétochore est un
complexe protéique présent sur chaque chromatide sceur qui sert de point d’attachement
des fibres de microtubules. L’élimination de la cohésion entre les chromatides sceurs
déclenche I'anaphase. Les chromatides sceurs s’éloignent I'une de I'autre grace a la force
exercée par le fuseau, pour former deux lots génétiquements identiques. Enfin, en télophase
le fuseau est désassemblé, les chromosomes se décondensent et la division s’achéve par la
cytodiérese et la formation de deux cellules filles.

Il existe des modifications du cycle cellulaire entrainant la formation de cellule(s) fille(s)
non-identique(s) a la cellule mére (Figure B.l.1). Dans le cas de I'endoréduplication, le cycle
cellulaire est simplifié et ne comprend que les phases G et S. L'ADN est répliqué mais le
matériel génétique n’est pas divisé entrainant une polyploidisation de la cellule. Chez les
plantes, I'’endoréduplication est fréquemment observée dans différents organes comme les
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racines, les feuilles, les trichomes ou les fruits. Bien que le réle physiologique de
I’endoréduplication n’ait pas été clairement établi, la polyploidisation des cellules pourrait,
en autre, permettre de tamponner les mutations accumulées par les cellules et ainsi
maintenir des copies fonctionnelles des génes (Inzé and De Veylder, 2006). L’endomitose
entraine également la formation de cellules contenant une quantité d’ADN supérieure a la
cellule mere. Lors de I'endomitose, la phase M est initiée mais s’arréte avant la séparation
compléte des chromosomes (Figure B.l.1), c’est le cas par exemple des mégacaryocytes de
mammiféres a I'origine des plaquettes sanguines (Edgar and Orr-Weaver, 2001).

Des modifications du cycle cellulaire sont nécessaires lors de la méiose, la division
cellulaire a I'origine de la formation des gametes. Lors de la méiose, la phase S est suivie
d’une phase G2 qui précede deux phases M successives entrainant une diminution de la
guantité d’ADN présente dans les quatre cellules filles (Figure B.l.1).

2. La méiose

La méiose est une division cellulaire tres particuliere a I'origine de la formation des
gametes, essentiels a la reproduction sexuée. Contrairement a la mitose, qui permet de
maintenir la ploidie entre la cellule mere et les deux cellules filles, le mécanisme de méiose
induit la formation de quatre cellules haploides (n) a partir d’une cellule diploide (2n). La
réduction du nombre de chromosomes lors de la méiose est nécessaire pour maintenir le
niveau de ploidie de l'espéce lors de la fécondation. La méiose assure également un
brassage génétique entre chromosomes maternels et paternels grace a la recombinaison
méiotique d’une part et a la ségrégation des chromosomes parentaux dans les cellules filles
d’autre part.

On ne peut pas réellement parler d’un “cycle cellulaire’” méiotique, car la méiose n’est
pas un cycle. Un produit de méiose ne pouvant pas a nouveau entrer en méiose. L'usage du
terme cycle apparait comme un abus de langage mais se référe au cycle cellulaire qui
englobe les mécanismes de progression a travers une division.

Les différentes phases de la méiose

La méiose est constituée de deux divisions successives (nommées méiose | et méiose Il)
précédées d’'un événement unique de réplication. La premiere division est dite
réductionnelle car elle permet la ségrégation des chromosomes homologues parentaux. La
méiose Il est, quant a elle, équationnelle et se rapproche d’une mitose car elle permet la
séparation des chromatides sceurs. Lors de la méiose | et de la méiose Il, la phase M est
divisée en quatre étapes : la prophase, la métaphase, I'anaphase et la télophase, notées
respectivement | et Il (Figure B.1.2).

La phase S pré-méiotique précéde une phase G2 et une prophase (hommée également
prophase |) pendant laquelle a lieu la recombinaison méiotique. La prophase est divisée en 5
stades distincts : le leptotene, le zygotene, le pachyténe, le diplotéene et la diacinese. Suite a
la phase de réplication, les chromosomes sont composés de deux chromatides soeurs
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identiques maintenues ensemble par la cohésion. Au stade leptoténe, les cassures double-
brin se forment le long des chromosomes qui commencent a s’aligner. A ce stade, une
structure protéique appelée élément axial se forme le long de chaque paire de chromatides
sceurs pour former une structure continue. Lors du zygoténe, les chromosomes homologues
commencent a s’apparier, les éléments axiaux de chaque homologue s’assemblent pour
former le complexe synaptonémal. En pachyténe, le synapsis est complet entre les
chromosomes homologues. La recombinaison méiotique s’achéve par la réparation des
cassures double brin conduisant, entre autre, a la formation de crossing-over qui sont des
échanges réciproques de matériel génétique. En diploténe, le complexe synaptonémal se
dépolymérise et le synapsis disparait. Finalement en diacinese, les chromosomes se
condensent. En cytologie, les chromosomes homologues sont facilement identifiables a ce
stade et les chiasmata (manifestation cytologique des crossing-over) sont visibles au niveau
des bras chromosomiques (Figure B.1.2). L'enveloppe nucléaire disparait en fin de diacinése
(Pawlowski and Cande, 2005; Hamant et al., 2006).

Apres la prophase, la ségrégation des chromosomes débute. Les chromosomes
homologues sont alors maintenus ensemble par les chiasmata et stabilisés grace a la
cohésion le long des bras, cette structure est appelée bivalent. En métaphase |, les bivalents
se placent et s’alignent sur la plague métaphasique. Chagque homologue est alors capturé
par des fibres de microtubules émanant des poéles opposées de la cellule. Les kinétochores
sceurs (présents sur chaque chromatide sceur) vont étre orientés vers le méme poéle de la
cellule. L’élimination de la cohésion le long des bras permet de résoudre les chiasmata et
déclenche I'anaphase I. Les chromosomes homologues s’éloignent I'un de I'autre grace a la
force exercée par le fuseau pour former deux lots de chromosomes a deux chromatides
(Figure B.l.2). En télophase |, le fuseau meéiotique disparait, les chromosomes se
décondensent et une nouvelle membrane nucléaire peut apparaitre. A ce stade, la
cytodiérése n’est pas obligatoire. Chez le riz par exemple, une paroi cellulaire est mise en
place en fin de méiose | alors que ce n’est pas le cas chez Arabidopsis (Chen et al., 2005).

Suite a cette premiere division, une seconde va étre initiée sans phase de réplication
préalable. En méiose Il, les chromosomes vont a nouveau se condenser. Lors de la
métaphase I, ces chromosomes a deux chromatides vont s’aligner sur la plaque
métaphasique et le fuseau de microtubules se forme a nouveau. Les kinétochores sceurs
vont étre orientés vers les pbles opposés de la cellule. Ainsi chaque chromatide sceur est
capturée par des fibres de microtubules et attirée vers les pdles opposés de la cellule apres
destruction de la cohésion encore présente au centromere. En fin d’anaphase I, quatre
cellules haploides sont produites (Marston and Amon, 2004).

3. Méiose versus Mitose

Sans parler de I'intérét évolutif de la reproduction sexuée, on peut se demander quelle
est l'origine de la méiose. Sur ce sujet, deux hypothéses ont été émises. Au cours de
I’évolution des eucaryotes, mitose et méiose pourraient avoir évolué en paralléle a partir
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d’une division cellulaire commune. L'autre hypothese suggére que la méiose a évolué a
partir de la mitose. Cette théorie se base sur les similitudes entre la machinerie moléculaire
mitotique et méiotique, suggérant que certains mécanismes mitotiques ont été détournés
pour permettre la formation des gamétes (Wilkins and Holliday, 2009).

On note quatre modifications fondamentales qui permettent de distinguer la mitose de
la méiose. (1) La recombinaison méiotique et la formation de crossing-over entre
chromosomes homologues, (2) l'inhibition d’une phase de réplication entre les deux
divisions méiotiques, (3) I'élimination séquentielle de la cohésion et (4) la mono-orientation
des kinétochores sceurs en méiose |. Au cours de mes travaux de these, j'ai caractérisé des
mutants d’Arabidopsis thaliana présentant des défauts dans la progression méiotique, la
protection de la cohésion centromérique et |'orientation des kinétochores. Ainsi les
chapitres suivants reprennent les données bibliographiques concernant les points (2), (3) et
(4).
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Il. Régulation du cycle cellulaire

Les protéines et les mécanismes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire ont
principalement été mis en évidence dans un contexte somatique. Afin de décrire les
mécanismes impliqués dans la régulation du cycle méiotique, les composants et les
mécanismes de régulation du cycle cellulaire sont brievement décrits en mettant I'accent sur
les mécanismes de phase M.

1. Le cycle cellulaire
1.1. L’activité cycline/CDK

Les mécanismes a |'origine de la progression du cycle cellulaire ont été mis en évidence
chez la levure S. pombe. L’analyse de mutants thermosensibles a permis d’identifier les
premiers genes codant pour des CDK (Cyclin Dependent Kinase)(Nurse, 1997). Tous les
eucaryotes possedent au moins une CDK contenant un domaine trés conservé appelé
PSTAIRE. Ces sérine/thréonine kinases doivent étre associées a une cycline pour étre actives.
Sachant qu’une CDK peut s’associer a des cyclines différentes et qu’une cycline peut
s'associer a des CDK différentes, les combinaisons peuvent étre multiples. L’association
d’une cycline et d’'une CDK permet d’activer I'activité kinase, nommée également activité
cycline/CDK (noté CYC/CDK). Chez les levures S. cerevisiae et S. pombe, la plupart des
complexes connus CYC/CDK se forment avec la méme CDK (ScCDC28 et SpCDC2,
respectivement). Chez les eucaryotes pluricellulaires, il existe plusieurs genes codant des
CDK, chez Arabidopsis thaliana, 29 séquences correspondant a des CDK ont pu étre
identifiées dans le génome. Ces différentes CDK ont été divisées en 7 classes (CDKA a CDKE),
la huitieme classe correspond aux CDK-like (CKL) (Menges et al., 2005) (Figure B.1l.1). Parmi
ces 7 classes, les CDKA et CDKB semblent jouer un réle essentiel dans la progression du cycle
cellulaire. AtCDKA;1 possede la plus forte homologie de séquence avec SpCDC2 et ScCDC28
et peut complémenter partiellement les mutants thermosensibles Sccdc28 (Ferreira et al.,
1991). AtCDKA;1 est impliquée dans les transitions G1-S, G2-M et au cours de la phase M, en
s’associant avec différentes cyclines. Les AtCDKB sont impliquées dans la progression de la
mitose en s’associant avec des cyclines de type A et B (Menges et al., 2005; Van Leene et al.,
2010).

En plus de I'association cycline et CDK, le complexe CYC/CDK peut étre régulé par divers
mécanismes tels que la phosphorylation/déphosphorylation ou I’association avec des
protéines régulatrices (Inzé and De Veylder, 2006; Perry and Kornbluth, 2007).

Les cyclines sont indispensables a I'activité CYC/CDK. La quantité de cyclines varie au
cours du cycle permettant ainsi I'activation ou le désassemblage du complexe CYC/CDK, la
guantité de CDK restant, quant a elle, constante au cours du cycle (Murray, 2004). Ainsi la
cycline va donner la spécificité de substrat a la CDK et déterminer sa période d’action.
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Figure B.Il.2 : Phylogénie et structure des domaines des 49 cyclines d’Arabidopsis thaliana

Toutes les cyclines possedent une cycline-box (noté ici Cyclin_N). Les cyclines de type A, B, D et SDS
contiennent en plus un domaine Cyclin_C. Seules les 9 cyclines A et les 9 cyclines B possédent une
D-box. Phylogénie E-value a 0.01. D’aprés Wang et al. 2004a



Les cyclines sont des protéines d’environ 30 a 50 kDa qui se caractérisent par la
présence d’'un domaine conservé: la cycline-box (noté cyclin_N sur la Figure B.1l.2). Ce
domaine est essentiel pour la fixation des cyclines aux CDK. Les cyclines, impliquées en
phase M, contiennent un autre motif conservé: la destruction-box (ou D-box) dont le motif
minimum correspondant aux résidus RxxLxxxxN (oU x est un acide aminé variable). Ce motif
est un signal de dégradation (appelé également dégron) reconnut par I'"APC/C (Anaphase
Promoting Complex/ Cyclosome), une E3-ligase impliquée dans la destruction de protéines
par une voie dépendante du protéasome 26S (Glotzer et al., 1991)(voir B.Il.1.2). La
destruction des différentes cyclines mitotiques est précisément régulée, chronologiquement
et spatialement, de fagon a assurer la succession correcte des différents événements
cellulaires (Sullivan and Morgan, 2007).

On trouve dans le génome d’Arabidopsis thaliana environ 50 génes codant des cyclines
(Figure B.II.2). Ces dernieres ont été classées en différentes familles dont les cyclines de type
A et B, cette nomenclature est basée sur des similarités fonctionnelles avec les cyclines
décrites chez les mammiféres (Renaudin et al., 1996; Inzé and De Veylder, 2006). Les cyclines
de type A et B s’expriment principalement dans les tissus en division (Menges et al., 2005;
Wolgemuth and Roberts, 2010). Les cyclines A de plantes se caractérisent par la présence
d’un motif LVEVXEEY et ont été réparties en trois groupes (cyclines Al, A2 et A3) sur la base
de leur similarité de séquence. Les cyclines de type B sont réparties en trois groupes: CYCB1,
CYCB2 et CYCB3 (Wang et al., 2004a). Dans des cellules synchronisées, il a été montré que
les CYCA3 sont exprimées lors de la transition G1/S puis les cyclines Al et A2 sont exprimées
en G2. Les cyclines B commencent a s’exprimer en début de phase M puis leurs expressions
diminuent au cours cette phase (Menges and Murray, 2002; Menges et al., 2005). Il existe
une grande variété de cyclines chez les plantes avec des profils d’expression différents au
cours du cycle cellulaire suggérant que chaque cycline a une fonction différente. Cependant
les mutants de cyclines présentent rarement un phénotype laissant penser a une grande
redondance fonctionnelle des cyclines chez les plantes (Wang et al., 2004a).

Les CDK, associées aux cyclines, permettent de réguler et de coordonner les différents
évenements du cycle cellulaire. Bien que des substrats des CDK aient été identifiés, leurs
implications dans les différents événements du cycle restent mal connues (Errico et al.,
2010).

1.2. L’APC/C

La dégradation des protéines est un mécanisme important lors du cycle cellulaire, elle
permet, entre autre, de modifier rapidement la concentration de certaines protéines au sein
de la cellule. Chez les eucaryotes, la majorité des protéines sont dégradées via le
protéasome 26S. Ce complexe multiprotéique dégrade les protéines étiquetées par des
molécules d'ubiquitine (Xie, 2010). Trois types d'enzymes sont impliquées dans la réaction
d'ubiquitinylation : les enzymes ubiquitine-activatrices (E1), les enzymes de conjugaison (E2)
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Figure B.11.3 : Représentation schématique de ’APC/C

L’APC/C est une E3 ubiquitine ligase formée de 11 a 13 sous-unités en fonction des
organismes. Les activateurs (CDC20 ou CDH1 en orange) se fixent au niveau de CDC27.
CDC27 est une des sous-unités a TRP (ici en bleu). Les sous-unités impliquées dans
I'organisation et la structure, ainsi que les sous-unités catalytiques sont indiquées en vert.
D’apres Sullivan et al. 2007



et enfin les enzymes ubiquitine-ligases (E3), qui greffent une chaine d’ubiquitine sur le
substrat a dégrader. L’APC/C est une ubiquitine ligase (E3) trés conservée chez les
eucaryotes. Son nom vient du role essentiel qu’elle joue lors de la transition métaphase-
anaphase. Sans APC/C fonctionnel, une cellule ne peut pas séparer ses chromatides sceurs,
sortir de la mitose et produire des cellules filles (Peters, 2006).

1.2.1.Structure de 'APC/C

L’APC/C est formé de 11 a 13 sous-unités en fonction des organismes. La plupart de ces
protéines sont conservées chez tous les eucaryotes (Peters, 2006). Les protéines APC1, APC4
et APC5 semblent impliquées dans I'organisation de la structure du complexe. Le cceur
catalytique est composé d’APC2, APC11 et APC10/DOC1. Il interagit avec I'enzyme de
conjugaison (E2). Ces protéines sont essentielles a I'activité d’ubiquitynilation. L’APC/C
contient également des homodiméres de trois protéines (APC8/CDC23, APC6/CDC16 et
APC3/CDC27) a TPR (tetratricopeptide repeat). Ce sous-complexe jouerait un rdéle important
de coordination entre le cceur catalytique et la reconnaissance du substrat. APC3/CDC27
pouvant interagir avec les IR-tail d’APC10/DOC1 et des activateurs de ’APC/C. Les études
structurales ont permis de mettre en évidence une forme triangulaire de I’APC/C avec une
cavité centrale pouvant accueillir le substrat a ubiquitinyler (Figure B.II.3) (Peters, 2006;
Sullivan and Morgan, 2007; da Fonseca et al.,, 2011; Foe and Toczyski, 2011) Chez
Arabidopsis thaliana, chaque sous-unité de I’APC/C est codée par un seul géne a I'exception
de CDC27 qui est codée par deux génes, AtCDC27a et AtCDC27b (Capron et al., 2003a). Les
mutations homozygotes dans les sous-unités de I’APC/C sont létales (la double mutation
Atcdc27a/Atcdc27b également). De plus, la plupart des mutants hétérozygotes de ces sous-
unités présentent des défauts dans le développement du gamétophyte male ou femelle liés
a une accumulation excessive de cyclines (Tableau B.Il.1) (Heyman and De Veylder, 2012).

1.2.2.Les activateurs de ’APC/C

L’APC/C est impliqué dans la dégradation de nombreuses protéines. Pour ubiquitinyler
de facon spécifique ses substrats et étre active, 'APC/C se lie a des activateurs. Les
principales protéines activatrices de I'APC/C sont les protéines CDC20 (Cell Division Cycle 20)
et CDH1 (CDC20 Homolog 1). L’association de I’APC/C avec I'activateur CDC20, par exemple,
est noté APC/C°“°, Ces protéines contiennent sept domaines WD40 en C-terminal qui sont
impliqués dans la reconnaissance du substrat par 'APC/C. Une C-Box et une IR-tail sont
nécessaires a la fixation de 'activateur a I’APC/C. L’activateur CDC20 possede des motifs de

CDHL "Ainsi CDC20 est un activateur et

destruction, sa dégradation est dépendante de I’APC/C
une cible de ’APC/C.

APC/CP®° est impliqué dans la dégradation de protéines lors de I'anaphase alors
qu'APC/CCDHl cible des protéines en sortie de phase M et en phase G1 (Peters, 2006; Pesin

and Orr-Weaver, 2008). Les activateurs étant indispensables a I'activité de I’APC/C et a la
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Phénotype méiotique du mutant

Nom Type de sous-unité Phénotype somatique du mutant (type de mutation) (type de mutation) Références
Viabilité Gamétophytique
APC1 Structure Non (T-DNA) Défaut gamétophytique femelle (T-DNA) - Wang et al. 2012c
APC2 Catalytique Non (T-DNA) Défaut gamétophytique femelle (T-DNA) - Capron et al. 2003
APC3a/CDC27a TPR Oui (T-DNA) Léger (T-DNA) N.D Perez-Perez et al. 2008
Non (T-DNA) Non (T-DNA) Défaut gamétophytique femelle .
APC3b/HOBBIT TPR Plante naine Non (T-DNA) (T-DNA) Non (EMS) Willemsen et al. 1998
Non (EMS) Perez-Perez et al. 2008
(EMS)
APC4 Structure Non (T-DNA) Défaut gamétophytique femelle (T-DNA) - Wang et al. 2012b
APC5 Structure N.D N.D N.D
Non (T-DNA) . . . . Kwee et al. 2003
APC6/Nomega TPR Plante naine (bns) (RNAI) Défaut gamétophytique femelle (T-DNA) Non (RNAI) Marrocco et al. 2009
APC7 TPR N.D N.D N.D
APC8 TPR Plante naine (EMS) Défaut gamétophytique male (EMS) N.D Zheng et al. 2011
. Non (T-DNA) . . . - Eloy et al. 2011
APC10 Catalytique Plante naine (bns) (RNAi) Delaifeapspiviionden Bl Non (RNAI) Marrocco et al. 2009
APC11 Catalytique N.D N.D N.D
., Plante naine (T-DNA) . , . o Saze et al. 2007
APC13 Associée au TPR Plante naine (RNAI) Défaut gamétophytique male (T-DNA) N.D Zheng et al. 2011
CDC20-1 Activateur Oui (T-DNA) Plant . -
ante haine N.D Oui (RNA) Kevei et al. 2011
CDC20-2 Activateur Oui (T-DNA) (RNAI) -
CDC20-3 Activateur Oui (T-DNA) aucun (T-DNA) N.D Kevei et al. 2011
CDC20-4 Activateur Oui (T-DNA) aucun (T-DNA) N.D Kevei et al. 2011
CDC20-5 Activateur Oui (T-DNA) aucun (T-DNA) N.D Kevei et al. 2011
CCS52A1 Activateur Oui (T-DNA) - aucun (T-DNA) Larson-Rabin et al. 2009
CCS52A2 Activateur Oui(T-DNA) aucun (T-DNA) Lammens at al. 2008
CCS52B Activateur Oui(T-DNA) N.D aucun (T-DNA)
L Oui (T-DNA)

UVI4/PYM Inhibiteur Oui (EMS) - aucun (EMS) Heyman et al. 2011
0SD1/uUVI4- L Oui (T-DNA) . . D'Erfurth et al. 2009
Like/GIGAS Inhibiteur oui (EMS) Méiose | uniquement (T-DNA) \wata et al. 2011

SAMBA Activateur Oui (T-DNA) Défaut gamétophytique male (T-DNA) aucun (T-DNA) Eloy et al. 2012

Tableau B.II.1 : Composants et Régulateurs de ’APC/C chez Arabidopsis thaliana

N.D : non déterminé ; bns : bonsai ;EMS : Ethylmethylsulfonate




spécificité de substrat, APC/CP? ot APC/C®™ doivent étre finement régulés afin de
dégrader leurs cibles au bon moment.

Chez Arabidopsis thaliana, on compte cinq génes codant des homologues de CDC20 et
trois codant des homologues de CDH1 (nommés chez les plantes CCS52) (Tableau B.II.1).
L'expression des genes AtCDC20-3, AtCDC20-4 et AtCDC20-5 n’a pas été détectée, suggérant
gu’il pourrait s’agir de pseudogenes. Un RNAi dirigé contre les deux génes AtCDC20-1 et
AtCDC20-2 présente un phénotype de plantes naines (Kevei et al.,, 2011). Les protéines
AtCCS52A1 et AtCCS52A2 semblent impliquées dans la régulation de I’endoréduplication, les
mutants correspondants présentent une diminution du niveau de ploidie (Lammens et al.,
2008; Larson-Rabin et al., 2009; Kasili et al., 2010). Peu d’informations sont disponibles sur le
réle du troisieme homologue de CDH1, AtCCS52B.

1.2.3.Les substrats de ’APC/C

L'APC/C reconnait ces cibles grace a des motifs de dégradation (ou dégrons). Le motif
principal de dégradation, la D-box (RxxLxxxxN), a été mis en évidence chez une cycline B. La
D-box est un motif suffisant pour induire la dégradation et peut étre transposée sur d’autres
protéines afin d’induire leur dégradation en phase M (Glotzer et al., 1991).

La KEN-box est également un motif de dégradation, il est constitué de trois résidus
conservés une lysine (K), un glutamate (E) et une asparagine (N) (Pfleger and Kirschner,
2000). D’autres motifs ont été décrits dont : la GXEN-box présente chez une chromokinésine
de xénope (Castro and Vigneron, 2003) et la A-box (AQRxLxxSxxxQRVL) présente chez les
kinases AURORA-A (Song and Rape, 2011). Pour les substrats de ’APC/C, les mutations dans
ces motifs entrainent la stabilisation du substrat.

APC/CP? et APC/C"! ne sont pas impliqués dans la dégradation des mémes substrats
et agissent a des moments différents du cycle, suggérant que les activateurs jouent un réle

CDH1

important dans la spécificité du substrat. Les études suggerent qu’APC/C reconnait des

P20 reconnait des cibles contenant une D-box.

CDC20

cibles contenant une KEN-box alors qu’APC/C
Cependant il existe des substrats contenant des D-box qui sont reconnus par APC/C et
APC/CcPH! (Pfleger and Kirschner, 2000; Sullivan and Morgan, 2007). Certains auteurs
suggerent que de légéres différences au niveau de la séquence consensus du dégron ou des
modifications post-traductionnelles pourraient influencer la reconnaissance du substrat par
différents APC/C (Sullivan and Morgan, 2007). Par exemple, la phosphorylation de la
sécurine a proximité de sa D-box inhibe son ubiquitinylation par I’APC/C. Cette inhibition de
I"'ubiquitinylation est plus importante lorsque la sécurine phosphorylée est incubée in vitro
avec APC/CP“® qu’avec APC/C*"! (Holt et al., 2008).

La reconnaissance du substrat semble également impliquer APC10/DOC1. Jusqu'a
présent, aucune interaction directe entre APC10/DOC1 et le substrat n’a été mise en
évidence mais les données structurales indiquent que CDH1 et APC10/DOC1 sont des co-
récepteurs de la D-box (Peters, 2006; da Fonseca et al., 2011).
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Figure B.Il.4 : Controle de la ségrégation des chromatides sceurs par le SAC (Spindle
Assembly Checkpoint)

Les erreurs ou I'absence d’attachement du kinétochore aux microtubules activent le SAC.
MAD2, BUB3 et BUBR1 piégent la sous-unité activatrice CDC20 de I’APC/C afin d’empécher
I’APC/CP“? de détruire la sécurine et les cyclines B. Lorsque I'attachement des kinétochores

cDC20 peut alors détruire la sécurine qui

aux microtubules est correct, CDC20 est libéré. APC/C
libere la séparase. La séparase va cliver le complexe de cohésines et permettre la séparation
des chromatides sceurs. APC/C®*“?° va également détruire les cyclines B, I'activité CYC/CDK

est inactivée et la cellule sort de la phase M (D’aprés Lara-Gonzalez et al. 2012).




1.3. Contréle de la progression du cycle cellulaire

L'enchainement des différentes étapes du cycle cellulaire est trés précisément régulé.
Afin de transmettre fidelement I'information génétique aux cellules filles, les différents
stades du cycle doivent se dérouler de maniere ordonnée et sans erreur. Comme les
différents processus du cycle cellulaire sont interdépendants, l'initiation d'un
processus dépend du bon déroulement et de lI'achévement du précédent. Les points de
contréle sont des points de décision ol des mécanismes de controle détectent et
empéchent la progression dans le cycle si les étapes précédentes n’ont pas été complétées.

En phase G1, la cellule peut entrer en division et répliquer son ADN ou sortir du cycle
pour se différencier. Si les conditions ne sont pas favorables a la division, le point de contréle
“G1"” va empécher la cellule d’entrer en phase S. Lors de la phase S, le point de controle
“intra-S”’ va retarder la progression du cycle si la réplication ne se déroule pas correctement.
Puis le point de controle “G2” ou “dommage a I’ADN”’ permet de bloquer la cellule avant la
phase M si I’ADN présente des lésions (Johnson and Walker, 1999).

Au cours de la phase M, le point de contréle du fuseau (SAC pour Spindle assembly
checkpoint) est essentiel pour assurer une ségrégation correcte des chromosomes lors de
I'anaphase car les erreurs d’attachement du fuseau peuvent entrainer des ségrégations
déséquilibrées. Le SAC permet de retarder I'anaphase afin de laisser le temps a la cellule
d’établir les connexions appropriées entre kinétochores et microtubules, assurant ainsi une
ségrégation chromosomique équilibrée. Un seul chromosome présentant un défaut dans
I'attachement du kinétochore au fuseau est suffisant pour activer ce point de contréle et
inhiber le déclenchement de I’'anaphase. Les principales protéines du SAC (MAD1, MAD2,
BUBR1, BUB1, BUB3 et MPS1) sont communes a tous les eucaryotes. Lors d’une division, les
protéines du SAC s’accumulent au niveau des kinétochores. Ces dernieres détectent
I'absence ou les erreurs d’attachements du fuseau aux kinétochores. Le SAC va séquestrer
CDC20 jusqu’a I'attachement correct des chromosomes au fuseau mitotique (Figure B.Il.4)
(May and Hardwick, 2006; Lara-Gonzalez et al., 2012). Lorsque le SAC est satisfait, CDC20 est
libéré et 'anaphase débute.

Cependant chez certaines espéces, ces points de controle peuvent étre contournés ou
sont peu actifs. Chez Arabidopsis thaliana, les protéines MAD2, BUBR1 et BUB3 localisent au
niveau des kinétochores (Caillaud et al., 2009). Mais les mutants Atmad2 ne présentent pas
de gros défauts végétatifs (Ding et al., 2012) contrairement aux embryons de souris
Mmmad2 qui dégénerent rapidement (Dobles et al., 2000). Au cours de la méiose chez A.
thaliana, le SAC semble peu actif. En effet chez un mutant Atspoll, ne formant pas de
bivalent, les chromosomes homologues ségrégent de facon aléatoire en méiose | et les
chromatides sceurs vont se séparer en méiose Il (Grelon et al., 2001). Il semblerait donc que
chez A. thaliana, les erreurs d’attachement du fuseau n’entrainent pas un arrét du cycle
mais une ségrégation aberrante des chromosomes, suggérant un point de contréle faible ou
inexistant.
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Figure B.Il.5 : Progression au cours de la phase M

L’activité CYCA/CDK (en rouge) de phase S diminue dés I'entrée en phase M sous I'action de
I’APC/CP“®® qui détruit les cyclines A. Parallelement, I'activité CYCB/CDK (en bleu)
augmente et permet I'entrée en phase M. Le SAC va étre activé afin de prolonger la
métaphase si des erreurs d’attachement des microtubules au fuseau sont détectées. En
anaphase, les cyclines B sont dégradées par I’APC/CP“®°, Vactivité CYCB/CDK chute
complétement, le fuseau est désassemblé, les chromosomes se décondensent et les deux
cellules filles se forment. L'APC/C®"! va alors dégrader CDC20 et rester actif jusqu’a la phase
S du cycle suivant.



1.4. La progression au cours de la phase M

Les études réalisées chez les différents organismes modeles, notamment les levures, ont
permis d’établir un mécanisme général pour I'entrée et la progression en phase M (Figure
B.II.5). Cependant, les organismes pluricellulaires possedent souvent de nombreuses CDK et
de nombreuses cyclines, suggérant qu’il existe des régulations bien plus importantes que
celles présentées ici.

Lors de I'entrée en phase M I'activité CYCA/CDK, nécessaire a la phase S, est encore
présente et l'augmentation de la quantité de cyclines B dans la cellule va permettre
I’activation du complexe CYCB/CDK. Lorsque cette activité atteint un certain seuil, la cellule
entre en division : les chromosomes se condensent, I’'enveloppe nucléaire disparait et le
fuseau de microtubules se met en place (Figure B.IL.5). Les cyclines A sont détruites en
prométaphase par APC/C®“?°, malgré I'activation du SAC (Di Fiore and Pines, 2010).
L’activité CYCB/CDK est maintenue jusqu’a la transition métaphase-anaphase. Lorsque le SAC
est satisfait, CDC20 est libérée. L’activation de I’APC/C°“*° va permettre la séparation des
chromatides sceurs par la dégradation de la sécurine (ce point est repris dans le chapitre
11.2.4.3). APC/CP“?° va également détruire les cyclines B, entrainant une chute de I'activité
CYCB/CDK. L'observation d’une fusion CYCB ::GFP dans des cellules HeLa montre une
diminution du signal GFP lorsque le dernier chromosome est aligné sur la plaque
métaphasique (Clute and Pines, 1999). La diminution de cette activité va permettre la
décondensation des chromosomes et la formation des nouvelles enveloppes nucléaires
(Figure B.11.5). En fin de mitose, la phosphatase CDC14 va faire chuter I'activité CYC/CDK en
activant des inhibiteurs de CDK et en activant CDH1 (Visintin et al., 1998). Ainsi a la fin de
I’anaphase I'APC/C se lie a CDH1, I’APC/CCDHl est responsable de la destruction de CDC20 via
son dégron. APC/C®"! va rester actif tout au long de la phase G1 puis sera inhibé dés la
phase S du cycle suivant (Peters, 2006; Sullivan and Morgan, 2007; Hochegger et al., 2008).

1.5. La régulation de ’APC/C permet la progression ordonnée du cycle

La régulation de I’APC/C joue un réle important dans le choix et le timing des cibles a
dégrader. Cette régulation fine assure I'enchainement des différentes étapes du cycle
(Figure B.11.6).

1.5.1.Régulation par le SAC

Comme indiqué précédemment, le SAC régule I'activité de ’APC/C®°“®°. Ce point de
contréle permet d’assurer une ségrégation équilibrée des chromosomes. Tant que les
kinétochores sont attachés de maniére incorrecte au fuseau ou non attachés au fuseau, les
protéines du SAC vont piéger CDC20 et ainsi inhiber APC/CP°
sont correctement attachés au fuseau, CDC20 est relachée. L'APC/C

. Lorsque les kinétochores

P20 haut alors détruire
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Figure B.11.6 : Régulation de I’APC/C au cours du cycle cellulaire

Jusqu’a I'anaphase, I’APC/CP“?° est inhibé car I'activateur CDC20 est piégé successivement
par EMI1 puis le SAC. Lorsque le fuseau de microtubules est correctement attaché aux
kinétochores, CDC20 est libérée. L'APC/CCDCZO ainsi activé va détruire la sécurine et les
cyclines B permettant la séparation des chromatides sceurs. En fin de phase M, I'activateur
CDH1 maintenu phosphorylé jusqu’a ce stade, est déphosphorylé par la phosphatase CDC14.
L’APC/C®"! va alors détruire CDC20 et permettre la sortie de la phase M. L’APC/CP™M reste
actif jusqu’a la transition G1-S ol CDH1 est inhibée par EMI1 pour permettre la réplication.




la sécurine et les cyclines de phase M (Lara-Gonzalez et al., 2012), déclenchant ainsi
I’'anaphase (Figure B.Il.6).

1.5.2.Régulation par EMI1 chez les vertébrés

€PC20 e doit pas étre

Bien que CDC20 soit présente dans la cellule dés la phase S, APC/C
actif avant la phase M afin de permettre I'accumulation des cyclines B. De la méme maniére
CDH1 est présente tout au long du cycle mais APC/C"! doit &tre inhibé lors de la transition
G1-S, la surexpression de CDH1 entrainant un arrét en G1 (Hsu et al., 2002). Chez les
vertébrés, la protéine EMI1 (Early Mitotic Inhibitor 1) a été mise en évidence comme un
inhibiteur de ’APC/C®°“° et APC/C®". Pour cela EMI1 se fixe au niveau de ’APC/C comme
un inhibiteur compétitif, son domaine D-box se fixant au niveau du récepteur D-box de
I’APC/C. EMI1 posséde une RL-tail en C-terminal qui semble essentielle a son activité
inhibitrice (Ohe et al., 2010). EMI1 serait responsable de I'inhibition de I'APC/C®™ & partir
de la transition G1- S. EMI1 serait également responsable de I'inhibition de I’APC/C®°“° en
G2. La dégradation de EMI1 en prophase tardive par une autre E3 ubiquitine ligase, le
complexe SCF, permettrait ainsi a 'APC/C®“? de détruire les cyclines A (Di Fiore and Pines,
2008; Pesin and Orr-Weaver, 2008). La protéine RCA1 (Regulator of Cyclin A) de D.
melanogaster est un orthologue d’EMI1, mais RCA1 inhiberait uniquement I’APC/C®™ en G2
en interagissant avec CDH1 et CDC27 (Grosskortenhaus and Sprenger, 2002) (Figure B.11.6).

1.5.3. Régulation par ACML1 chez S. cerevisiae

Chez S. cerevisiae, ACM1 (APC/CCDHl Modulator 1) est un inhibiteur de I’APC/CP™, AcM1
agit comme un pseudosubstrat de I’APC/C®"?, la protéine prend la place du substrat grace a
ses dégrons. Ces motifs sont reconnus par CDH1 qui ne peut alors plus reconnaitre ses cibles,
limitant ainsi I'activité de I’APC/CP"™"

la transition métaphase-anaphase entrainant I'activation de I’APC/C

, pendant les phases S et G2. ACM1 serait détruit lors de
PHL en fin de phase M.
Aucun homologue d’ACM1 n’a été mis en évidence chez d’autres organismes (Enquist-

Newman et al., 2008).
1.5.4.Autres régulations de ’'APC/C

La phosphorylation des activateurs est une autre voie de régulation de 'APC/C. Chez S.
cerevisiae, |'étude des points de contréle des dommages a I’ADN a mis en évidence que la
présence de cassures simple brin de I’ADN induit la phosphorylation de ScCDC20 par la PKA
(Protein Kinase cAMP-dependent). Dans ce cas I'’APC/CP%°
mitotique, inhibant de ce fait la transition métaphase-anaphase (Searle et al., 2004). La

ne dégrade plus la cycline

phosphorylation de CDH1 induit également l'inhibition du complexe APC/C®. Chez S.
cerevisiae, CDH1 est phosphorylée de la phase S jusqu’a la fin de I'anaphase. C’'est la CDK
ScCDC28, qui en association avec une cycline, est responsable de la phosphorylation de
CDH1. Puis CDH1 est déphosphorylée par ScCDC14 en fin de mitose et en G1 pour activer
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Figure B.Il.7 : Progression au cours de la méiose

L’activité CYC/CDK méiotique (en bleu) augmente en prophase | pour permettre I'entrée en
méiose |. Le SAC va étre activé afin de prolonger la métaphase | si des erreurs d’attachement
des microtubules au fuseau sont détectées. En anaphase, les cyclines de méiose | sont
dégradées par ’APC/C"“?°. Lors de la transition méiose I-méiose II, I'activité CYC/CDK est
partiellement inactivée afin de permettre la dépolymérisation du fuseau et d’éviter
I'activation des complexes de pré-réplication. L'inhibition de ’APC/C*®“® par un inhibiteur
méiose-spécifique permet d’éviter la dégradation compléte des cyclines. Puis l'activité
CYC/CDK de méiose Il augmente pour permettre I'entrée en division. Le SAC est a nouveau
activé. Lorsque les kinétochores sont correctement attachés au fuseau, I’APC/CP® détruit
les cyclines, I'activité CYC/CDK chute et la cellule sort de méiose. La dégradation d’une
activité CYCA/CDK de phase S n’a pas été établie en méiose.



APC/C®" (Jaspersen et al., 1999). Des mécanismes identiques ont été décrits chez les
vertébrés et la drosophile (Peters, 2006) (Figure B.II.6).

Des études récentes ont mis en évidence trois nouveaux régulateurs de ’APC/C chez les
plantes. La protéine SAMBA présente des similarités avec la sous-unité APC16 des vertébrés.
SAMBA pourrait étre un régulateur négatif de la croissance en agissant comme un
compétiteur des activateurs de I’APC/C. En interagissant avec AtCDC27b, SAMBA se
substituerait a CDC20 ou CDH1. Cependant, SAMBA pourrait participer a la dégradation des
cyclines de type A en activant I’APC/C lors du développement de la graine et de la plantule
chez Arabidopsis thaliana. La mutation samba entraine une augmentation de CYCA2 ;3 a ces
stades, suggérant que SAMBA pourrait étre un potentiel activateur de I’APC/C. L’analyse du
mutant indique que SAMBA n’est pas impliquée en méiose (Eloy et al., 2012). Deux autres
inhibiteurs de I’APC/C chez Arabidospis thaliana, UVI4 et OSD1/GIG1, jouent un réle dans la
régulation du cycle mitotique (Heyman et al.,, 2011; Iwata et al., 2011). L’analyse du role
méiotique de ces protéines fait partie de mes travaux de thése, leurs modes d’action seront
décrits dans le chapitre Résultats.

2. Le “cycle cellulaire” méiotique

La plupart des éléments de la machinerie cellulaire utilisée en mitose sont également
requis lors de la méiose. Cependant le cycle méiotique présente des modifications qui la
différencient d’un cycle mitotique ; une prophase prolongée, deux divisions successives
différentes précédées d’'une unique phase de réplication.

En méiose, la premiére division chromosomique est précédée d’une prophase
prolongée pendant laquelle les chromosomes homologues subissent la recombinaison
méiotique. Au cours de cette prophase prolongée, I'activité CYC/CDK est maintenue a un
niveau bas. En méiose |, I'activité CYC/CDK augmente puis chute pour permettre la
séparation des chromosomes homologues. Cette activité n’est que partiellement inactivée
lors de la transition méiose I-méiose Il afin d’empécher la réplication de I’ADN entre les deux
ségrégations de chromosomes. L’activité CYC/CDK augmente a nouveau en méiose Il pour
permettre la séparation des chromatides sceurs. Puis, l'inactivation compléte de cette
activité permet la séparation des chromatides sceurs et la sortie de la méiose (Marston and
Amon, 2004) (Figure B.II.7).

2.1. Cas particulier de la méiose femelle chez les vertébrés

Chez la plupart des organismes, lorsqu’une cellule entre en méiose, le déroulement de la
méiose se poursuit sans interruption jusqu’a la production de cellules haploides. Cependant
lors de la formation des gameétes femelles chez les vertébrés, le cycle méiotique s’arréte a
différents stades. Ainsi I'oocyte s’arréte au stade diploténe de prophase |, lors du
développement embryonnaire. A la puberté, le cycle méiotique reprend jusqu’a la
métaphase Il. C’est la fécondation qui permet la reprise de la seconde division et la fin de la
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CDK Cyclines Expression Activité CYC/CDK
CLB1 Meéiose | et Méiose |l Méiose |
CLB3 Méiose | et Méiose |l Méiose Il
CLB4 Meéiose | et Méiose |l Meéiose | a métaphase I
S. cerevisiae | ScCDC28 NS S Phase S - Méiose I- Méiose Il -
CLB5 .. e i 9 Absence d'activité lors de la
Méiose | et Méiose Il - » »
transition méiose I-méiose I
CLB6 Phase S pré-méiotique Phase S
Phase S pré-méiotique . [
SpCIG2 Méiose | et Méiose || Phase S - Méiose | - Méiose I
S. pombe SpCDC2 A-méioti
P P SpCDC13 Phase S pré-méiotique Méiose | - Méiose |
Méiose | et Méiose Il
SpREM1 Phase S pré-méiotique Phase S - Prophase

Tableau B.I1.2 : Protéines impliquées dans I'activité CYC/CDK en méiose chez les levures




méiose. La méiose femelle des vertébrés utilise des mécanismes particuliers afin de stopper
la progression méiotique lors de ces arréts (Whitaker, 1996).

2.2. La prophase prolongée retarde I'entrée en méiose |

La présence de point de contrdle en prophase permet de coordonner dans le temps la
recombinaison et la méiose I. L’activation de ces points de contréle permet de transmettre
un signal a différents mécanismes cellulaires, dont la progression du cycle cellulaire,
retardant ainsi I’entrée en méiose | afin de compléter toutes les étapes de la recombinaison
méiotique (Hochwagen and Amon, 2006).

Chez S. cerevisiae, I'entrée en méiose | requiert le facteur de transcription méiose-
spécifique, SCNDT80. ScNDT80 permet le désassemblage du complexe synaptonémal ainsi
gue la formation du fuseau, en favorisant la transcription des cyclines de phase M (ScCLB1 et
ScCLB4) (Chu and Herskowitz, 1998). La présence de cassures double brins inhiberait
I’accumulation de SCNDT80 empéchant ainsi I'accumulation des cyclines (Tung et al., 2000).
L’activité CYC/CDK de phase M ne peut alors pas atteindre le seuil minimum nécessaire pour
entrer en phase M. Parallelement, lorsque ces points de contréle sont activés, la kinase
ScWEE1 est stabilisée et phosphoryle ScCDC28 au niveau de sites essentiels a son activité,
inhibant ainsi I'activité CYC/CDK (Leu and Roeder, 1999) (Figure B.11.7).

Des études récentes montrent que chez S. cerevisiae, 'activateur de ’APC/C méiose-
spécifigue AMA1 jouerait un role important dans I'entrée en méiose |. Chez un mutant
Scamal, la prophase | est réduite et le fuseau de microtubules est assemblé

AMAL serait responsable de la dégradation du facteur

prématurément. En prophase |, I’APC/C
de transcription mitose-spécifique SCNDD1, permettant ainsi a SCNDT80 de réguler 'entrée
en méiose |. Ces résultats suggerent que certains mécanismes mitotiques doivent étre

éliminés pour laisser la place a un contréle méiose-spécifique (Okaz et al., 2012).

2.3. L’activité CYC/CDK en méiose
2.3.1.Chez S. cerevisiae

S. cerevisiae possede six cyclines de type B (CLB1 a CLB6) (Dahmann and Futcher, 1995).
CLB2, la cycline majoritaire en mitose, n’est pas exprimée et ne joue pas de role en méiose.
Les cyclines CLB5 et CLB6 ont été montrées comme nécessaires lors de la phase de
réplication pré-méiotique (Stuart and Wittenberg, 1998; DeCesare and Stuart, 2012). Grace a
des méiocytes synchronisés ou le gene SCcNDT80 est placé derriere un promoteur inductible,
les cyclines impliguées en méiose ont été identifiées. Les quatre cyclines (CLB1, CLB3, CLB4
et CLB5) sont surexprimées en méiose | et réprimées en fin de méiose Il. Mais CLB1 est
associée avec la CDK uniquement en méiose |, suggérant un mécanisme d’inhibition de CLB1
en méiose Il. L'activité CLB5/CDK est présente en méiose | et Il mais disparait lors de la
transition méiose I-méiose Il, suggérant une dégradation spécifique de CLB5. L’activité
CLB4/CDK, disparait quant a elle, au cours de la méiose Il alors que CLB3 serait uniquement
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Figure B.11.8 : Régulation de I’APC/C au cours de la méiose

A: Chez S. cerevisige, MND2 inhibe 'APC/C*™! en prophase. Cette inhibition subsiste
jusqu’a la dégradation de MND2 en fin de méiose II. L’activité de 'APC/C*™*! permet la
dégradation de ScCDC20 et la sortie de la méiose.

B: Chez S. pombe, 'APC/C®? et I'APC/CMPYFRL sont inhibés par SpMES1 lors de la
transition méiose I-méiose II.

C: Chez les vertébrés, apres I'arrét en prophase |, EMI1 inhibe APC/C afin de permettre
I"accumulation des cyclines B et la progression en méiose I. Puis EMI1 est dégradée par le
complexe SCF. Lors de la transition méiose I-méiose Il, EMI2/ERP1 inhibe partiellement
APC/CP0 pour maintenir une activité CYC/CDK résiduelle et empécher la réplication. Lors
de I'arrét en métaphase I, EMI2/ERP1 inhibe I’APC/C®°“?° jusqu’a la fécondation.

D’aprés Pesin et al. 2008

CDH1




active en méiose Il. Ces résultats suggerent que I'activité CYC/CDK est différente entre la
méiose | et la méiose Il. De plus, lorsqu’on force I'activité de CLB3 en méiose |, on observe
une séparation des chromatides sceurs. Les mémes résultats ont été obtenus quand on force
I'expression de la cycline mitotique CLB2 en méiose | (Carlile and Amon, 2008)(Tableau
B.I.2).

2.3.2.Chez S. pombe

Chez S. pombe la CDK, SpCDC2, est nécessaire a la réplication pré-méiotique et aux deux
divisions méiotiques. L’activité kinase de SpCDC2 augmente lors de la phase S pré-méiotique
et atteint un sommet lors des divisions méiotiques (Murakami and Nurse, 1999). Trois
cyclines ont été mises en évidence pour leur réle en méiose. SpCIG2 s’associe avec SpCDC2,
le complexe CIG2/CDC2 est actif lors de la réplication pré-méiotique et une activité
CIG2/CDC2 est présente en méiose I. SpCIG2 est également requise en méiose Il (Borgne et
al., 2002). CDC13 est la cycline B de phase M et est essentielle aux deux divisions (Grallert
and Sipiczki, 1991; lino et al., 1995). La cycline B, REM1, est présente uniquement en méiose.
Elle est exprimée dés la phase S pré-méiotique. REM1 et CIG2 sont nécessaires a la
réplication pré-méiotique. De plus, le mutant rem1 présente des défauts de recombinaison
méiotique (Malapeira et al., 2005) (Tableau B.11.2).

2.3.3.Chez les vertébrés

Chez la souris femelle, 'oocyte arrété en diploténe contient une faible quantité de
cycline B1 (Ledan et al., 2001; Solc et al., 2010). Les études ont mis en évidence que l'arrét

en prophase | est préservé grace a une inhibition de CDK1 et un complexe APC/C®"

actif qui
empéche I'accumulation de la cycline B1 (Reis et al., 2008). L’activité de I'’APC/C°™" serait
stimulée par BUBR1 (un composant du SAC) qui stabiliserait COH1 (Homer et al., 2009). Lors
de la reprise de la méiose, I'inhibiteur EMI1 empéche I’APC/C®™ de détruire la cycline B1
permettant son accumulation et I'entrée en division (Marangos et al., 2007). Puis EMI1 est
dégradée par le complexe SCF lors de la rupture de I'’enveloppe nucléaire (Figure B.11.8). Ainsi
la quantité de CYCB1 augmente et I'activité CYCB1/CDK atteint un pic en fin de premiére
division (Verlhac et al., 1994). L’activation de ’APC/C est nécessaire pour achever la méiose
I, notamment pour la dégradation de la cycline Bl et de la sécurine (Ledan et al., 2001;
Terret et al., 2003). L'expression de CYCB1 non destructible entraine un blocage en
métaphase | (Herbert et al.,, 2003). Lors de I'entrée en méiose Il, I'activité CYCB1/CDK1
augmente a nouveau et cette activité se maintient a un niveau élevé lors de l'arrét en
métaphase Il. L'inhibition de I’APC/C est un des mécanismes a l'origine du maintien d’une
activité CYCB/CDK élevée. La protéine EMI2 (endogenous meiotic inhibitor 2 ou Emil-related
protein 1 XIERP1), un paralogue d’EMI1, est un inhibiteur de I'APC/C qui permet de
maintenir un niveau élevé d’activité CYCB/CDK lors de I'arrét en métaphase Il (Madgwick and
Jones, 2007; Perry and Verlhac, 2008; Von Stetina and Orr-Weaver, 2011).
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La cycline A2 a récemment été mise en évidence pour son réle lors de la méiose femelle
chez la souris. CYCA2 est nécessaire a I'entrée en méiose | et a la séparation des chromatides
sceurs en méiose Il. Lorsque CYCA2 est présente artificiellement en méiose |, on observe une
séparation prématurée des chromatides sceurs et un arrét en anaphase |. Ainsi CYCA2 doit
étre présente pour entrer en méiose | mais absente lors de la progression en méiose I. Puis
CYCA2 doit a nouveau étre présente en méiose Il pour permettre la séparation des
chromatides sceurs (Touati et al., 2012).

2.3.4.Chez les plantes

Peu de données sont actuellement disponibles sur la progression méiotique chez les
plantes. C’'est AtCDKA;1 qui semble étre le régulateur clé de la progression méiotique. Le
mutant Atcdka ;1 n’est pas viable mais un alléle faible de ce géne présente des défauts lors
de la méiose male et femelle (Dissmeyer et al., 2007). Cependant on ne peut exclure
I'activité d’autres CDK lors de la méiose chez Arabidopsis thaliana.

La cycline AtCYCA1;2/TAM (Tardy Asynchronous Meiosis) a été identifiée comme
impliquée dans la progression méiotique, car une mutation ponctuelle dans ce géne entraine
un ralentissement de la progression lors de la méiose male (Magnard et al., 2001; Wang et
al., 2004b). L’étude de TAM fait partie des travaux que j’ai réalisés au cours de ma theése, les
données obtenues seront reprises dans le chapitre Résultats.

Deux protéines impliquées dans la sortie de la méiose ont également été décrites chez
Arabidopsis thaliana. AtSMG7 (Suppressor with Morphogenetic effects on Genitalia7) est
une protéine conservée et impliquée dans le RNA decay. La mutation Atsmg7 induit une
stérilité suite a un arrét en méiose au stade anaphase Il. Cet arrét est lié a une activité
CYC/CDKA;1 qui ne diminue pas aprés la ségrégation des chromosomes en anaphase Il (Riehs
et al.,, 2008; Bulankova et al., 2010). TDM1 (Three Division Mutant 1) est le premier
régulateur du cycle méiotique a avoir été identifié chez A. thaliana. TDM1 est une protéine
de fonction inconnue qui semble méiose-spécifique. Le mutant Attdm1 présente un défaut
méiotique original ol la méiose Il male est suivie d’'une troisieme division entrainant la
formation de spores aberrantes (Ross et al.,, 1997; Glover et al.,, 1998; Bulankova et al.,
2010).

2.4. La transition méiose I-méiose Il

L'absence de phase de réplication entre les deux divisions méiotiques est une
particularité présente uniguement en méiose et qui nécessite une régulation fine. Lors de la
transition méiose I-méiose I, I'activité CYC/CDK doit étre assez faible pour permettre la
dépolymérisation du fuseau mais pas completement éteinte afin d’empécher I'activation des
complexes de pré-réplication (Figure B.Il.7)(Marston and Amon, 2004).
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2.4.1.Mise en évidence d’une activité résiduelle CYC/CDK lors de la transition
méiose I-méiose Il

L'analyse d’oocytes de X. laevis in vitro a permis de montrer qu’une faible activité CDK
persiste apres la fin de la méiose I. Cette activité résiduelle est nécessaire pour inhiber
I'entrée en phase de réplication entre les deux divisions méiotiques (Furuno et al., 1994;
Iwabuchi et al., 2000). L’injection d’'une forme dominante négative de XICDK1 dans des
oocytes de X. lagevis entraine une réplication prématurée de I’ADN lors de la transition
méiose |-méiose Il (Furuno et al.,, 1994). De plus, lorsque la cycline B est complétement
dégradée en fin de méiose I, la cellule entre en interphase au lieu d’entrer en méiose I
(lwabuchi et al., 2000; Ledan et al., 2001). Ces études montrent que cette activité résiduelle
serait plutét liée a la stabilisation d’'une partie des cyclines B plutot qu’a une nouvelle
synthése (Kobayashi et al., 1991). Cependant une autre étude montre que le maintien d’une
activité résiduelle, chez X. laevis, est également lié a la néo-synthése de cyclines B lors de la
transition méiose I-méiose Il (Hochegger et al., 2001).

Chez S. pombe, I'étude de la cycline, SpCDC13 suggéere également une diminution et pas
une disparition compléete de la quantité de cycline lors de la transition méiose I-méiose Il car
I’activité CDC13/CDK reste élevée au cours des deux divisions méiotiques. Cependant une
diminution de SpCDC13 n’a pas pu étre observée directement dans les cellules synchronisées
(Borgne et al., 2002). L’analyse, par quantification, d’une fusion SpCDC13::GFP montre une
baisse de la quantité de la cycline SpCDC13 d’environ 50% entre la métaphase | et I'anaphase
| et pas une disparition complete du signal GFP (lzawa et al., 2005).

2.4.2.Maintien d’une activité CYC/CDK résiduelle

Une dégradation partielle des cyclines pourrait étre a l|'origine de cette activité
résiduelle. On peut alors facilement imaginer que I'inhibition de ’APC/C lors de la transition
soit a I'origine de la dégradation partielle des cyclines B (Gross et al., 2000).

L’analyse du mutant Spmes1 chez S. pombe, a permis de faire le lien entre I'inhibition de
I’APC/C et la dégradation partielle de la cycline B, CDC13. Le mutant Spmes1 produit des
spores diploides car sa méiose se termine avant I'entrée en méiose Il (Shimoda et al., 1985).
L'observation de la cycline SpCDC13 fusionnée a la GFP montre que SpCDC13 est
complétement détruite en fin d’anaphase | chez un mutant Spmes1 (lzawa et al., 2005).
Grace a un crible suppresseur, cette équipe a identifié une mutation dans SpCDC20 capable
de supprimer le phénotype du mutant Spmesl, suggérant que SpMES1 peut inhiber
’APC/CP®. S. pombe posséde également un activateur méiose-spécifique MFR1/FZR1.
APC/CMFRl/FZRl est impliquée dans la dégradation de la cycline SpCDC13 en fin de méiose Il
nécessaire a la formation des spores (Blanco et al., 2001; Kimata et al., 2011). Cependant
MFR1/FZR1 participe également a la dégradation de SpCDC13 lors des deux divisions
méiotiques car la dégradation de SpCDC13 est ralentie en anaphase | et Il chez un mutant
Spmfrl/fzrl1 (Yamamoto et al., 2008). Cette étude montre également que I’APC/CMFRl/FZR1
n’est pas inhibé efficacement par le SAC et que MFR1/FZR1 n’interagit pas avec SpMAD?2,
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Figure B.11.9 : Modeéle de régulation de ’APC/C par SpMES1 au cours de la méiose
Sur le schéma : Slp1 = SpCDC20 et FZR1 = SpMFR1/FZR1

SpMES1 se fixe 3 SpCDC20 et SpMFR1/FZR1 pour inhiber APC/CP®° et APC/CVFRYFZRL oy
méiose . Puis ’APC/C°“® ubiquitynile SpMES1 et se libére de son inhibition. En méiose I,
SpMES1 est ubiquitynilée et dégradée. APC/CP° et APC/CMFRI/FZR1 sont activés pour
achever la méiose Il. D’aprés Kimata et al. 2011



suggérant qu’APC/CMFRl/FZR1 aide APC/C°“®® 3 accomplir 'anaphase rapidement. L'inhibiteur
de I’APC/C méiose-spécifique, SpMES1, est nécessaire pour éviter la dégradation compléte
des cyclines B en fin de méiose I. SPMES1 est reconnue par les domaines WD40 de SpCDC20
grace a ses domaines D-box et KEN-box. L’interaction entre SpMES1 et SpCDC20 est
indispensable a la fonction inhibitrice de SpMES1 (lzawa et al., 2005; Kimata et al., 2008).
Une étude plus récente montre que SpMES1 inhibe APC/CP®0 et APC/CMPRYFZRL opy agissant

€PC20 ybiquitynile SpMES1
MFR1/FZR1

comme un substrat compétitif sur I’APC/C en méiose |. Puis I’APC/C
et se libére de son inhibition pour étre a nouveau actif, mais I’APC/C reste inactif. En
méiose I, SpMES1 est détruit, 'APC/C®®“° et I'APC/CVPRYFZRL heuvent alors dégrader
complétement les cyclines pour sortir de la méiose (Figure B.Il.8 et 9). Chez S. pombe, une
régulation différente des deux activateurs de I’APC/C, par SpMES1, est donc requise lors de
la transition méiose I-méiose Il (Kimata et al., 2011).

Des études réalisées chez la souris et le xénope ont permis d’identifier MmMEMI2/XIERP1
comme un inhibiteur de I’APC/C responsable de l'activité résiduelle CYC/CDK lors de la
transition méiose I-méiose Il (Madgwick et al., 2006; Ohe et al., 2007; Tang et al., 2008a)
(Figure B.I1.8). Chez le xénope, XIERP1 est détectée dans les oocytes juste avant la transition
et persiste jusqu’a I'arrét en métaphase Il. De plus, les oocytes Xlerpl n’entrent pas en
méiose Il et répliquent leur ADN aprés la premiére division (Ohe et al., 2007). Chez la souris,
MmEMI2 est essentielle a la stabilisation des cyclines B en fin de méiose | et a la formation
du fuseau en méiose Il (Madgwick et al., 2006). La protéine MmMEMI2 est finement régulée
au cours de la méiose femelle, les études ont montré que la présence d’'une quantité
importante de MmMEMI2 en méiose | entraine un arrét en métaphase | (Madgwick et al.,
2006). En méiose |, MMEMI2 serait dégradée par une voie de phosphorylation faisant
intervenir I'activité CYCB/CDK. Les auteurs suggerent que |’activité CYCB/CDK en méiose | est
plus importante (ou différente) qu’en méiose Il. Ainsi MmEMI2 serait dégradée jusqu’en fin
de méiose | puis présente dans I'oocyte de la transition méiose I-méiose Il, pour inhiber la
destruction complete des cyclines B, jusqu’a l'arrét en métaphase Il pour maintenir une
activité CYCB/CDK élevée (Tang et al., 2010). Différentes études ont montré qu’EMI2 agit
comme un substrat compétitif de ’APC/C, sa D-box entre en compétition avec celle des
substrats de I’APC/C et son domaine ZBR (Zinc binding région) bloque I'activité ubiquitine
ligase de I’APC/C (Miller and Summers, 2006). La D-box et le ZBR de MmMEMI2/XIERP1 sont
également nécessaires a I'inhibition de I’APC/C. Néanmoins, I'interaction entre la D-box et
I’APC/C serait partielle et non-essentielle a I'inhibition (Nishiyama et al., 2007; Tang et al.,
2010). La RL-tail, présente en C-terminale, serait le point d’ancrage de MmEMI2/XIERP1 (et
d’EMI1) a I'APC/C via la sous-unité CDC27, permettant aux domaines D-box et ZBR d’inhiber
I’APC/C. L’analyse de I'interaction MmEMI2/XIERP1-CDC27 montre que le site de fixation de
la RL-tail d’EMI2 est distinct du site de fixation de I'IR-tail de CDC20 a I’APC/C, confirmant
que les membres de cette famille d’inhibiteur de I’APC/C ne sont pas des compétiteurs des
activateurs de ’APC/C (Ohe et al., 2010). Tang et al. propose un modeéle oU MmEMI2/XIERP1
inhiberait 'APC/C“?° en bloquant le transfert des ubiquitines de I’APC/C vers le substrat
(Tang et al., 2010).

INTRODUCTION 26



Protéine Mutant Phénotype méiotique du mutant Role de la protéine
ScCLB1 Scclb1/Scclb4 Absence de seconde division » : L,
Protéines impliquées
ScCLB3 Scclb1/Scclb3 Absence de seconde division dans I'activité CYC/CDK
en méiose
ScCLB4 Scclb1/Scclb3/Scclb4 Absence de seconde division
S. cerevisiae ScSPO13 Scspol3 Une division équationnelle Inconnu
S e,
cSPO12 Scspol2 Une seule division, comprenant la Protelnesllmp!lquees
méiose | et Il dans les mécanismes de
ScSLK19 Scslk19 sortie de division
S. pombe SpMES1 Spmes1 Absence de seconde division Inhibition de I'APC/C
X. laevis XIERP1/EMI2 Xlerp1/emi2 Absence de seconde division Inhibition de I'APC/C
A.thaliana AtOSD1 Atosd1 Absence de seconde division Voir Résultats

Tableau B.I1.3 : Protéines impliquées dans la transition méiose I-méiose Il




2.4.3.Autres protéines essentielles a la transition méiose I-méiose Il

L'observation de mutants n’effectuant pas la transition méiose I-méiose Il chez les
différentes especes modeles a permis d’identifier d’autres composants de la machinerie
cellulaire indispensable a la progression méiotique (Tableau B.11.3).

Chez S. cerevisiae, la progression des divisions méiotiques nécessite cing cyclines B. Les
mutants de chacune de ces cyclines ne présentent pas de phénotype méiotique. Cependant
I’'absence de deux ou trois de ces cyclines (clblclb4, clbiclb3 ou clbliclb3clb4) entraine la
formation de spores diploides viables (Dahmann and Futcher, 1995). L’analyse du double
mutant c/blclb4 montre que le phénotype est lié a une absence de seconde division
méiotique (Kiburz et al., 2008). Ainsi chez S. cerevisiae, la distribution de I'activité des
différentes cyclines au cours de la méiose et I'analyse des mutants montrent qu’au moins
deux cyclines (dont CLB1) sont nécessaires a la transition méiose I-méiose Il (Tableau B.II.3).

La protéine ScSPO13 est impliquée, entre autre, dans la progression méiotique. ScSPO13
est une protéine méiotique, présente uniquement chez les levures apparentées a S.
cerevisiae et de fonction inconnue. Chez le mutant Scspo13, la méiose se limite a une unique
division équationnelle (Klapholz and Esposito, 1980). Le role de ScSPO13 dans la ségrégation
des chromosomes homologues sera repris dans les chapitres B.lll et B.IV. Au niveau du cycle
méiotique, ScSPO13 serait un régulateur négatif de la progression car le phénotype du
mutant Scspol3 peut étre partiellement supprimé en ralentissant la méiose et la
surexpression de ScSPO13 retarde I'achévement de la méiose | (Mccarroll and Espositot,
1994). Les auteurs suggerent que ScSPO13 pourrait compenser la chute de I'activité
CYC/CDK lors de la transition méiose I-méiose Il pour permettre I'entrée en deuxieme
division sans phase de réplication. L'analyse de la surexpression de ScSPO13 en mitose
montre que ScSPO13 peut retarder I'anaphase en inhibant ’APC/C (Varela et al., 2010).
Cependant le réle exact de ScSPO13 lors de la progression méiotique reste inconnu (Tableau
B.II.3).

Deux autres mutants de S. cerevisiae, Scspo12 et Scslk19, présentent une méiose réduite
a une seule division (Klapholz and Esposito, 1980). Chez ces mutants, le fuseau n’est pas
désassemblé a la fin de I'anaphase |, la méiose se poursuit et les chromatides sceurs se
séparent a ce moment-la. Ceci suggére que la méiose Il est initiée avant la fin de la méiose |
et que ScSP0O12 et ScSLK19 appartiennent a un mécanisme de surveillance qui bloque la
progression du cycle tant que la méiose | n’est pas terminée (Buonomo et al., 2003; Marston
et al., 2003). ScSLK19 et ScSPO12 appartiennent a la voie FEAR (CDC fourteen early anaphase
release) et sont impliquées dans le relargage de CDC14 en anaphase. La phosphatase CDC14
joue un role essentiel dans I'inactivation de I'activité CYC/CDK nécessaire a la sortie du cycle
(Visintin et al., 1998). Les mutations Scspo12 et Scslk19 retardent le relargage de CDC14 et
donc le désassemblage du fuseau mais la méiose continue et la seconde division sépare les
chromatides soeurs (Tableau B.11.3).
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Un crible transcriptomique mené chez A. thaliana a permis I'identification d’AtOSD1
(Omission of Second Division), une protéine essentielle a la transition méiose I-méiose Il. Le
mutant Atosd1 produit des spores diploides viables car chez ce mutant la méiose se limite a
une unique division réductionnelle (d’Erfurth et al., 2009). J'ai réalisé une analyse
fonctionnelle d’AtOSD1 au cours de ma these, les données obtenues seront décrites dans le
chapitre Résultats.

2.5. Autres particularités de ’APC/C en méiose

Comme indiqué précédemment, S. pombe possede un activateur et un inhibiteur de
I’APC/C méiose spécifique, SpMFR1/FZR1 et SpMES1. Les vertébrés possedent I'inhibiteur de
I’APC/C spécifique a la méiose, EMI2/ERP1 (Figure B.11.8).

Chez S. cerevisiae, I'activateur de ’APC/C, AMA1, est exprimé uniqguement en méiose et
est nécessaire a la production de spores. AMA1 est présent dés la phase S pré-méiotique
mais son activité est requise en méiose tardive (Cooper et al., 2000). Au cours de la méiose,
APC/C*™MA st inhibée par SCMND2 pour éviter une séparation précoce des chromosomes
(Oelschlaegel et al., 2005; Penkner et al., 2005). Chez un mutant Scmnd2, la cohésion est
éliminée précocement et la méiose s’arréte a un stade prophase-like suite a I'activation du
checkpoint de recombinaison. SCMND2 disparait au cours de I'anaphase Il, permettant ainsi
I'activation de I'’APC/C*™'. Ainsi en fin de méiose, 'APC/C*™*! permet la dégradation de
ScCDC20 et participe a la sortie de la méiose Il et a la formation des spores (Diamond et al.,
2009; Tan et al., 2011) (Figure B.II.8). Cependant, une étude récente montre que I'activité de
’APC/C*MA est essentielle 3 la prophase prolongée et a la transition prophase I-méiose |
(Okaz et al., 2012).

Chez D. melanosgaster, deux activateurs méiose-spécifiques ont été identifiés.
DmCORTEX est impliquée dans la dégradation des cyclines en anaphase | chez la femelle.
L’activateur DmFZR2 est, quant a lui, impliqué dans la dégradation des cyclines lors de la
méiose male (Pesin and Orr-Weaver, 2008).

En méiose aussi, le SAC apparait comme indispensable a la ségrégation des
chromosomes en méiose | et Il (Figure B.1l.7). L'observation de la méiose de S. pombe en
direct montre que l'anaphase | et Il, par lI'observation de la diminution du signal
SpCDC13::GFP, sont fortement retardées lorsque des erreurs d’attachement des
kinétochores sont induites grace a des mutations affectant la ségrégation des chromosomes.
Le SAC inhibe 'APC/C®®“® car une mutation Spcdc20 peut limiter le retard observé en
anaphase chez un mutant Spspoll. Il semblerait que le SAC ne puisse pas inhiber
’APC/CMPRYFRL  de plus MFR1/FZR1 n’interagit pas avec MAD2 en double hybride
(Yamamoto et al., 2008). Chez S. cerevisiae, SCMAD2 régule I'activité de I’APC/C°“° en
métaphase | (Shonn, 2000). De plus, en absence de ScMAD2, I'activation précoce de
I’APC/CP® accélere Vactivité de I'APC/C*™MA!. |’activation précoce de I'APC/C*MA! va
perturber I'’enchainement des événements du cycle (Tsuchiya et al., 2011). La présence d’un
controdle par le SAC en méiose | chez les vertébrés a longtemps été controversée. Cependant,
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I’'analyse d’oocytes de souris montre que MMMAD?2 est présente au cours de la méiose et se
localise au niveau des kinétochores non-attachés pour retarder I'anaphase | (Wassmann et
al., 2003). On retrouve une localisation de MAD2 au niveau des kinétochores en méiose | et
Il chez le mais (Yu et al., 1999).

En méiose, 'APC/C joue un rdle important dans le contrdle de la ségrégation des
chromosomes, la progression du cycle, la coordination des différentes phases méiotiques et
les arréts du cycle au cours de la méiose femelle des vertébrés. L'identification d’activateurs
et de régulateurs de I'APC/C méiose-spécifiques a permis de mieux comprendre les
mécanismes mis en jeu au cours des divisions méiotiques. Les différentes étapes de la
méiose nécessitent, en plus des composants mitotiques, des complexes APC/C-activateurs
ainsi que des régulateurs méiose-spécifiques, montrant qu’un controle complexe de la
machinerie cellulaire est nécessaire a la formation de cellules haploides.
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1. La cohésion

1. Cohésion

La ségrégation équilibrée des chromatides sceurs est une étape essentielle lors des
divisions cellulaires. La cohésion, mise en place lors de la réplication, maintient ensemble les
deux chromatides génétiqguement identiques. Ce lien physique permet de les maintenir
ensemble afin de les séparer correctement en mitose et en méiose lors de I'anaphase.

1.1. La cohésion lors de la mitose

Lors de la mitose, une cellule mére se divise pour donner naissance a deux cellules
filles identiques (Figure B.IIl.1(A)). A Iissue de la phase S, I'ensemble du génome a été
répliqué et les chromosomes sont formés de deux chromatides maintenues ensembles par la
cohésion. En phase M, les chromatides sceurs doivent étre réparties équitablement entre les
deux cellules filles. Au niveau des centromeres, les kinétochores assurent la connexion entre
les chromosomes et le fuseau de microtubules. Ainsi, en métaphase, les chromosomes sont
soumis a deux forces opposées : la force générée par le fuseau et la résistance exercée par la
cohésion entre les chromatides sceurs. Lorsque tous les chromosomes sont correctement
attachés au fuseau et bien sous tension, I'anaphase débute. C'est I'élimination de la
cohésion par la séparase qui permet de libérer les chromatides sceurs qui vont migrer vers
les pbles opposés de la cellule sous l'action du fuseau (Figure B.lIl.1(A))(Sakuno and
Watanabe, 2009).

1.2. La cohésion lors de la méiose

En méiose, la succession d’'une phase de réplication suivie de deux étapes de
ségrégation de chromosomes nécessite une élimination séquentielle de la cohésion (Figure
B.111.1(B)). Comme en mitose, la cohésion est mise en place lors de la phase S. En méiose |,
les chromosomes homologues sont liés par les crossing-over, qui ont induit un échange
réciproque d’ADN entre deux chromatides non-sceurs. En métaphase |, le mécanisme de
recombinaison est achevé et la cohésion entre chromatides sceurs permet de stabiliser les
chiasmata. Elle permet de maintenir les homologues ensemble jusqu’a leur séparation
équilibrée en anaphase |. Lors de la transition métaphase I-anaphase |, la cohésion est
éliminée le long des bras permettant de supprimer le lien physique entre les chromosomes
homologues. En anaphase |, la force qui maintenait les homologues entre eux est éliminée,
du fait de la destruction de la cohésion de long des bras. La force exercée par le fuseau
entraine les homologues aux poéles opposés de la cellule grace a la mono-orientation des
kinétochores sceurs. La cohésion entre les chromatides soeurs reste néanmoins présente au
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Figure B.lIl.2: Le complexe de cohésines et VI'élimination de Ila cohésion
(A) Structure du complexe de cohésines. Le complexe de cohésines forme un anneau protéique
composé de quatre sous-unités (D’aprés Nasmyth et al. 2009) (B) Image de microscopie électronique
d’un complexe de cohésines humaines (D’apres Anderson et al. 2002) (C) lllustration du modéle de
I’encerclement des deux molécules d’ADN sceurs par I'anneau de cohésine (D’aprés Nasmyth et al.

2009) (D) Le clivage de la sous-unité kléisine (ici SCC1) par la séparase et ouverture de 'lanneau de
cohésines.



niveau des centromeres. Cette cohésion centromérique permet de contrecarrer la force
exercée par le fuseau en métaphase Il et de mettre les chromosomes sous tension.
L’élimination de cette cohésion centromérique permet de séparer équitablement les
chromatides sceurs en anaphase Il. Cette élimination de la cohésion en deux étapes
nécessite des mécanismes de régulation spécifique a la méiose afin de maintenir une
cohésion centromérique jusqu’en métaphase Il (Figure B.IIl.1(B))(Sakuno and Watanabe,
2009).

2. Les cohésines en mitose

La nature de la cohésion a été mise en évidence a la fin les années 90 (Melby et al.,
1998; Haering et al.,, 2002). Le complexe multi-protéiques nommé “cohésines “ est
nécessaire au maintien de la cohésion entre les chromatides sceurs de la réplication jusqu’au
déclenchement de I'anaphase (Wood et al., 2010).

2.1. Structure des cohésines

Le complexe de cohésines est formé de quatre sous-unités: SMC1 et SMC3 qui
appartiennent a la famille des protéines SMC (Structural Maintenance of Chromosomes),
une kléisine (SCC1) et une sous unité SCC3 (Sister Chromatid Cohesion)(Figure B.111.2(A)). Ces
guatre protéines sont conservées chez tous les eucaryotes. Cependant, on trouve chez
certains organismes des variants de ces sous-unités permettant la formation de complexes
de cohésines de compositions différentes. (TABLEAU B.IIl.1) (Nasmyth and Haering, 2009;
Wood et al., 2010).

Les protéines SMC possédent un domaine coiled-coil antiparalléle qui se replie sur
lui-méme et qui permet de rapprocher les domaines Nt et Ct (Figure B.IIl.2(A)). Ces protéines
présentent une structure globulaire formant un demi-domaine ATPase, composé grace a
I'association des acides aminés Nt et Ct. Les acides aminés présents au centre du domaine
coiled-coil antiparalléle forment une région charniére. Les régions charniéres de SMC1 et
SMC3 se dimérisent pour former un hétérodimére en forme de V. Les demi-domaines
ATPase de SMC1 et SMC3 se situent ainsi a I'extrémité des “bras” (Figure B.III.2(A)) (Haering
et al., 2002). Le domaine globulaire de SMC3 est capable d’interagir avec I'’extrémité Nt de
SCC1, I'extrémité Ct de SCC1 interagit avec le domaine globulaire de SMC1 (Haering et al.,
2002; Gruber et al., 2003). SCC1 appartient a une famille de protéine, les kleisines (du grec
fermeture) et permettrait de relier les deux domaines globulaires de SMC1 et SMC3 pour
former une structure tripartite. Indépendamment, SCC1 interagit avec SCC3 (Haering et al.,
2002). La structure et la fonction de SCC3 sont peu connues cependant SCC3 contient des
domaines HEAT, suggérant une structure flexible de la protéine et une facilité a établir des
interactions protéine-protéine.

La structure en anneau de ce complexe, montré par des observations en microscopie
électronique (Figure B.111.2(B)), serait a I'origine de la cohésion entre les chromatides sceurs
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Les cohésines sont chargées et déchargées de facon dynamique avant la phase de
réplication. La cohésion est établie au cours de la phase S. ECO1/CTF7 et les composants du
complexe de réplication sont nécessaires a la mise en place de la cohésion. Jusqu’a la
transition métaphase—anaphase, les cohésines sont maintenues au niveau des chromosomes
grace a PDS5 et Sororin. Lors de la transition métaphase—anaphase, la séparase clive la
kléisine de 'anneau de cohésines, les chromatides sceurs se séparent. En fin de phase M, les
peuvent étre recyclées pour le cycle suivant.
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(Haering et al., 2002). Cette structure en anneau a amené les auteurs a proposer le modele
de I'encerclement des deux molécules d’ADN sceurs par I'anneau de cohésine (Figure
B.IIl.2(C)) (Nasmyth and Haering, 2005). Cependant ce modele n’exclut pas la présence
d’autres configurations (Gruber et al., 2006; Haering et al., 2008)

2.2. Chargement des cohésines sur la chromatine

Les cohésines doivent étre préalablement chargées sur I’ADN pour permettre
I’établissement de la cohésion lors de la phase S. L’hydrolyse de I’ATP au niveau des tétes
globulaires de SMC1 et SMC3 et I'action de SCC2 et SCC4, sont nécessaires a ce chargement.
Le chargement des cohésines est un mécanisme dynamique ou le complexe SCC2/SCC4
charge les cohésines et le complexe WAPL/PDS5 les décharge (Bernard et al.,, 2008;
Nasmyth, 2011) (Figure B.III.3).

Les sites de fixation des cohésines ont été identifiés par immunoprécipitation de la
chromatine chez S. cerevisiae. Ces expériences montrent que les cohésines se fixent environ
tous les 10 kb mais qu’aucune séquence spécifique n’influence la fixation des cohésines
(Glynn et al., 2004; Peters et al., 2008). On observe chez la plupart des eucaryotes, un
enrichissement en cohésines au niveau du centromeére. Les cohésines centromériques sont
importantes car les centromeres sont directement exposés a la tension du fuseau. Elles
participent a I'orientation des kinétochores. C’est la présence de marques sur la chromatine
aux centromeres qui influencerait le chargement des cohésines. En effet, les cohésines sont
plus nombreuses au niveau des régions d’hétérochromatine et cet enrichissement est
dépendant de la protéine SWI6 chez S. pombe. SpSWI6 est un homologue de HsHP1
(Heterochromatin Protein 1), un composant essentiel de I’"hétérochromatine qui se fixe sur
les résidus K9 triméthylés de I’histone H3 au niveau des centromeéres. Chez un mutant
Spswi6, la quantité de cohésines centromériques est réduite, entrainant des défauts de
ségrégation (Bernard et al., 2001b; Nonaka et al., 2002). Cependant le mécanisme d’action
de SWI6 pour le chargement des cohésines reste inconnu et n’a été observé que chez
S.pombe. Dans des cellules humaines, on observe une faible réduction de la quantité de
cohésine chez un mutant Hshpl, suggérant qu’il existe d’autres mécanismes impliqués dans
la localisation des cohésines aux centromeéres (Peters et al., 2008).

2.3. Mise en place et maintien de la cohésion entre chromatides sceurs

Les cohésines sont préalablement chargées sur I’ADN mais le lien physique qui
permet de maintenir ensemble les deux chromatides sceurs n’est établi que lors de la phase
S. La protéine ECO1/CTF7 s’associe avec les composants du complexe de réplication pour
établir la cohésion (Toth et al., 1999)(Figure B.lll.3). ECO1 code une acétyl-transférase qui
acétyle la sous-unité SMC3 du complexe de cohésines lors de la mise en place de la
cohésion. Cette activité serait contrecarrée par WAPL et PDS5, qui auraient également un
réle antagoniste a ECO1 (Ben-Shahar et al., 2008; Vaur et al., 2012). Les protéines PDS5 et
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S.pombe PSM1 PSM3 CUT1 CUT2
REC8 REC11
SCC1=MCD1
S.cerevisiae SMC1 SMC3 SCC3=IRR1 ESP1 PDS1
REC8
Scc1
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C.elegans HIM1 SMC3 REC8 Scc3 SEP-1 IFY-1
COH3
COH4
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D.melanogaster SMC1 CAP PIM
C(2)Mm SA2 THR
SMCla RAD21 SA1
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SMC1b
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SMCla RAD21
X.laevis SMC3
SMC1b
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A.thaliana SMC1 SMC3 gV SCc3 AESP1 ?

Tableau B.III.1 : Les sous-unités des cohésines chez les différents organismes modeéles
Les protéines en rouge indiquent les sous-unités montrées comme méiose-spécifiques
D’aprés Nasmyth et al., 2009, Nasmyth 2011 et Schubert et al., 2009.




Sororin, ont été mises en évidence pour leur réle dans le maintien de la cohésion apreés la
phase de réplication (Rankin, 2005; Xiong and Gerton, 2010; Vaur et al., 2012)(Figure B.111.3).
Les oocytes de mammiferes sont un exemple du maintien de la cohésion, ils sont bloqués en
prophase méiotique jusqu’a I'ovulation qui peut intervenir apres des dizaines d’années. La
cohésion, aux centromeres et le long des bras, est présente jusqu’a I'ovulation ce qui illustre
bien la stabilité de la cohésion et la présence de mécanismes de maintien (Tachibana-
Konwalski et al., 2010).

2.4. Mécanismes d’élimination de la cohésion en mitose

L’élimination de la cohésion est nécessaire a la ségrégation des chromatides sceurs.
Le complexe de cohésines doit étre clivé, par la séparase, pour rompre le lien physique qui
maintient les chromatides ensemble. En mitose, chez les levures, I’élimination de la cohésion
se déroule en une étape lors de la transition métaphase - anaphase. Chez les vertébrés, la
cohésion est éliminée en deux étapes. La cohésion présente le long des bras est éliminée en
prophase selon un processus nommé “Prophase Pathway”’. Puis lors de la transition
métaphase-anaphase, les cohésines centromériques sont clivées par la séparase (Figure
B.II.4).

2.4.1.Destruction des cohésines par la séparase

Lors de la transition métaphase-anaphase, il est impératif de libérer les chromatides
sceurs pour permettre leur séparation. Ainsi toute la cohésion présente sur les chromatides
doit étre éliminée (Figure B.III.4 (A)). Ce mécanisme doit étre fortement surveillé pour éviter
les erreurs de ségrégations déléteres pour les cellules filles.

Des travaux réalisés chez la levure ont montré que le clivage de SCC1 par une
endopeptidase, nommeée séparase, est responsable de la libération des chromatides sceurs
(Uhlmann et al., 2000)(Figure B.IIIl.2 (D)). De plus, I'expression d’une version non-clivable de
SCC1, dans des cellules Hela entraine un arrét du cycle en métaphase (Hauf et al., 2001). Des
études in vitro ont montré que la polo-like kinase (PLK) pouvait phosphoryler SCC1. La
phosphorylation de SCC1 favorise la capacité de SCC1 a étre clivé par la séparase lors de la
transition métaphase-anaphase (Sumara et al., 2002). Arabidopsis possede un géne codant
une séparase, les mutants d’insertion dans ce gene ne sont pas viables (Liu and Makaroff,
2006). Cependant I'analyse d’'un mutant thermosensible dans ce géne a mis en évidence des
défauts de séparation des chromatides sceurs entrainant une fragmentation des
chromosomes lors de la mitose (Wu et al., 2010). Le clivage de la kléisine par la séparase
permet |'élimination de la cohésion et la séparation des chromatides sceurs. Ainsi la
séparase ne doit pas étre activée avant la transition métaphase-anaphase. L'activité de la
séparase est inhibée par une protéine chaperonne, la sécurine, évitant une séparation
précoce des chromatides sceurs. Les sécurines ont été mises en évidence de facon
indépendante chez S. pombe et S. cerevisiae car elles ne présentent pas d’homologie de
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Figure B.11l.4: Comportement des cohésines en mitose

Comparaison entre une mitose de levure (A), une mitose de vertébrés avec “Prophase
Pathway”’ (B)

(A) : la cohésion est éliminée en une étape lors de la transition métaphase-anaphase. (B) : La
cohésion est d’abord éliminée le long des bras lors de la prophase, la cohésion
centromérique est protégée pour étre libérée lors de la transition métaphase-anaphase.



séquences (Uhlmann et al., 2000). La sécurine de mammifere a, quant a elle, été découverte
en co-immunoprécipitant les protéines interagissant avec la séparase. Les sécurines de
vertébrés présentent des homologies de séquence entre elles mais aucune similarité avec les
sécurines de levures (Zou, 1999). Jusqu’a présent, aucun géne homologue a la sécurine n’a
été identifié chez les plantes.

Afin d’éviter une ségrégation aléatoire des chromatides sceurs, la sécurine ne libére
la séparase que lorsque les chromosomes sont correctement attachés au fuseau de
microtubules. Le SAC (voir B.11.1.3 et Figure B.11.4) régule donc indirectement I'élimination de
la cohésion. Lorsque tous les chromosomes sont correctement attachés au fuseau, MAD2
libére CDC20, et 'APC/C“® ubiquitinyle et détruit la sécurine. La séparase ainsi libérée clive
SCC1 et déclenche la séparation des chromatides sceurs (Uhlmann et al., 2000; Nasmyth and
Haering, 2009) (Figure B.II.4).

2.4.2.La “prophase pathway”’

Chez les vertébrés, la majeure partie des cohésines (a I'exception des cohésines
centromériques) est éliminée lors de la prophase et de la prométaphase par un mécanisme
qui n’implique pas la séparase (Figure B.llIl.4 (B)). Ce mécanisme est appelé “prophase
pathway’’. Des études in vitro ont montré que la polo-like kinase (PLK) phosphoryle SA2 (un
des homologues de SCC3) (Sumara et al., 2002). Cette phosphorylation de SA2 par la PLK est
essentielle a I'élimination des cohésines de long des bras lors de la “prophase pathway”.
Ainsi, dans des cellules exprimant une version non-phosphorylable de SA2, le phénotype est
similaire a celui d’un mutant plk. Dans ces cellules, on n’observe pas d’élimination de la
cohésion le long des bras en prophase-prométaphase mais I'anaphase se déroule
normalement, suggérant un role mineur de la “prophase pathway” dans le déroulement de
la mitose (Hauf et al.,, 2005). D’autres facteurs, comme WAPL, interviennent dans le
mécanisme de “prophase pathway’”’. Dans des cellules de mammiféres wapl, la plupart des
cohésines restent présentes au niveau des bras. Une forme hyperphosphorylée de WAPL
s’associerait aux cohésines et favoriserait leur élimination en prophase (Nasmyth and
Haering, 2009).

Ce mécanisme ne semble pas essentiel a la ségrégation des chromosomes en mitose.
Certains auteurs suggerent que I’élimination des cohésines le long des bras favoriserait la
déconcaténation par la topoisomérase Il et ainsi faciliterait la ségrégation des chromatides
en anaphase. La “prophase pathway’ permettrait également la libération de complexes de
cohésines non clivés par la séparase qui pourraient étre recyclés lors du cycle suivant
(Nasmyth and Haering, 2009).

La “prophase pathway’ est pas ou peu visible chez les levures et aucune étude ne
permet de conclure sur sa présence chez les plantes. Chez O. sativa, OsRAD21-3, une des
quatre kléisines présentes chez le riz, est détectable uniguement en prophase mitotique
(Tao et al., 2007) suggérant une élimination du complexe de cohésines contenant OsRAD21-
3 en fin de prophase dans des cellules de pointes racinaires. Cependant on ne peut exclure la
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Figure B.lIl.5: Comportement des cohésines en méiose

En méiose, la cohésion est éliminée le long des bras lors de la transition métaphase I-
anaphase | pour permettre la résolution des chiasmata et la séparation des chromosomes
homologues. La cohésion centromérique est préservée jusqu’a la transition métaphase Il-
anaphase Il. En anaphase I, I’élimination de la cohésion centromérique permet la séparation
équitable des chromatides soeurs pour produire des spores haploides.




présence de complexes de cohésines contenant une autre kléisine le long des bras en
métaphase. La forme en “X” des chromosomes en prométaphase — métaphase est une
conséquence cytologique de la “prophase pathway”. Dans les pointes racinaires, les
chromosomes métaphasiques de riz ne présentent pas cette forme en “X"” mais une forme
en baton suggérant que la cohésion le long des bras est toujours présente en métaphase de
mitose (Wang et al., 2011). Cependant, on observe des chromosomes mitotiques présentant
une forme en “X” sur des étalements de chromosomes mitotiques d’Arabidopsis (d’Erfurth
et al., 2009).

Bien que les cohésines soient éliminées le long des bras chromosomiques lors de la
prophase, la cohésion centromérique doit étre maintenue intacte jusqu’a la transition
métaphase—anaphase. Les mécanismes impliqués dans la protection de la cohésion
centromérique en mitose seront évoqués dans le chapitre B.111.3.3.

2.4.3.Dégradation ou recyclage des cohésines

Le complexe de cohésines est relargué de la chromatine suite au clivage de la kléisine par
la séparase lors de la transition métaphase — anaphase. On trouve peu de données sur les
mécanismes d’élimination ou de recyclage des cohésines en fin de phase M. Des expériences
réalisées chez S. cerevisiae semblent indiquer qu’un des fragments résultant du clivage de
ScSCC1 par la séparase est dégradé selon un mécanisme dépendant de I'ubiquitinylation et
du protéasome (Rao et al.,, 2001). A l'inverse, les autres sous-unités du complexe de
cohésines ne sont pas clivées lors du relargage du complexe et pourraient étre réutilisées
lors du cycle suivant. Des études récentes ont mis en évidence le réle d’'une déacétylase,
ScHOS1, dans le recyclage de ScSMC3. En anaphase, HOS1 aurait la capacité de déacétyler
SMC3 afin de le rendre disponible lors de I’établissement de la cohésion. Avant la phase S,
SMC3 doit étre déacétylée car elle est la cible de I'activité acétyltransférase de ECO1L,
nécessaire a I'établissement de la cohésion (Beckouét et al., 2010; Borges et al., 2010; Xiong
et al., 2010) (Figure B.111.3).

3. Lacohésion et la ségrégation des chromosomes méiotiques
3.1. Les cohésines en méiose

En méiose, les cohésines mitotiques coexistent avec des cohésines méiose-
spécifiques (TABLEAU B.IIl.1). Le complexe de cohésines en méiose est également composé
de quatre sous-unités : deux SMC (SMC1 et SMC3), une sous-unité de type SCC3 et une
kléisine. La plupart des sous-unités du complexe de cohésines sont communes a la mitose et
a la méiose. On observe cependant des sous-unités qui sont exprimées uniquement en
méiose. Chez S. pombe, le complexe de cohésines peut contenir deux protéines SCC3;
SpPSC3 et SpREC11 qui est méiose spécifique, formant ainsi deux complexes de cohésines
distincts. Les mammiféeres possedent trois protéines SCC3 ; SA1, SA2 et SA3 qui n’est présent
gu’en méiose. On retrouve également chez les mammiferes la sous-unité SMC1 exprimée
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Figure B.IIL.6 : Localisation de
REC8 chez A .thaliana

L’ADN, marqué au DAPI, est en
blanc. L'immunolocalisation de
RECS8 est en vert et
I'immunolocalisation de I’histone
centromérique HTR12 en rouge.
(I) Prophase, (11) Diacinese, (ll1)
Métaphase |, (IV) Anaphase |, (V)
Télophase I, (VI) Métaphase I,
(V1) Anaphase I, (VIIl) Télophase
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uniquement dans les testicules (Revenkova et al., 2004; Watanabe, 2004). Mais la
modification la plus conservée concerne la kléisine. Chez tous les eucaryotes, on trouve en
plus de SCC1, la kléisine méiose-spécifique REC8 (Figure B.lII.5).

3.1.1.RECS, la kléisine méiose-spécifique

L’analyse des mutants rec8 confirme la spécificité méiotique de cette protéine. En
plus de présenter des défauts de cohésion, les mutants rec8 sont affectés dans de nombreux
processus méiotiques qui requiérent des complexes de cohésines contenant REC8; la
recombinaison, la formation du complexe synaptonémal et |'orientation monopolaire des
kinétochores (Bardhan, 2010b). Les études fonctionnelles, réalisées chez les différents
organismes modeles, montrent que le réle de REC8 est largement conservé chez ces
espéces. L'expression ectopique de la kléisine mitotique SpSCC1 en méiose, dans un mutant
Sprec8, ne permet de restaurer que partiellement un phénotype sauvage (Yokobayashi et al.,
2003). Des résultats similaires ont été obtenus chez S. cerevisiae (Toth et al., 2000). Ces
résultats montrent que REC8 possede des caractéristiques que ne possedent pas les autres
kléisines.

3.1.2.La localisation des cohésines en méiose

La localisation des cohésines en méiose a été étudiée chez la plupart des especes
modeéles dont Arabidopsis thaliana (Figure B.111.6). D’'une maniére générale, les cohésines
apparaissent en phase S pré-méiotique. En prophase, elles sont présentes le long des
chromosomes et forme un signal continu. Jusqu’en métaphase |, elles sont localisées au
niveau des régions centromériques et le long des bras. Puis lors de la transition métaphase I-
anaphase | le signal diminue drastiquement et se restreint aux régions centromériques. Un
signal centromérique persiste en métaphase Il.

On note cependant des différences de localisation en fonction de la sous-unité
observée :

- l'observation des kléisines a mis en évidence que SCC1 et REC8 sont toutes deux
présentes en méiose. Chez les levures, SCC1 est présente en prophase méiotique et ne
colocalise pas avec REC8 (Klein et al., 1999; Watanabe and Nurse, 1999). Chez les
mammiféres, SCC1 et REC8 ont été observées de la prophase, au niveau des centromeres et
des bras chromosomiques, jusqu’a la métaphase Il (Lee et al., 2003; Xu et al., 2004). Une
autre kléisine, RAD21L, a été observée uniquement en prophase méiotique (Lee and Hirano,
2011). Sur les quatre kléisines d’A. thaliana, seule REC8 a été finement observée. AtRECS est
présente de la phase S préméiotique jusqu’a la métaphase Il. On observe cependant une
absence de signal AtREC8 au niveau des centroméres en métaphase | (Cai et al., 2003;
Chelysheva et al., 2005) (Figure B.III.6). La kléisine AtSYN3 a été observée uniquement au
cours des stades précoces de la méiose et est présente de la phase S pré-méiotique au
diplotene tardif (Yuan et al., 2012). Chez le riz, le signal REC8 n’est plus détecté en
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métaphase | (Shao et al., 2011). On peut imaginer que |'absence de signal détectable apres
ce stade est due a des limitations techniques ou qu’une autre des quatre sous-unités
kléisines du riz est impliquée dans le complexe de cohésines présent en métaphase |. Chez la
plupart des espeéces, le signal REC8 disparait en anaphase Il. L'observation des mitoses post-
méiotiques montre une absence de REC8, suggérant une disparition compléte de REC8 en fin
de méiose. Chez les mammiferes, lors de la fécondation on observe que REC8 est
rapidement remplacée par SCC1 (Tachibana-Konwalski et al., 2010). On observe cependant
un faible signal résiduel de REC8 en anaphase Il chez la souris (Lee et al., 2003). Ce signal
pourrait correspondre aux vestiges de REC8 aprés clivage du complexe de cohésines.
L'observation de ce signal chez les autres organismes est peut étre limitée pour des raisons
techniques.

- Chez S. cerevisiae la sous-unité ScSMC3 colocalise avec SCREC8 jusqu’en métaphase
I, suggérant que SMC3 fait partie du complexe de cohésines présent en méiose (Klein et al.,
1999). Chez les mammiféres, SMC1 et SMC1p sont présentes en méiose mais seul SMC1 est
détectable aux centromeres jusqu’en métaphase Il, suggérant que SMCI1B est important
pour le maintien de la cohésion centromérique en méiose (Revenkova et al., 2001). Chez A.
thaliana, AtSMC3 est détectée au niveau des chromosomes jusqu’'en métaphase. De
maniére surprenante, AtSMC3 est également présente au niveau du fuseau de microtubules
en métaphase-anaphase | et en métaphase-anaphase Il (Lam et al., 2005).

- Les sous-unités SCC3 présentent également une répartition précise en méiose. Chez
S. pombe, le complexe de cohésines en méiose peut contenir deux protéines SCC3 ; SpPSC3
et SpREC11. Le complexe de cohésines formé avec SpREC11 se situe le long des bras
chromosomiques alors que le complexe formé avec SpPSC3 se retrouve principalement a
proximité des centromeéres. Mais SpPSC3 et SpREC11 colocalisent avec SpREC8 (Kitajima et
al.,, 2003). Chez les mammiféeres, le signal SA3 disparait des chromosomes en anaphase |
(Prieto et al., 2001), suggérant que, comme SpREC11, le complexe formé avec SA3 est requis
pour maintenir la cohésion uniqguement en méiose |. Une étude récente réalisée chez le
criquet montre que SA1l est présente le long des bras et au niveau des centromeres,
contrairement aux sous-unités SMC1, SMC3 et RAD21L qui n’ont été détectées que le long
des bras (Calvente et al., 2013). A. thaliana ne posséde qu’un géne codant une sous-unité de
type SCC3, la localisation de AtSCC3 en méiose est quasiment identique a celle de AtREC8
(Chelysheva et al., 2005).

3.2. Elimination de la cohésion en méiose

La localisation des cohésines confirme une perte de cohésion le long des bras lors de la
transition métaphase l-anaphase |. La cohésion résiduelle au niveau des centroméres est
guant a elle éliminée lors de la transition métaphase ll-anaphase Il (Figure B.III.5).

RECS8 appartient a la famille des kléisines et possede également des sites de clivage par la
séparase. Des études réalisées chez S. cerevisiae ont mis en évidence que REC8 est bien un
substrat de la séparase, et 'expression d’une version mutée de REC8 au niveau de ces sites
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Figure B.III.7 : Elimination de la cohésion en méiose |

Lors de la transition métaphase I- anaphase |, les cohésines sont éliminées le long des bras
chromosomiques. La phosphorylation multiple de REC8 est nécessaire a son clivage par la
séparase. L’élimination de la cohésion le long des bras permet la séparation des
chromosomes homologues en méiose |. D’aprés Katis et al. 2010.



de clivage bloque la séparation des homologues en premiére division. Ce phénotype est
identique a celui d’'un mutant séparase (Buonomo et al., 2000). La séparase est donc
nécessaire a I'élimination des cohésines le long des bras pour permettre la résolution des
chiasmata et la séparation des chromosomes homologues en anaphase I. Lorsqu’on cumule
une version non clivable de REC8 (ou un mutant séparase) avec une mutation spol1 (qui
permet d’abolir la formation des bivalents par absence de cassures double brin), les
homologues ségrégent aléatoirement en méiose |. Le lien physique qui maintient les
homologues ensemble n’étant pas présent, la séparase n’est pas nécessaire pour séparer les
deux homologues. Cependant I'absence de tension entre des deux homologues lors de
I’'anaphase induit une ségrégation aléatoire. Ainsi la combinaison des mutations séparase et
spoll permet de s’affranchir de I'arrét en métaphase | du mutant séparase seul. Dans ce
cas, les chromatides sceurs ne se séparent pas en méiose Il. Le clivage de REC8 par la
séparase est donc nécessaire a la ségrégation des chromosomes en méiose | et en méiose Il.
Chez un mutant Atséparase, les chromosomes sont également bloqués en métaphase |
puisque AtREC8 reste présent sur toute la longueur du chromosome. Le réle de la séparase
en méiose Il n’a pas été clairement établi chez Arabidopsis thaliana (Liu and Makaroff, 2006;
Yang et al.,, 2009). Chez les mammiféres, la séparase est également responsable de la
séparation des homologues (Terret et al., 2003; Kudo et al., 2006).

Comme indiqué précédemment, lors de la mitose la séparase est inhibée par la sécurine
jusqu’a l'anaphase. Lorsque les chromosomes sont correctement attachés au fuseau,
I’APC/CP“° détruit la sécurine pour libérer la séparase (Figure B.11.4). En méiose, I'étude de
la localisation de la sécurine chez S. cerevisiae a mis en évidence une disparition du signal en
anaphase | et en anaphase Il. La sécurine est présente dans les méiocytes jusqu’en anaphase
I. Le signal réapparait apres le désassemblage du fuseau et disparait a nouveau avant
I'anaphase Il. A l'inverse le signal CDC20 apparait apres la formation du fuseau et persiste
jusgu’en anaphase en méiose | et en méiose Il (Salah and Nasmyth, 2000). La destruction de

€0C20 a5t nécessaire a la ségrégation des chromosomes en méiose | et

la sécurine par APC/C
méiose Il

Des études plus récentes ont mis en évidence I'impact de la phosphorylation de REC8
lors de son clivage par la séparase. La protéine SCREC8 possede 24 sites de phosphorylation.
Lorsque ces 24 sites sont mutés, REC8 n’est plus clivable par la séparase in vitro (Brar et al.,
2006; Katis et al., 2010). Trois kinases ont été décrites comme impliquées dans le processus
de phosphorylation de RECS8 : Polo kinase, Casein kinase 18/ (CK1), Dbf4-dependent Cdc7
kinase (DDK) (Clift and Marston, 2011). De plus, la phosphorylation constitutive de 14 de ces
sites entraine une perte précoce de la cohésion centromérique en méiose | suggérant que
REC8 doit étre déphosphorylée au centromére pour maintenir la cohésion centromérique

jusgu’en métaphase Il (Katis et al., 2010) (Figure B.111.7).
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Figure B.111.8 : Comportement des chromosomes en méiose chez un mutant déficient dans

la protection de la cohésion centromérique.

Chez ce mutant, la cohésion centromérique est éliminée en méme temps que la cohésion
des bras lors de la transition métaphase | — anaphase I. Les chromatides sont libres en fin de
méiose |. En métaphase Il, les chromatides libres ne peuvent s’aligner sur la plaque
métaphasique et la tension exercée par le fuseau les sépare aléatoirement.



3.3. Protection de la cohésion centromérique

L’élimination de la cohésion par la séparase au niveau des bras va permettre de
libérer les homologues en anaphase | en éliminant le lien physique qui les maintenait
ensemble. La cohésion centromérique n’influence pas la ségrégation des chromosomes en
premiere division mais cette derniere doit étre préservée jusqu’en métaphase Il lors de la
ségrégation des chromatides sceurs. |l est impératif de protéger la cohésion centromérique
de la séparase en méiose | pour qu’elle persiste jusqu’en métaphase Il. (Figure B.IIl.5 et
Figure B.lII. 8)

3.3.1. Découverte des premieéres protéines impliquées dans la protection de la
cohésion centromérique

Le premier mutant montrant un phénotype lié a un défaut de protection centromérique
a été identifié chez la drosophile. Le mutant méiotique, mei-5332, a été isolé d’une
population naturelle de Drosophila melanogaster (Sandler et al., 1968), I'analyse cytologique
montrait une ségrégation aléatoire des chromatides sceurs en méiose Il. Chez ce mutant la
cohésion entre chromatides sceur disparait en fin d’anaphase | dans plus de 90% des
spermatocytes, entrainant des erreurs de ségrégation en méiose Il et des gametes non
viables (Davis, 1971). Dans les années 90, la mutation a été finement cartographiée et des
études de localisation ont ainsi permis d’observer MEI-S332 au niveau des centromeéres des
chromosomes méiotiques de la prométaphase | jusqu’a la transition métaphase Il —
anaphase Il, confirmant son réle dans la protection centromérique (Kerrebrock et al., 1995).
Cependant, a I'’époque, aucun homologue de MEI-S332 n’a pu étre identifié dans les bases
de données limitant ainsi une étude approfondie du mécanisme de la protection
centromérique.

D’autres protéines impliquées, entre autre dans la protection centromérique, ont été
mises en évidence chez les levures. La mutation Scspol3 a été identifiée dans une
population naturelle de S. cerevisiae. La méiose, chez un mutant Scspol3, se limite a une
premiere division souvent équationnelle (Klapholz and Esposito, 1980), la quantité de REC8
au centromere est nettement diminuée suggérant un role de SPO13 dans la protection de
REC8 aux centromeéres (Klein et al., 1999; Shonn et al., 2002).

Chez S. pombe, BUB1, un composant du SAC, participe a la protection centromérique de la
cohésion. Chez un mutant Spbubl, on observe également une disparition prématurée de la
protéine REC8 au niveau du centromeére en anaphase |. Ces résultats suggerent que BUB1 est
nécessaire au maintien de la cohésion centromérique en anaphase | en empéchant
I’élimination de REC8 aux centromeéres (Bernard et al., 2001a).

En 2004, trois cribles génétiques indépendants ont permis d’identifier, shugoshin
(5GO1), une protéine clé dans la protection de la cohésion centromérique méiotique. Chez S.
pombe, SpSGO1 a été identifiée grace a un crible de génétique direct basé sur la toxicité
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Autres domaines ")

Protection cohésion

SpSGO1 NP_595378 = Prophase — Anaphase | KENbox (1)
centromérique
S. pombe
SpSGO2 NP_594301 Orientation des kinétochores Tension-sensing - Site de phosphorylation par Plk (6)
S. cerevisiae ScSGO1 NP_014716 Protection \?o.hesmn Tension-sensing Prophase-Métaphase Il - Site de phosphorylation par Plk (6)
centromérique
C. elegans CeSGO1 AAA82271 - Site de phosphorylation par Plk (2)
D. melanogaster | MEI-$332 NP_476634 Protection clo'he5|on ? Pron?etaphase |- ) Site dfa phosphorylatlon plar Plk (3*);
centromérique Métaphase Il Domaine de clivage par séparase
HsSGO1 N.P‘001012409 Protection (fo.hesmn Dbox (3) KENbox (1)  Site de phosphorylation par Plk (2)
H. sapiens (isoforme A1) centromérique
HsSGO2 NP_689737 Recrutement du MCAK Prophase-Anaphase (1) Dbox (2) KENbox (4) Site de phosphorylation par Plk (5)
MmSGO1 NP_082508 Protection cborP;sswn surles ? Dbox (1) Site de phosphorylation par Plk (2)
M. musculus Protecti hési
MmSGO2 NP_950172 rotection C,o. esion ? Diplotene -Métaphase Il Dbox (2) KENbox (3) Site de phosphorylation par Plk (4)
centromérique
XISGO1 NP_001090071 Protection c’o.he5|on Prophase-Métaphase Dbox (1) Site de phosphorylation par Plk (8)
. centromérique
X. laevis
Dbox (1) . .
XISGO2 NP_001243696 Recrutement du MCAK Site de phosphorylation par Plk (9)
KENbox (1)
AEE74907 Dbox (1) . .
' AtSGO1 At3g10440 KENbox (2) Site de phosphorylation par Plk (4)
A. thaliana ABMIOBO0S
AtSGO2 At5g04320 Dbox (3) KENbox (2) Site de phosphorylation par Plk (3)
ADO32586 Protection cohésion N a Site de phosphorylation par Plk (3),
0sS601 0s02g55570 centromérique Lgpsitene - (R s w3l e el Mad2 binding domain
O. sativa P
0sSG02 0510g31930 Dbox (3) KENbox (2) -
AY964185 Protection cohésion R Site de phosphorylation par Plk (2),
ZmsSGO1 Zm07g04530 centromérique Leptoténe - Anaphase | KENbox (1) Mad2 binding domain
Z. mea
EU967226 . .
ZmSGO2 7m01g43250 Dbox (2) Site de phosphorylation par Plk (1)

* . ELM - the database of eukaryotic linear motifs

(n) : nombre de domaine prédit
Tableau B.III.2 : Shugoshin chez les différents organismes modéles

** Lee et al. 2004b




induite par la coexpression en mitose de REC8 et d’un protecteur de la cohésion méiotique
(Kitajima et al., 2004). SpSGO1 a également été identifiée lors d’un crible reverse basé sur
des analyses transcriptomiques aprés induction de la méiose (Rabitsch et al., 2004).
Parallélement, SGO1 a été mis en évidence chez S. cerevisiae lors du crible d’une banque de
mutant de délétion contenant un marquage homozygote GFP au niveau du chromosome Il
(Marston et al., 2004). L’analyse phénotypique des mutants sgol montre, chez S. pombe et
S. cerevisiae, une ségrégation aléatoire des chromatides sceurs en seconde division
méiotique liée a une absence de cohésion centromérique en métaphase Il

3.3.2. Description des Shugoshins

Les protéines Shugoshin appartiennent a une famille de protéine conservées chez les
eucaryotes, dont MEI-S332 est I'homologue chez D. melanogaster (Watanabe, 2005)
(Tableau B.IIl.2). Les homologies entre les différentes protéines Shugoshin se limitent
souvent a la présence d’un domaine coiled coil en N-terminal et une région basique bien
conservée en C-terminal, |a taille des protéines pouvant aller de 30 a 130 kDa (Yao and Dai,
2012). De fagon surprenante, certains eucaryotes ne possedent qu’une copie du gene SGO1
c’est le cas de S. cerevisiae, D. melanogaster et C. elegans. Alors que chez la plupart des
eucaryotes, on trouve un paralogue, nommé SGO2. La dénomination SGO1 / SGO2 ayant été
définie arbitrairement, I’homologue fonctionnel de SGO1 chez une espece peut
correspondre a SGO2 chez une autre.

3.3.2.1. Réle de Shugoshin chez S. cerevisiae

S. cerevisiae ne posséde qu’un seul géne appartenant a la famille des Shugoshin (noté
5¢SGO1) qui s’exprime en mitose et en méiose. Lors de la méiose, ScSGO1 est impliquée
dans la protection de REC8 au centromeére. Un mutant Scsgol montre une séparation
prématurée des chromatides sceurs en fin d’anaphase | (Figure B.111.7). Ce défaut concorde
avec la disparition prématurée du signal REC8 en anaphase | chez ce mutant, alors que REC8
persiste aux centromeéres jusqu’en métaphase Il chez le sauvage. ScSGO1 est localisée au
niveau des centromeres en méiose | et disparait seulement des chromosomes en anaphase I
lorsque la cohésion centromérique est éliminée (Katis et al., 2004a; Kitajima et al., 2004;
Marston et al., 2004).

Chez les levures, lors de la transition métaphase-anaphase de mitose, les cohésines
sont éliminées sur toute la longueur des chromosomes. Ainsi la protection de la cohésion
centromérique en mitose n’est pas nécessaire a la ségrégation des chromatides sceurs, et le
mutant Scsgol n’a pas de défaut majeur de mitose. Cependant ScSGO1 est exprimé en
mitose suggérant que Shugoshin possede d’autres fonctions que la protection de la cohésion
centromérique. En effet, les mutants Scsgol ne présentent pas une séparation prématurée
des chromatides soeurs mais une croissance ralentie et une sensibilité accrue aux drogues
qui dépolymérisent le fuseau (Katis et al., 2004a; Kitajima et al., 2004; Marston et al., 2004).
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En mitose, ScSGO1 est localisée au niveau des kinétochores jusqu’en anaphase et semble
impliqué dans la perception de I'attachement des microtubules aux kinétochores (Indjeian et
al., 2005). La fonction “tension-sensing” de ScSGO1 est également requise lors de la méiose
I. Un léger défaut de ségrégation des homologues en méiose | (environ 10% des cellules) est
observé chez un mutant Scsgol. Ce phénotype est moins fort que ceux observés chez des
mutants du SAC mais ScSGO1 permettrait de stabiliser partiellement la sécurine en absence
de tension entre les chromosomes homologues. Les auteurs suggerent que ScSGO1 est
impliqué dans la mono-orientation des kinétochores lors de la méiose | (Kiburz et al., 2008).

3.3.2.2. Rdle des Shugoshin chez S. pombe

Contrairement a S. cerevisiae, S. pombe possede deux genes Shugoshin. SpSGO1 a été
identifiée pour son réle dans la protection de la cohésion centromérique en méiose |. Le
mutant Spsgol ne présente pas de défaut de croissance végétative mais un phénotype
méiotique. Chez ce mutant, la ségrégation aléatoire des chromatides sceurs en méiose Il est
la conséquence de la disparition prématurée de REC8 en anaphase |. Cette incapacité a
maintenir la cohésion centromérique est due a un clivage prématuré de REC8 par la séparase
(Rabitsch et al., 2004). SpSGO1 apparait comme un protecteur de la cohésion centromérique
en méiose chez S. pombe. Ce rOle est renforcé par sa localisation dans les régions
d’hétérochromatine péricentromériques de la prophase tardive jusqu’a la métaphase |
(Kitajima et al., 2004; Rabitsch et al., 2004). SpSGO1 disparait completement des
chromosomes en anaphase | et ne réapparait pas en méiose Il.

Comme chez S. cerevisiae, la mitose se déroule sans “prophase pathway” chez S.
pombe et ni SpSGO1 ni SpSGO2 ne sont impliquées dans un mécanisme de protection de la
cohésion centromérique en mitose. Cependant SpSGO2 a une fonction mitotique. Chez un
mutant Spsgo2, on observe des erreurs de ségrégation des chromatides ainsi qu’une
sensibilité au TBZ (drogue qui dépolymérise les microtubules) (Kitajima et al., 2004). SpSGO2
semble impliquée dans le ciblage des protéines du CPC (chromosomal passenger complex)
au centromere, ces protéines jouent un role dans le recrutement des protéines du SAC aux
kinétochores (Vanoosthuyse, 2007). SpSGO2 serait impliquée dans la perception de la
tension au niveau des centromeres. Le mutant Spsgo2 présente, en plus de son défaut
mitotique, un phénotype méiotique. Lors de la méiose |, la mutation de SpSGO2 provoque
des erreurs dans I'orientation des chromosomes homologues. Dans environ 20% des cellules
d’'un mutant Spsgo2, la méiose | est équationnelle, indiquant un réle de SpSGO2 dans
I'orientation monopolaire des kinétochores en méiose |I. Mais SpSGO2 ne semble pas
impliquée dans la protection de la cohésion centromérique car dans le cas des 80% des
cellules qui ségrégent leurs homologues normalement, la cohésion centromérique est
toujours présente et la méiose Il est équationnelle chez un mutant Spsgo2 (Kitajima et al.,
2004; Rabitsch et al., 2004). Ainsi SpSGO2 n’influence pas la protection de la cohésion
centromérique.
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Le phénotype du double mutant Spsgol/Spsgo2, cumule les défauts des deux simples
mutants présentant ainsi des méioses | réductionnelles et équationnelles mais toujours une
ségrégation aléatoire des chromatides sceurs en méiose Il. Ce phénotype rappelle celui du
mutant Spbubl (voir B.l11.3.2.1), suggérant que les activités de SpSGO1l et SpSGO2
dépendent de SpBUB1 (Rabitsch et al., 2004; Vaur et al., 2005).

3.3.2.3. Role de Shugoshin/MEI-S332 chez D. melanogaster

L'unique représentant de la famille Shugoshin chez D. melanogaster, MEI-S332, est
également impliqué dans la protection de la cohésion centromérique en méiose. Chez un
mutant Dmmei-s332, les chromosomes homologues ségrégent normalement lors de la
premiére division alors que les chromatides sceurs se séparent de facon aléatoire lors de la
seconde division (voir 111.3.2.1). MEI-S332, comme ScSGO1, se comporte différemment de
SpSGO1 car la protéine est maintenue au niveau du centromére jusqu’a la métaphase Il,
suggérant que la cohésion centromérique est protégée par SGO/MEI-S332 jusqu’a la
transition métaphase Il - anaphase Il (Kerrebrock et al., 1995; Moore et al., 1998).

Le mutant Dmmei-s332 ne présente pas de phénotype somatique bien que MEI-S332 soit
exprimé en mitose. Cependant la surexpression de MEI-S332 entraine une |étalité
embryonnaire et |'observation de neuroblastes surexprimant MEI-S332 montre une
séparation prématurée des chromatides sceurs (LeBlanc et al., 1999). MEI-S332 pourrait étre
impliquée dans la division mitotique bien que son réle ne soit pas essentiel a la viabilité chez
D. melanogaster.

3.3.2.4. Réle des Shugoshin chez les vertébrés

Les vertébrés possedent également deux genes Shugoshin qui ont été étudiés chez H.
sapiens, M. musculus et X. laevis. Mais le contexte est différent car la cohésion est éliminée
de facon séquentielle non seulement en méiose mais également en mitose chez les
vertébrés (voir B.111.2.5.1).

Les fonctions méiotiques de SGO ont principalement été étudiées chez la souris.
L'analyse de mutant knockout Mmsgo2 montre un phénotype essentiellement méiotique.
Les embryons présentent un développement normal sans défaut manifeste jusqu’a I'age
adulte ou les maéles et les femelles sont stériles. Chez ces mutants, la stérilité est due a la
présence de chromatides libres en méiose Il, phénotype que I'on observe également dans
des oocytes MmSgo2 RNAi. Comme chez les levures, la séparation prématurée des
chromatides sceurs est liée a une disparition de la protéine REC8 au centromeére en
anaphase | (Lee et al., 2008; Llano and Gémez, 2008). La protéine MmSGO?2 apparait au
centromére en diplotéene tardif dans les oocytes et disparait en métaphase Il. En métaphase
I, MmSGO2 colocalise avec REC8 au niveau du centromere. Puis en métaphase I, SGO2 est
relocalisée autour de REC8 (GOmez et al., 2007; Lee et al., 2008). Ainsi SGO2 est impliquée
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dans la protection de la cohésion centromérique en méiose. Malgré une étude
contradictoire (Yin et al., 2008), MmMSGO1 ne semble pas impliqué dans la protection de la
cohésion centromérique en méiose.

L'analyse des fonctions mitotiques des genes SGO1 et SGO2 chez les mammiféres a

été principalement réalisée a I'aide de cellules Hela ou I'expression de SGO1 et SGO2 ont été
inactivées par RNAi notamment a cause de la létalité des souris knockout Mmsgol.
L'inactivation de HsSGO1 entraine une perte de cohésion centromérique entrainant des
erreurs de ségrégation des chromatides sceurs et un arrét mitotique (Salic et al., 2004;
Kitajima et al., 2005; McGuinness et al., 2005). Chez X. laevis, I'analyse de XISGO1 confirme
gue SGO1, chez les vertébrés, est impliquée dans la protection de la cohésion centromérique
en mitose (Rivera and Losada, 2009).
L’étude de HsSGO2 dans des cellules HeLa montre que cette protéine n’est pas nécessaire a
la protection centromérique en mitose, contrairement a HsSGO1 (Huang et al., 2007; Orth et
al., 2011). Mais HsSGO2 est indispensable au recrutement centromérique de MCAK (mitotic
centromere-associated kinesin), une protéine qui intervient dans les mécanismes de
surveillance de I'attachement des kinétochores aux microtubules (Huang et al., 2007). Des
résultats similaires ont été obtenus chez X. laevis (Rivera et al., 2012).

3.3.2.5. Réle de Shugoshin chez C. elegans

Chez C. elegans les chromosomes sont dits holocentriques, le centromeére n’a pas de
position définie et c’est la position du crossing-over qui détermine un bras long et un bras
court. Lors de la transition métaphase I-anaphase |, la cohésion est éliminée le long du bras
court. La cohésion présente sur le bras long est préservée jusqu’a la métaphase Il. C. elegans
possede un géne Shugoshin qui ne semble pas étre nécessaire a la protection de la cohésion
du bras long. Une autre protéine, nommée LAB-1, protege les cohésines du bras long en
contrebalancant la phosphorylation des cohésines par la kinase Aurora B. C. elegans semble
avoir évolué vers un mécanisme de protection de la cohésion indépendant de SGO,
probablement lié a la structure de ses chromosomes (Carvalho et al., 2008).

3.3.2.6. Role des Shugoshin chez les plantes

Les homologies de séquence ont permis de mettre en évidence deux genes
Shugoshin chez les plantes (Kitajima et al.,, 2004). La premiéere étude fonctionnelle d’un
Shugoshin de plantes a été réalisée chez le mais. Le mutant Zmsgol présente un phénotype
méiotique similaire aux autres mutants sgol (et sgo2 chez les vertébrés). Les chromosomes
ne présentent pas la forme en X caractéristique lors de la télophase | et se retrouvent sous
forme de chromatides libres en métaphase Il. Mais contrairement a S. pombe et D.
melanogaster (Kitajima et al., 2004; Lee et al., 2004b), REC8 est indispensable a la présence
de ZmSGO1 au centromere. Chez un mutant Zmrec8 (afd1-1), ZmSGO1 n’est pas présent au
centromere. Chez un sauvage, ZmSGO1 est localisée au niveau des centromeres et plus
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particulierement au niveau des régions péricentromériques (Li and Dawe, 2009). On
I'observe du leptoténe jusqu’a la métaphase |. Malgré cette localisation précoce au niveau
des chromosomes, ZmSGO1 ne semble pas jouer de rble dans les mécanismes liés a la
recombinaison meéiotique, car aucun défaut de prophase n’est observé chez Zmsgol.
Réciproquement, ZmSGO1 est toujours présent au niveau des centromeéres des univalents
dans un mutant présentant des défauts de recombinaison méiotique (Hamant et al., 2005).

L'analyse de SGO1 chez le riz confirme une localisation précoce a partir du leptoténe
jusgu’a la métaphase I. Le mutant Ossgol présente, en plus du phénotype de perte de
cohésion en télophase |, une séparation précoce des homologues en pachytene tardif. Ce
défaut en prophase | ne semble cependant pas influencer la séparation des chromosomes
homologues en métaphase | (Wang et al., 2011).

Les mutants SGO1 de riz et de mais ne présentent pas de phénotype somatique,
suggérant un rble de SGO1 uniquement méiotique chez les plantes. Le riz et le mais
possedent un deuxiéme géne Shugoshin. Mais pour l'instant, aucune étude n’est parue sur
I'analyse de SGO2 chez ces plantes. L’analyse des mutants Atsgol et Atsgo2 sera développée
dans le chapitre Résultats.

3.3.3. La phosphatase PP2A coopére avec Shugoshin pour protéger la cohésion
centromérique
3.3.3.1. PP2A interagit avec SGO

Grace a des analyses d’'immunoaffinité et de spectrométrie de masse, trois groupes ont

identifié¢ PP2A comme un partenaire de SGO (Kitajima et al., 2006; Riedel et al., 2006; Tang
et al., 2006). PP2A est une serine/thréonine phosphatase présente dans les cellules sous
forme d’un hétérotrimére composé d’une sous-unité catalytique “PP2A-C”, d’une sous-unité
de structure “PP2A-A” et d’une sous-unité variable “PP2A-B” qui donne sa spécificité et sa
localisation a PP2A (Janssens and Goris, 2001). Ces études ont montré que SGO interagit
exclusivement avec une PP2A contenant une sous unité B appartenant a la sous famille
PR61/B’. En méiose, SpSGO1 interagit avec une PP2A contenant la sous-unité B, codée par le
gene SpPAR1 et ScSGO1 avec ScRTS1. Les analyses réalisées sur des cellules HeLa montrent
gue HsSGO1 forme un complexe avec PP2A contenant I'isoforme aB56 (Kitajima et al., 2006;
Riedel et al., 2006; Tang et al., 2006).
Le complexe, formé par SGO-PP2A, est composé d’un homodimeére de SGO associé avec une
holoenzyme PP2A via le domaine coiled-coil de SGO. La formation de ’lhomodimére de SGO
est essentielle a I'interaction avec PP2A, suggérant que SGO recrute PP2A au centromere (Xu
et al., 2009).
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Figure B.lI1.9 : Modeéle du mécanisme moléculaire de la protection de la cohésion
centromérique.

(A): En mitose chez les mammiferes, la cohésion doit étre protégée de la “prophase
pathway’’ pour permettre la séparation équilibrée des chromatides sceurs en anaphase. La
protéine SGO1 (ici SGOL1) recrute la phosphatase PP2A au centromeére pour contrecarrer la
phosphorylation de SCC3 (ici SA) par la Polo kinase

(B) : En méiose |, SGO1 chez les levures et SGO2 (ici SGOL2) chez les mammiféres protégent
la cohésion centromérique en recrutant la phosphatase PP2A au centromeére. PP2A protége
REC8 de la séparase en éliminant les groupements phosphates ajoutés par les kinases (DDK
et CK1 chez les levures). La déphosphorylation de REC8 en anaphase | permet de maintenir
une cohésion centromérique jusqu’en métaphase ll-anaphase Il. D’apres Gutiérrez-Caballero
etal. 2012.



3.3.3.2. PP2A proteége la cohésion centromérique en méiose et en
mitose en déphosphorylant les cohésines

Comme indiqué précédemment, REC8 doit étre phosphorylée pour permettre son clivage
par la séparase (voir B.III.3.2). Des études, réalisées sur des oocytes de souris, montrent que
I'application d’acide okadaique (une phycotoxine qui inhibe spécifiguement les
phosphatases PP1 et PP2A) entraine, entre autre, une séparation prématurée des
chromatides sceurs en méiose | (Mailhes et al., 2003).

L'analyse des mutants de la sous unité B’ de PP2A en méiose, Spparl et Scrts1, montre
une ségrégation aléatoire des chromatides sceurs et une perte du signal REC8 au centromére
en méiose |l, semblable au phénotype d’un mutant sgo (Riedel et al., 2006). Lorsque PP2A
est localisée artificiellement le long des bras grace a la fusion de la sous unité B’ en Ct de
SpREC11 (SCC3-like), on n’observe pas de ségrégation des chromosomes. PP2A serait ainsi
capable de déphosphoryler seule sa cible et donc suffisant a la protection de la cohésion
chez S. pombe (Riedel et al., 2006).

En méiose, le complexe SGO/PP2A protégerait REC8 de la séparase en la
déphosphorylant. En effet, la phosphorylation des 24 sites de phosphorylation de REC8 est
nécessaire a son clivage par la séparase et une protéine REC8 phosphorylée
constitutivement est clivée par la séparase (Katis et al., 2010) (voir B.11l.3.2). Empécher la
phosphorylation ou déphosphoryler REC8 est indispensable en méiose | pour maintenir une
cohésion centromérique. Des études in vitro montrent que la sous unité B’ de PP2A de S.
pombe peut déphosphoryler REC8 préalablement phosphorylée par la caséine kinase, CK1
(Ishiguro et al., 2010). Dans ce modele, le complexe SGO-PP2A protége REC8 de la séparase
en éliminant les groupements phosphates ajoutés par les kinases (Figure B.111.9(B)).

Le mécanisme de régulation de la protection centromérique en mitose implique
également la phosphorylation. En effet, dans des cellules Hela Hssgol, I'expression de la
sous-unité SCC3/SA2 non phosphorylable permet de supprimer partiellement le phénotype
de perte de cohésion centromérique de Hssgol, ainsi la perte de cohésion centromérique
dans les cellules Hssgol serait due a une hyperphosphorylation de SA2 au centromere
(McGuinness et al., 2005). L'analyse du mutant dans la sous-unité A de PP2A dans des
cellules HeLa montre que PP2A participe également a la protection de la cohésion
centromérique en mitose (AHspp2a-Aa présente le méme phénotype que AHssgo1l) (Tang et
al., 2006). HsSGO1 et HsSGO2 coopéerent aux centromeres lors de la mitose (voir
B.II1.3.3.2.4). Des analyses in vitro montrent que les complexes associés a HsSGO1 et HsSGO2
sont capables de déphosphoryler spécifiqguement SA2 et SA1, préalablement phosphorylées
par PlIk1 (voir B.11l.2.4.2) (Kitajima et al., 2006). Le r6le du complexe SGO-PP2A serait de
déphosphoryler SCC3/SA2 au centromeére en mitose chez les mammiféres afin de protéger la
cohésion centromérique de PLK1 lors de la “prophase pathway’’ (Figure B.111.9(A)).
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3.3.4. La localisation centromérique du complexe de protection de la cohésion
3.3.4.1. BUB1 recrute SGO qui recrute PP2A

Les études réalisées chez la levure et les mammiféres ont mis en évidence que BUB1 est
nécessaire a la localisation centromérique de SGO (Kitajima et al., 2004, 2005; Tang et al.,
2004; Riedel et al., 2006). BUB1 est un composant essentiel du SAC, le mécanisme de
surveillance qui permet de retarder I'anaphase si les kinétochores sont mal attachés aux
microtubules. En plus de son role dans le SAC, BUB1 est impliquée dans la protection de la
cohésion centromérique méiotique chez S. pombe (voir B.111.3.3.1). Chez un mutant Spbubl,
40% des méioses | sont équationnelles et les 60% restantes sont réductionnelles mais
présentent une ségrégation aléatoire des chromatides soeurs en métaphase Il. Les autres
protéines du SAC (BUBR1, MAD2, MPS1...) ne présentent pas de tels phénotypes méiotiques
lorsque leurs génes sont mutés (Kitajima et al., 2005; Vaur et al., 2005).

BUB1 est également localisée au centromeére, via son domaine kinase (Bernard et al.,
2001a; Vaur et al., 2005; Riedel et al., 2006). Dans des cellules HelLa, HsBUB1 est localisée au
niveau des kinétochores et forme ainsi deux foyers au niveau du centromere. HsSGO1 est
présente sous forme d’un seul foyer avec un patron similaire a celui de SCC1 (Tang et al.,
2004).

Les études cytologiques des protéines SGO, BUB1 et PP2A ont montré que chez les
levures, BUB1 est indispensable a la localisation de SGO1 et PP2A (SpPAR1 et ScRTS1) et que
SGOL1 est indispensable a la localisation de PP2A. Par contre PP2A n’est pas nécessaire a la
localisation de BUB1 et SGO1 au centromere (Kitajima et al., 2006; Riedel et al., 2006). Dans
des cellules Hela, HsSGO2 serait responsable de la localisation de PP2A sur les centroméres
des chromosomes mitotiques (Kitajima et al., 2006; Tang et al., 2006). Une étude récente,
montre que I’'homologue de BUB1 chez le riz est impliqué dans la localisation centromérique
de OsSGO1 en méiose (Wang et al., 2012a).

Lors du mécanisme de protection de la cohésion centromérique, BUB1 est nécessaire
au recrutement de SGO qui recrute a son tour PP2A au centromére. Il semblerait que ce ne
soit pas la sous-unité B de PP2A (qui confére généralement la spécificité et la localisation au
complexe PP2A) qui soit responsable de la localisation de I’holoenzyme au centromeére mais
la protéine shugoshin.

3.3.4.2. SWI6 est nécessaire a la localisation centromérique de SGO

La protéine SpSWI6 a été mise en évidence comme nécessaire a la localisation
centromérique des complexes de cohésines (voir B.II.2.2). Le mutant Spswi6é montre comme
un mutant Spsgol, une ségrégation aléatoire des chromatides sceurs en méiose Il (Yamagishi
et al., 2008). Mais ce défaut est a peine supprimé si on force la localisation centromérique
des cohésines, suggérant que SpSWI6 n’est pas uniquement nécessaire au recrutement des
cohésines centromériques. Des expériences de double hybride et de co-
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immunoprécipitation ont mis en évidence que SpSWI6 interagissait avec SpSGO1 et que
cette interaction est nécessaire a la localisation de SpSGO1 au centromeére. Chez un sauvage,
SpSWI6 et SpSGO1 co-localisent aux centromeéres en métaphase | alors que SpSGO1 n’est
pas détectée chez un mutant Spswi6. L’homologue de SWI6 chez les vertébrés, HP1, interagit
également avec SGO1 dans des cellules Hela et est nécessaire a sa localisation
centromérique (Yamagishi et al.,, 2008). Ainsi la structure de I’hétérochromatine au
centromere est essentielle au maintien de la cohésion centromérique, probablement via le
recrutement de SGO1 par la protéine SWI6.

3.3.5.Elimination de SGO et déprotection de la cohésion centromérique

Lors de I'anaphase, en mitose et en méiose Il, la cohésion centromérique doit étre
éliminée afin de permettre la séparation des chromatides sceurs. Il faut déprotéger les
cohésines pour permettre leur clivage par la séparase. Les mécanismes de déprotection
n’ont pas encore été clairement identifiés et semblent différents en fonction des organismes
étudiés. Chez S. pombe et chez les plantes, SGO1 disparait en anaphase |, suggérant que la
protection centromérique par SGO n’est plus nécessaire en anaphase | (voir B.111.3.3.2). Alors
qgue chez S. cerevisiae, les mammiféres et la drosophile, SGO est présent au niveau des
centroméres jusqu’en deuxieme division méiotique, suggérant que la déprotection de la
cohésion centromérique nécessaire a I'anaphase Il n’est pas liée a I'élimination de SGO (voir
B.II1.3.3.2). Un mécanisme de type disparition — inactivation ne semble pas étre généralisable
a tous les organismes, ou SGO est toujours présent aux centromeéres alors que les
chromatides sont libres.

3.3.5.1. Déprotection via ’APC/C

La présence de sites de destruction par ’APC/C chez la plupart des protéines Shugoshin
(Tableau B.III.2) semble indiquer une élimination de SGO qui soit dépendante de I’APC/C.
Chez S. pombe, la protéine est préservée aux centromeéres dans des cellules déficientes pour
I’APC/C, alors qu’elle est dégradée normalement dans des cellules déficientes pour la
séparase (Kitajima et al., 2004). Des études in vivo chez X. laevis montrent que SGO est un
substrat de I’APC/C et peut étre dégradée par APC/C®M et APC/CP? (Salic et al., 2004).
Une dégradation par APC/CP®%°
anaphase, éliminant ainsi la protection de la cohésion centromérique. Ce qui coincide avec la

suggere que SGO est détruit lors de la transition métaphase-

disparition de SGO1 au niveau des kinétochores lors de cette transition chez X. laevis.
Cependant, chez d’autres espéces SGO est toujours présent en anaphase Il (Lee et al., 2008)
(Tableau B.III.2). Ces résultats laissent penser que chez ces especes, la destruction de SGO
n’est pas responsable de I’élimination de la protection de la cohésion centromérique.

Deux études ont cherché a caractériser les motifs de destruction de HsSGO1 dans des
cellules Hela. La premiére étude montre que la D-box 1 [457-465] est nécessaire a la
dégradation par APC/C et qu’un mutant HssgolAD1 entraine des défauts de séparation des
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chromosomes et un arrét en métaphase (Fu et al., 2007). Ces résultats sont contestés dans
une seconde étude qui montre que la KEN-box et une autre D-box 2 [438-446] sont

CDHL 'Mais la version non destructible de

nécessaires a la dégradation de HsSGO1 par APC/C
HsSGO1 ne modifie pas sa localisation au niveau des kinétochores et complémente le
mutant RNAi SGO1. Ces résultats indiquent que la dégradation de HsSGO1 par I’APC/C n’est

pas nécessaire a la séparation des chromatides sceurs en mitose (Karamysheva et al., 2009).

3.3.5.2. Autres mécanismes d’élimination

Une étude réalisée chez D. melanogaster montre que la disparition de MEI-S332 aux
centroméres en anaphase de méiose Il et mitose ne semble pas impliquer I’APC/C. C'est la
phosphorylation de MEI-S332 par la Polo kinase qui permet sa délocalisation. Chez un
mutant Dspolo, MEI-S332 reste localisée aux centroméres aprés la transition métaphase II-
anaphase Il. La méiose Il se déroule normalement impliquant gu’un autre mécanisme que la
disparition de MEI-S332 est responsable de la libération de la cohésion centromérique
(Clarke et al., 2005).

Des données similaires ont été obtenues dans des cellules Hela. HsSGO1 n’est pas
présente aux centroméres chez un mutant pp2a-Aa mais la localisation centromérique de
HsSGO1 est restaurée dans un double mutant Hsplkl/pp2a-Aa. Ces résultats suggérent que
HsPLK1 est responsable de la disparition de HsSGO1 aux centroméres dans un mutant pp2a-
Aa (Tang et al., 2006). Ainsi PP2A pourrait protéger SGO aux centromeéres en contrecarrant
son élimination par la Polo kinase.

Un autre mécanisme d’élimination a été décrit chez D. melanogaster. Chez la drosophile,
la disparition de MEI-S332 des centromeéres correspond a la dégradation des cohésines par la
séparase. La présence de deux sites putatifs de clivage par la séparase chez MEI-S332
suggere une élimination de MEI-S332 synchronisée avec celle des cohésines par la séparase
lors de la transition métaphase Il — anaphase Il. Dans des embryons de drosophile, mutés
soit pour la séparase soit par la sécurine, MEI-S332 est présente au centromere lors de la
mitose mais le signal persiste en interphase, contrairement aux embryons sauvages. Les
auteurs suggerent que la délocalisation de MEI-S332 est dépendante de la séparase bien
gu’aucune expérience ne montre un clivage direct de MEI-S332 par la séparase (Lee et al.,
2004b) de plus le réle mitotique de MEI-S332 n’a pas été clairement établi.

3.3.5.3. Modele de la déprotection par la tension

La tension exercée, pour séparer les chromatides sceurs, lors de la méiose Il pourrait étre
a l'origine de l'inactivation de SGO aux centromeéres. Des observations réalisées chez la
souris montrent une relocalisation de MmSGO2 en métaphase I, de la région
péricentromérique (ou SGO2 co-localise avec REC8) vers les kinétochores, alors que REC8
reste localisée dans la région péricentromérique (Gémez et al., 2007; Lee et al., 2008). Cette
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Figure B.111.10 : Modele de la déprotection de la cohésion centromérique par la tension

En méiose |, les kinétochores sceurs sont mono-orientés. Le complexe SGO/PP2A est a
proximité des cohésines centromériques et protege REC8 de la séparase. En méiose I, les
kinétochores sceurs sont bi-orientés. La tension exercée par le fuseau de microtubules
permet la délocalisation du complexe SGO/PP2A. Le complexe de cohésines contenant REC8
n’est plus a proximité de la phosphatase PP2A. Les kinases phosphorylent REC8. REC8 est
alors clivée par la séparase lors de la transition métaphase ll-anaphase Il et les chromatides
sceurs se séparent. D’apres Lee et al. 2008.



délocalisation de SGO, qui entraine la déprotection de RECS8, aurait pour origine la tension
appliquée aux kinétochores sceurs bi-orientés qui s’éloignent en entrainant SGO (Lee et al.,
2008)(Figure B.II1.10). Chez un mutant Spsgo2, la plupart des chromosomes séparent leurs
chromatides soceurs en méiose | car les kinétochores sont bi-orientés. Dans ce cas, la tension
exercée par le fuseau de microtubules attire les chromatides sceurs vers les pbles opposés
de la cellule et la cohésion centromérique est éliminée lors de la transition métaphase I-
anaphase | (Vaur et al., 2005). Les mémes observations ont été faites chez la souris, avec un
mutant achiasmatique (Kouznetsova et al., 2007). Lorsque les kinétochores sceurs sont bi-
orientés, la tension exercée par le fuseau serait a I'origine de la déprotection de la cohésion
centromérique via la délocalisation de SGO.

Cependant chez des mutants de monopoline de S. cerevisiae (protéines responsables de
la mono-orientation des kinétochores en méiose 1), les kinétochores sont bi-orientés en
méiose | mais la cohésion centromérique n’est pas libérée avant la méiose Il (Petronczki et
al., 2006). S. cerevisiae pourrait utiliser un mécanisme différent pour inactiver SGO, on peut
également supposer que la tension exercée sur des kinétochores bi-orientés en méiose |
n’est pas équivalente a la tension exercée en méiose Il chez S. cerevisiae.

3.4. Régulateurs impliqués dans le maintien de la cohésion en méiose

Chez Arabidopsis thaliana, AtSWI1 a été montrée comme impliquée dans la mise en
place de la cohésion en méiose. Chez le mutant Atswil-2, on observe une perte progressive
de la cohésion ; d’abord le long des bras ce qui entraine la formation de chromosomes en
“X”, puis aux centroméres. Chez ce mutant, on trouve 20 chromatides libres en métaphase |
qui ségrégent de facon aléatoire entrainant la formation de spores aberrantes. La
localisation précoce de AtSWI1 de la phase G1 jusqu’au leptoténe suggere que AtSWI1
jouerait un réle dans la mise en place plutoét que dans le maintien de la cohésion entre
chromatides sceurs (Mercier et al., 2001b, 2003; Agashe et al., 2002; Boateng et al., 2008;
Pawlowski et al., 2009). AtSWI1 semble étre présent uniquement chez les plantes car aucune
homologie n’a été mise en évidence avec des protéines d’autres eucaryotes suggérant, que
le controle de la mise en place de la cohésion en méiose n’est pas conservé au sein des
eucaryotes.

Chez S. cerevisiae, SCMND2 a été initialement identifié lors d’un crible direct visant a
identifier les géenes surexprimés en méiose (Rabitsch et al.,, 2001). Le mutant Scmnd2 ne
présente pas de phénotype végétatif mais un arrét en prophase méiotique lié a I'activation
du checkpoint “DNA damage”. En évitant la recombinaison, le mutant Scmnd2 poursuit la
méiose au-dela de la prophase. Dans ce cas, on observe un clivage précoce de ScRECS8 lié a
I'activation prématurée de la séparase. Chez ce mutant, la sécurine est détruite en prophase
par APC/C*™A (voir B.I.2.6.1). SCMND2 est un inhibiteur de 'APC/C*™A' qui empéche la
destruction de la sécurine en prophase méiotique (Oelschlaegel et al., 2005; Penkner et al.,
2005). ScMND2 semble également impliquée dans la stabilité de ScSGO1 en méiose. Chez un
mutant Scmnd2, ScSGO1 est instable en prophase, suggérant que ScSGO1 pourrait étre un
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substrat de I'’APC/C*“!. Parallelement chez un mutant Scamal la quantité de ScSGO1
présente en anaphase Il est plus importante que chez un sauvage (Penkner et al., 2005).

La protéine ScSPO13, en plus de son rble dans la régulation du cycle et I'orientation des
kinétochores en méiose |, joue un réle dans la protection de la cohésion centromérique chez
S. cerevisiae (Shonn et al., 2002). La caractérisation de cette protéine montre que ScSPO13
est localisée au niveau des régions centromériques mais n’est pas essentielle a la localisation
de ScSGO1 aux centromeres en méiose |. ScSPO13 serait également un inhibiteur de
’APC/C*™MA!. Chez un mutant Scspol3, on n’observe pas de réaccumulation de la sécurine en
méiose Il. Ceci suggére que chez ce mutant, I'absence de sécurine en fin de premiére division
(ou début de seconde division) entraine une réactivation prématurée de la séparase qui

AMAl, car chez un double

détruit la cohésion centromérique. ScSPO13 pourrait inhiber APC/C
mutant Scspol3/Scamal la sécurine est détruite en anaphase | et a nouveau présente en
seconde division, ainsi la mutation Scamal supprime le phénotype du mutant Scspo13 (Katis
et al., 2004b; Lee et al., 2004a).

Une étude récente montre que HsRBMX, une protéine possédant un domaine de fixation
a I’ARN et présente sur le chromosome X, s’associe avec la chromatine et joue un réle dans
le maintien et la protection centromérique de la cohésion en mitose. Chez un mutant
Hsrbmx, les cellules Hela sont arrétées en prométaphase suite a une perte de cohésion
entre les chromatides soeurs. Les signaux centromériques HsSGO1 et HsB56a sont absents
chez ce mutant, suggérant un défaut dans la protection de cohésion centromérique face au
mécanisme de la “prophase pathway”. Les expériences montrent que HsRBMX pourrait étre
un régulateur du maintien de la cohésion avant la phase M. L’analyse de ce mutant montre
gu’un défaut dans le maintien de la cohésion peut étre a I'origine d’un phénotype de perte
de cohésion centromérique (Matsunaga et al., 2012).
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Figure B.IV.1 : Attachement du fuseau de microtubules aux chromosomes lors de la mitose
et la méiose I.

Pour ne pas surcharger le schéma, une seule fibre de microtubules est représentée pour
chaque kinétochore. En mitose, les kinétochores sceurs sont bi-orientés (positionnés “dos a
dos”’). La cohésion est éliminée sur toute la longueur du chromosome permettant la
séparation des chromatides soceurs vers les pbles opposés. En méiose, les kinétochores sceurs
sont attachés aux microtubules émanant du méme pole car les kinétochores sceurs sont

o A

mono-orientés (positionnés “cote a cote”’). Chaque homologue est attaché aux microtubules
émanant des pdles opposés, ainsi en anaphase |, I’élimination de la cohésion le long des bras

permet de séparer les homologues.



Iv. Orientation des kinétochores lors de méiose

Chez les eucaryotes, la ségrégation des chromosomes est réalisée grace aux kinétochores
qui se forment aux niveaux des régions centromériques. Les kinétochores conditionnent la
ségrégation des chromosomes en fixant le fuseau de microtubules qui va tirer les
chromosomes pour les séparer. Les fibres de microtubules vont s’attacher de fagon aléatoire
au niveau des kinétochores. Ce mécanisme est dynamique, les fibres vont s’attacher et se
détacher jusqu’a ce que les chromosomes soient sous tension. Les erreurs d’attachement du
fuseau aux kinétochores vont étre corrigées pour empécher les ségrégations aberrantes. Les
erreurs de ségrégation peuvent induire la formation de cellules aneuploides pouvant
entrainer la mort cellulaire, la formation de cancer ou la formation de gamétes anormaux
(Hassold et al., 2007).

Lors de la mitose, les chromatides sceurs sont attachées a des faisceaux de microtubules
émanant des poOles opposés de la cellule pour étre séparées de facon équationnelle en
anaphase. En mitose, comme en méiose Il, les kinétochores sceurs sont bi-orientés (ou
attachés de facon amphitélique) (Figure B.IV.1 et B.IV.2). En méiose |, les kinétochores sceurs
sont attachés a des microtubules émanant du méme pole pour permettre la séparation des
chromosomes homologues. Dans ce cas, les kinétochores sceurs sont mono-orientés (ou
attachés de facon syntélique) (Figure B.IV.1 et B.IV.2). Le mécanisme a l'origine de
I'orientation des kinétochores en mitose a été adapté en méiose | pour permettre la mono-
orientation des chromatides sceurs entrainant la ségrégation des chromosomes homologues.

1. Le Kinétochore

Le kinétochore est un complexe formé de plus de 100 protéines dont la plupart sont
conservées chez tous les eucaryotes. Le kinétochore peut étre divisé en 2 parties: le
kinétochore interne qui se fixe a I’ADN centromérique et le kinétochore externe qui fixe les
microtubules.

Les protéines du kinétochore interne se fixent au niveau du centromere, qui correspond
a la constriction, présente au niveau des chromosomes condensés, visible en cytologie. Le
centromére est une région chromosomique contenant CENH3 (ou CENP-A), un variant de
I'histone H3. On distingue la région centrale du centromére (“core’” centromere), qui
correspond a la région ou s’associe le kinétochore interne, et la région d’hétérochromatine
péricentromérique qui est essentielle a la cohésion entre chromatides sceurs. La taille des
centromeéres peut varier de 125pb chez S. cerevisiae a plusieurs mégabases chez les
mammiféres et les plantes. Les régions centromériques sont communément constituées de
séquences répétées d’ADN et de rétrotransposons (Birchler et al.,, 2011; Burrack and
Berman, 2012).
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Figure B.IV.2 : Différents types d’attachement kinétochores-microtubules

(A) En mitose (et méiose II), les kinétochores sont “dos a dos”. L’attachement amphitélique permet la
séparation des chromatides sceurs. Les attachements monotéliques, syntéliques et mérotéliques peuvent
apparaitre et sont corrigés pour éviter la formation de cellules aneuploides. (B) En méiose |, les kinétochores
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sont “cOte a cOte”. L'attachement syntélique permet la séparation des chromosomes homologues. Des
chromosomes homologues peuvent étre attachés a des microtubules émanant du méme pole, cet attachement
est instable et doit étre corrigé. (C) Lors de méiose achiasmatique (présente chez les mutants de
recombinaison), les kinétochores sceurs sont toujours fusionnés. Dans ce cas, des attachements monotéliques
et mérotéliques peuvent se produire mais ne permettent pas de mettre les chromosomes sous tension.
L'attachement amphitélique satisfait des conditions de tension mais la protection de la cohésion au

centromere empéche la ségrégation des chromatides sceurs.




Chez les espéces possédant des centromeres “ponctuels”, comme S. cerevisiae le
kinétochore ne capture qu’une seule fibre de microtubules (Winey et al., 2005). Chez les
autres espeéces, plusieurs fibres de microtubules s’associent aux kinétochores.

2. Orientation monopolaire des kinétochores lors de la premiére division méiotique

En méiose |, I'orientation des kinétochores doit étre modifiée par rapport a la mitose ou
a la méiose Il pour permettre la séparation des chromosomes homologues et la co-migration
des chromatides sceurs. Les chiasmata font le lien physique entre les chromosomes
homologues et permettent la mise en place de la tension, exercée par les fuseaux de
microtubules, entrainant chaque homologue vers un pole opposé de la cellule. Ce ne sont
cependant pas les chiasmata (ni la tension) qui sont a l'origine de I'orientation des
kinétochores car dans la plupart des cas chez les mutants de recombinaison, les deux
chromatides sceurs d’un monovalent ségrégent au méme pole.

On pourrait facilement imaginer que des facteurs cellulaires présents dans le cytoplasme
en méiose | ou le fuseau de microtubules sont a I'origine de cette mono-orientation. Des
études réalisées chez la sauterelle ont mis en évidence que les propriétés a |'origine de la
mono-orientation des kinétochores sont portées par les chromosomes eux-mémes. Par
micromanipulation, les auteurs ont transféré des bivalents (deux chromosomes homologues
maintenus ensemble par un ou plusieurs chiasmata) d’une cellule en méiose | vers une
cellule en méiose Il. Dans ce cas, les bivalents se comportent comme en méiose |, les
homologues se séparent grace a la mono-orientation des kinétochores sceurs.
Réciproquement un chromosome de méiose Il, composé de deux chromatides, sépare ses
chromatides sceurs lorsqu’il est transféré dans une cellule en méiose | (Paliulis and Nicklas,
2000).

Le kinétochore se fixe au niveau du centromére. Un bivalent, composé de deux
chromosomes possédant chacun deux centromeres, contient donc quatre kinétochores
(Figure B.IV.1). Afin d’assurer la ségrégation des chromosomes homologues, on pourrait
penser qu’un seul des deux kinétochores sceurs est attaché aux microtubules et que 'autre
est inactivé. L'observation des kinétochores en méiose nous montre que les deux
kinétochores sceurs sont fonctionnels (Goldstein, 1981; Parra et al., 2004) et qu’ils adoptent
une configuration “cote a cote” en méiose | alors qu’ils sont “dos a dos”’ en mitose et en
méiose Il (Lee et al., 2000)(Figure B.IV.3).

L'orientation des kinétochores est définie trés tot au cours de la méiose. Chez S. pombe,
une cellule entrant artificiellement en méiose aprés une phase S mitotique va séparer ses
chromatides sceurs en méiose | (Watanabe et al.,, 2001), suggérant que les propriétés
d’orientation du kinétochore sont établies des la phase de réplication pré-méiotique.
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Méiose | Méiose Il

Figure B.IV.3 : Organisation des kinétochores en méiose | et méiose Il dans des oocytes de
porc

Ces images de microscopie électronique montrent des kinétochores sceurs en méiose | et
méiose Il dans des oocytes de porc (indiqués par les fleches). La protéine centromérique
CENP-E est présente sur la partie externe du kinétochore et est marquée par des particules
d’or (D’apreés Lee et al. 2000).



2.1. Le complexe monopoline
2.1.1.Le complexe monopoline chez S. cerevisae

C’est grace a un crible visant a identifier des genes exprimés spécifiquement au cours de
la méiose chez S. cerevisiae que MAM1 (monopolar microtubule attachment during meiosis
I) a été identifié. Chez un mutant Scmaml, les kinétochores sceurs sont bi-orientés en
métaphase | mais ni les chromosomes homologues ni les chromatides sceurs ne ségrégent
en méiose |. En effet chez ce mutant, la cohésion centromérique n’est pas éliminée en
anaphase | et maintient les chromatides sceurs ensemble empéchant leur ségrégation. Il faut
remplacer REC8 par SCC1 dans un mutant Scmam1 pour observer une division équationnelle
en méiose | (Toth et al., 2000). SCMAM1 est présente uniquement du pachyténe a
I’'anaphase | et colocalise avec des protéines du kinétochore, suggérant un role direct de
ScMAM1 sur l'orientation des kinétochores. Des études complémentaires ont identifié
d’autres protéines essentielles a la mono-orientation des kinétochores. SCMAM1, ScCSM1,
ScLRS4 et une caséine kinase SCHRR25 forme le complexe monopoline (Rabitsch et al., 2001,
2003; Petronczki et al., 2006). SCHRR25 est nécessaire a la localisation des autres protéines
du complexe au niveau du kinétochore mais ce réle est indépendant de son activité kinase
(Petronczki et al., 2006). Deux autres kinases ScCDC5 et ScCDC7 sont également requises a la
localisation du complexe monopoline aux kinétochores (Bardhan, 2010a). Les cibles de ces
kinases ainsi que le mode d’action du complexe monopoline n’ont pas encore été mis en
évidence.

ScSPO13 est également impliqué dans I'orientation des kinétochores chez S. cerevisiae
(voir B.IIl.3.3.1), le mutant Scspol3 réalise une unique division méiotique équationnelle
(Klapholz and Esposito, 1980). ScSPO13 est localisée au niveau des kinétochores et est
nécessaire a la localisation du complexe monopoline aux kinétochores (Katis et al., 2004b;
Lee et al., 2004a). Cependant la fonction exacte de ScSPO13 n’a pas été déterminée.

2.1.2.MOA1 chez S. pombe

Le complexe monopoline de S. cerevisiae ne semble pas étre conservé chez les autres
eucaryotes. Bien que des homologues de ScCSM1 et ScLRS4 soient présents chez S. pombe,
ils ne sont pas impliqués dans les mécanismes nécessaires a la mono-orientation des
kinétochores en méiose | (Rabitsch et al., 2001, 2003).

Une protéine impliquée dans la mono-orientation des kinétochores a cependant été
identifiée chez S. pombe. Une souche haploide entrant en méiose mais ne réalisant qu’une
premiere division méiotique produit majoritairement des spores non viables a cause de
I'orientation monopolaire des kinétochores, les chromatides soeurs n’étant que rarement
toutes présentes dans la méme spore. La mutagenese réalisée sur cette souche a permis
d’identifier une mutation dans le gene SpMOA1 qui induit une division équationnelle (>95%)
et ainsi la production de spores viables. La mutation Spmoal en contexte diploide n’induit
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Figure B.IV.4 : Modéle de I’organisation du centromére et des cohésines en mitose et en
méiose chez S.pombe

En mitose, les cohésines contenant SCC1l sont présentes dans [|’hétérochromatine
péricentromérique et au niveau des bras chromosomique. Il n’y a pas de cohésine au niveau
du “core’” centromeére et les kinétochores sceurs sont positionnés “dos a dos”’. En méiose,
les cohésines le long des bras peuvent contenir REC8 ou SCCl1. Les cohésines
péricentromériques contiennent REC8 et sont protégées de la séparase par le complexe
SGO1-PP2A. Contrairement a la mitose, des cohésines contenant REC8 sont présentes au
“core” centromere grace a MOA1 (Adapté de Watanabe et al. 2012).




que 20% de divisions équationnelles mais ce taux atteint 95% dans un double mutant
Spmoal/Spspoll, suggérant que la présence de chiasmata influence I'orientation des
kinétochores. Comme ScMAM1, SpMOA1 apparait en prophase et disparait en anaphase | et
colocalise avec des protéines du kinétochore (Yokobayashi and Watanabe, 2005).

2.2. Role de la cohésion dans I’orientation monopolaire des kinétochores

Chez S. pombe, la mutation rec8 entraine une bi-orientation des kinétochores et ainsi
une division équationnelle en méiose | (Watanabe and Nurse, 1999). Chez Sprec8, SCC1 est
capable de maintenir la cohésion (au moins centromérique) jusqu’en métaphase |
(Yokobayashi et al., 2003). Mais seul le complexe de cohésine contenant la sous-unité REC8
permet la mono-orientation des kinétochores sceurs en méiose |. Des résultats similaires ont
été obtenus chez A. thaliana dans un double mutant Atrec8/Atspol1 ou la fragmentation
chromosomique observée chez un simple mutant Atrec8 est supprimée par la mutation
spoll. Le double mutant Atrec8/Atspoll réalise en méiose |, une mitose-like ol les
kinétochores sceurs sont bi-orientés, alors que chez un mutant Atspol1, les kinétochores
sont mono-orientés en méiose I. En méiose I, les chromatides sont libres et ségrégent de
facon aléatoire. Le mutant Atscc3/Atspoll présente le méme phénotype (Chelysheva et al.,
2005). AtREC8 et AtSCC3 sont tous les deux nécessaires a la mono-orientation des
kinétochores en méiose |. Ainsi REC8 est nécessaire a |'orientation monopolaire des
kinétochores et au maintien de la cohésion centromérique jusqu’en méiose Il. Le rble de
REC8 dans la mono-orientation des kinétochores semble également conservé chez les
mammiféres (Parra et al., 2004; Watanabe, 2012). Néanmoins chez S. cerevisiae, la sous-
unité REC8 n’est pas essentielle a la mono-orientation des kinétochores en méiose | car la
substitution de ScREC8 par ScSCC1 ne perturbe pas l'orientation monopolaire des
kinétochores sceurs (Toth et al., 2000).

La répartition des cohésines au niveau du centromere joue un role important dans
I'orientation des kinétochores. Que ce soit en mitose ou en méiose, le complexe de cohésine
contenant SCC1 est présent sur toute la longueur du chromosome, a I'exception du “core”
centromeére. Alors que le complexe contenant REC8 est présent sur toute la longueur du
chromosome et au niveau du “core” centromeére en méiose (Watanabe et al., 2001)(Figure
B.IV.4). Ces résultats suggérent que REC8 est nécessaire a la cohésion au niveau du “core”
centromére et faciliterait la disposition cote a cOte des kinétochores sceurs en méiose |.
Cependant la localisation de REC8 au niveau du “core’” centromeére n’est pas suffisante a
I'orientation monopolaire car I'expression de REC8 en mitose n’induit pas |'orientation
monopolaire des kinétochores malgré une localisation au niveau du “core” centromeére
(Yokobayashi et al., 2003).

Chez S. pombe, |'orientation bipolaire des kinétochores en méiose | chez un mutant
Sprec8 n’est pas due a une perte de la monopoline au centromeére car SpMOA1 est toujours
présente aux centromeres dans un mutant Sprec8. A linverse, on observe une
suraccumulation de SpREC8 au “core’” centromeére chez un mutant Spmoal probablement a
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cause d’une désorganisation du centromere (Yokobayashi and Watanabe, 2005). En
observant la région centromérique des chromosomes méiotiques, cette équipe propose un
modele (Figure B.IV.4) selon lequel la cohésion au “core” centromeére est dépendante de
REC8 et MOA1 et permettrait de rapprocher les centromeéres et ainsi de positionner cote a
cote des kinétochores sceurs pour la ségrégation des chromosomes homologues. Cette
cohésion du “core” centromeére est éliminée, probablement par la séparase car les
cohésines du “core” centromére ne sont pas protégées par SGO (Watanabe, 2012),
permettant ainsi |'orientation bipolaire des kinétochores en méiose Il (Sakuno and
Watanabe, 2009).

En méiose, comme en mitose, la cohésion est mise en place lors de la phase S grace a
I'acétylation de SMC3 par ECO1 (voir B.lll.2.3). Une étude récente suggere que chez S.
pombe, ECO1 est nécessaire a la mise en place de la cohésion au “core” centromére en
phase S préméiotique et que MOA1 est indispensable a son maintien. De plus, un mutant
Spclr6 (protéine impliquée, en autre, dans la déacétylation de SMC3) est capable de
supprimer le défaut de d’orientation des kinétochores du mutant Spmoal, suggérant que
I'acétylation est essentielle a la mise en place et au maintien de la cohésion au “core”
centromere et donc a I'orientation monopolaire des kinétochores en méiose | (Kagami et al.,
2011).

Chez S. cerevisiae, SCREC8 n’est pas essentielle a I'orientation monopolaire des
kinétochores en méiose | (Toth et al., 2000). Cette différence est peut-étre due a la structure

“ponctuel” du centromere chez S. cerevisiae et a la répartition des complexes de cohésines
au niveau du centromere, car chez S. cerevisiae, le patron de localisation des cohésines REC8

et SCC1 semble identique (Glynn et al., 2004).

2.2.1.Protection de la cohésion centromérique et orientation monopolaire des
kinétochores

En méiose |, dans un contexte mutant ou les kinétochores sont bi-orientés, la protection
centromérique empéche la séparation des chromatides sceurs. Ainsi chez un double mutant
Spmoal/Spspoll, on observe fréquemment des chromosomes bloqués au niveau de la
plague métaphasique alors que la méiose | est équationnelle chez un triple mutant
Spmoal/Spspol1/Spsgol (Yokobayashi and Watanabe, 2005). L’analyse du mutant Spsgol
en contexte haploide montre que la méiose | est équationnelle. De méme, un mutant
achiasmatique couplé a la mutation Spsgol en contexte diploide réalise une méiose |
équationnelle (Dudas et al., 2011; Hirose et al.,, 2011). Les résultats sont identiques si on
remplace la mutation sgol par une mutation pp2a, suggérant que la protection de la
cohésion centromérique est nécessaire a la co-ségrégation des chromatides sceurs lors d’une
méiose | achiasmatique. Ainsi SGO1 est impliquée dans la mono-orientation des
kinétochores en absence de crossing-over bien qu’on n’observe aucun défaut de ségrégation
des homologues en méiose | dans un contexte sauvage. L’hypothese la plus convaincante
serait que les kinétochores soient bi-orientés en absence de chiasmata, suggérant que la
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est instable car Aurora B peut encore phosphoryler ses cibles. La présence d’un chiasma permet de mettre sous tension des
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2012).




présence de chiasmata influence I'orientation des kinétochores. Des observations réalisées
dans des oocytes de souris nous montrent que des kinétochores sceurs “cote a cote “ chez
un mutant achiasmatique mais que I'attachement aux microtubules peut quand méme étre
amphitélique (Kouznetsova et al., 2007)(Figure B.IV.2). Hirose et al. proposent un modeéle
basé sur I'attachement dynamique des kinétochores aux microtubules. Chez un sauvage,
I'attachement syntélique génere une tension stable qui peut persister alors qu’un
attachement incorrecte ne génére pas une tension suffisante et est déstabilisé. Chez un
mutant achiasmatique, les attachements amphitéliques ne sont pas déstabilisés car ils
génerent une tension suffisante (Figure B.IV.2) (Hirose et al., 2011).

2.3. Role des kinases Aurora dans I'orientation monopolaire des kinétochores

Les erreurs d’attachement microtubules-kinétochores sont fréquentes et doivent étre
corrigées pour séparer correctement les chromosomes lors de I'anaphase. Les chromosomes
se séparent uniquement lorsque la tension stabilise I'alignement des chromosomes. Ce
mécanisme de contréle est bien étudié en mitose. Le CPC (chromosomal passenger
complex ) est composé des protéines : Aurora B, Borealin, Survivin et INCENP. Le CPC se
localise entre les 2 kinétochores sceurs jusqu’en métaphase, son role est de déstabiliser des
erreurs d’attachement des microtubules aux kinétochores et d’activer le SAC afin de retarder
la séparation des chromosomes (Vagnarelli and Earnshaw, 2004). Lorsque les chromosomes
ne sont pas sous tension, Aurora B est située a proximité des centromeres et déstabilise
I'attachement en phosphorylant différents substrats au niveau du kinétochore (Figure
B.IV.5). Lorsque I'attachement aux kinétochores est amphitélique, la tension écarte
légérement les kinétochores qui s’éloignent d’Aurora B, empéchant ainsi leur
phosphorylation. On observe également un enrichissement en phosphatase PP1 et PP2A aux
kinétochores lorsque les chromosomes sont sous tension (Watanabe, 2012).

Les homologues d’Aurora B chez les levures et chez la souris (SpARK1, ScIPL1 et
MmAuroraC) jouent un role essentiel dans I'orientation des chromosomes en méiose. La
caractérisation précise de ces protéines en méiose a permis d’établir un modeéle : lors de la
métaphase |, les kinétochores sceurs sont fusionnés et treés proches d’Aurora B (Figure
B.IV.5). Aurora B ne s’éloigne des kinétochores que si les kinétochores sceurs d’'un
chromosome sont tirés dans la méme direction et que les kinétochores soceurs de I'autre
chromosome sont tirés dans la direction opposée (Figure B.IV.5)(Watanabe, 2012). Ainsi
I'attachement monopolaire des kinétochores sceurs est stabilisé par I'attachement bipolaire
du bivalent. Chez S. pombe, Aurora B est localisée au niveau du “core’” centromeére et cette
localisation est dépendante de SpSGO2 et SpBUB1 (Hauf et al., 2007; Kawashima and
Tsukahara, 2007). Aurora B et MOA1 ne semblent pas appartenir a la méme voie de
régulation de I'orientation des kinétochores car chez un mutant de la kinase Aurora, Sparkl,
on observe des attachements mérotéliques au niveau des kinétochores sceurs mais sans
perturber la localisation de REC8 et MOA1 aux centromeres (Hauf et al., 2007).
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Localisation du complexe

Monopoline . REC8 Kinase Aurora
monopoline
- ScCDC5 Non
S.cerevisiae - ScMAM1 ScCSM1 ScLRS4 | ScHRR25 | ScSPO13 . SclIPL1
ScCDC7 | essentielle
S.pombe | SpMOA1 - Nor.1 Nor'1 ND Essentielle SpARK1
essentielle | essentielle
Mammiféres ND ND Essentielle | MMmAURORA C
A.thaliana ND ND Essentielle ND

Tableau B.IV.1 : Les protéines impliquées dans la mono-orientation des kinétochores en

méiose |.

ND : non déterminé




Les protéines connues et impliquées dans I'orientation des kinétochores en méiose | sont
regroupées dans le Tableau B.IV.1.

3. Orientation des kinétochores en méiose Il

Lors de la méiose Il, les chromatides sceurs se séparent pour former des spores
haploides. Les kinétochores sceurs, qui étaient mono-orientés en méiose | doivent étre bi-
orientés en métaphase Il.

Peu de données sont disponibles sur les mécanismes a l'origine du changement de
position des kinétochores. On pourrait facilement imaginer que chez S. pombe, la disparition
de SpMOA1 et des cohésines au “core” centromére en anaphase |, entraine un
repositionnement bi-orienté des kinétochores sceurs. Des études réalisées chez la sauterelle
indiquent que les kinétochores soceurs sont toujours mono-orientés en prométaphase Il mais
sont séparés en métaphase Il. C'est I'attachement du fuseau aux kinétochores qui entraine
le changement de position. Lorsqu’un chromosome en métaphase Il est maintenu a I'écart
du fuseau, ce dernier garde ses kinétochores mono-orientés alors que les kinétochores des
chromosomes en contact avec le fuseau sont bi-orientés (Paliulis and Nicklas, 2005). On peut
ainsi supposer que I'élimination des cohésines et des monopolines au “core” centromere en
anaphase | n’entraine pas directement une ré-orientation des kinétochores. Les
kinétochores (libre de cohésines et de monopolines) restent disposés “cote a cote” jusqu’a
I'attachement du fuseau en métaphase Il ou ils se repositionnent “dos a dos”.

Les mécanismes de régulation de |'orientation des kinétochores en méiose | sont complexes.
Chez S. pombe, I'orientation des kinétochores serait régulée par une voie majoritaire
dépendante de REC8 et MOA1 et nécessaire a I'agencement des kinétochores et par une
voie minoritaire comprenant Aurora B et qui influence l'attachement syntélique des
microtubules. Ainsi 'orientation des chromosomes est déterminée par I'agencement des
kinétochores et par la tension exercée par les microtubules. Chez S. cerevisiae, la présence
d’un centromere ponctuel implique un mécanisme d’orientation des kinétochores différents.
La présence de ScREC8 n’est pas indispensable a la mono-orientation. Plusieurs protéines
ont été identifiées comme impliquées dans I'orientation des kinétochores mais leurs modes
d’action n‘ont pas été mis en évidence. Pour l'instant aucune protéine de type
“monopoline” n’a été identifiée chez les mammiferes et les plantes.
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Figure C.I.1 : Arabidopsis thaliana

A gauche, la plante a I'état végétatif, avant I'apparition de la hampe florale (en bas a
gauche). Au centre plante adulte au stade floraison/fructification. A droite, fleur, hampe
florale et graines. Les barres blanches représentent 1 cm, sauf dans le cas de la fleur et des

graines ou elles représentent 1 mm (D.Bouchez).



C. LE MODELE D’ETUDE: Arabidopsis thaliana

L'arabette des dames (Arabidopsis thaliana) (Figure C.I.1) est considérée comme une
plante modele depuis plusieurs décennies. Arabidopsis appartient a la classe des
dicotylédones et est un membre de la famille des Brassicacées, qui contient des espéces
cultivées comme le chou ou le colza. Bien qu’elle ne présente pas de grands intéréts
agronomiques, Arabidopsis s’est imposée comme un modele de choix pour les études
moléculaires et génétiques. Cet organisme photosynthétique nécessite uniguement de la
lumiére, de I'air, de I'’eau et quelques minéraux pour accomplir son cycle de vie (six semaines
de la germination a la graine mature) (Figure C.1.2). Le nombre de descendant est trés
important (10 000 graines par individus). Arabidopsis est une plante de petite taille (environ
30 cm de haut) (Figure C.I.1), nécessitant peu d’espace et qui peut étre cultivée en serre, en
chambre de culture ou en culture in vitro. Le génome d’Arabidopsis est de petite taille
(environ 125Mb) et composé de cing paires de chromosomes. Son séquencage, achevé en
2000, a permis de déterminer la séquence des 25000 genes que contient le génome
d’Arabidopsis thaliana. Le séquencage du génome a montré que 60% du génome était
dupliqué et que seulement 35 % des protéines sont uniques dans le génome, suggérant une
importante redondance fonctionnelle.

1. Cycle de vie d’Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana a un cycle de vie diplo-haplophasique (Figure C.1.2). La génération
diploide, ou sporophyte, alterne avec la génération haploide, le gamétophyte. La phase
haploide est réduite a la formation du gamétophyte et c’est le sporophyte diploide qui
constitue la phase dominante du cycle de vie.

Les fleurs d’Arabidopsis porte a la fois des organes males (les anthéres) et femelles (le
pistil). Du coté male, la méiose produit quatre microspores haploides. Chacune des
microspores va subir deux mitoses successives. Une premiére mitose produit un noyau
végétatif et une cellule génératrice. Cette cellule génératrice va se diviser pour former deux
noyaux spermatiques. Ainsi le gamétophyte male (ou grain de pollen) contient un noyau
végétatif haploide et deux noyaux spermatiques haploides qui constituent les gameétes
males. Dans les ovules présents dans le pistil, un seul des quatre produits de méiose devient
une macrospore fonctionnelle, les trois autres dégénerent. Cette macrospore va subir trois
mitoses successives produisant sept cellules: trois cellules antipodales, une oosphere
encadrée par deux synergides et une cellule centrale contenant deux noyaux polaires.

La double fécondation est une caractéristique des plantes a fleurs. Le tube pollinique va
progresser a travers le pistil. Le contenu du grain de pollen va alors se décharger dans le sac
embryonnaire. L'un des gameétes males s’unit avec I'oosphére et donne le zygote (2n) a
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I'origine de la future plante. L’autre gamete male s’associe aux noyaux polaires de la cellule
centrale pour former I'albumen triploide qui fait partie de la graine et qui servira a nourrir
I'embryon (Figure C.1.2). Les graines formées sont maturées dans une silique, le fruit
caractéristique des Brassicacées. Apres germination cette graine se développe en un nouvel
individu.

Arabidopsis thaliana est une plante hermaphrodite qui se reproduit principalement par
autofécondation (plante autogame), il est cependant aisé de réaliser des croisements entre
différents individus.

2. Les mutants d’Arabidopsis thaliana

Chez les plantes a fleurs, I'inactivation ciblée de genes par recombinaison homologue
(qui permet de modifier les génes de maniére précise) est inefficace. Les techniques de
mutagenése au hasard, par EMS ou radiations, permettent d’inactiver efficacement les
génes mais les mutations sont difficiles a identifier.

Le développement d’une technique de transformation simple et efficace chez
Arabidopsis thaliana a permis de produire des mutants par mutagenese insertionnelle. Le
géne muté étant étiqueté son identification est plus aisée. La technique est basée sur les
propriétés naturelles d’Agrobacterium tumefaciens. Cette bactérie pathogene des plantes
possede la capacité de transférer un fragment de plasmide (ADN-T), contenant des genes
utiles a I'infection, dans le génome de la plante hote. Cette propriété a été détournée, ainsi
les genes d’Agrobacterium présents sur I’ADN-T peuvent étre remplacés, par un marqueur
de sélection par exemple, et intégrés dans le génome de la plante. La transformation in
planta se fait en trempant les inflorescences d'une plante dans une solution
d’Agrobacterium. Certaines graines issues de cette plante auront intégré 'ADN-T de fagon
hérérozygote (Bechtold and Pelletier, 1993; Clough and Bent, 1998). Ces insertions se font
au hasard, elles sont stables et se maintiennent dans la descendance. Cette technique a
permis la création de nombreuses collections de mutants d’insertion pour lesquelles les sites
d’insertion ont été déterminés. Ainsi on peut obtenir des mutants d’insertion dans la plupart
des genes d’Arabidopsis. Cette technique peut également étre utilisée pour introduire
n’importe quelle séquence dans le génome d’Arabidopsis thaliana.
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D. RESULTATS

Caractérisation fonctionnelle de protéines impliquées dans la progression du cycle
méiotique

1. Préambule

Comme indiqué dans l'introduction, la méiose est une division spécialisée qui génére des
cellules haploides essentielles a la reproduction sexuée. La particularité du cycle méiotique
est I'enchainement de deux divisions cellulaires précédées d’une unique phase de
réplication. Actuellement, des mécanismes mis en jeu au cours du cycle méiotique ont été
décrits chez les levures et les mammiféres. L'étude du cycle méiotique chez A. thaliana peut
permettre d’approfondir les connaissances sur ces mécanismes.

Lors de son post-doctorat, Isabelle d’Erfurth a caractérisé le mutant osd1 (omission of
second division) (d’Erfurth et al., 2009). Le mutant osd1 produit des gameétes diploides
viables (100% du coté male et 85% du coté femelle) et génere des descendants tétraploides
et triploides par autofécondation. Les étalements de chromosomes méiotiques d’un mutant
osd1, montrent une méiose | comparable au sauvage et une absence de seconde division. La
production de gameétes diploides du coté male et femelle chez un mutant osdl est liée a
I'absence de seconde division méiotique. Comme indiqué précédemment, chez A. thaliana la
combinaison des mutations Atrec8 et Atspol1 conduit a une division de type mitotique en
méiose |. Cependant les chromatides sceurs ségrégent de facon aléatoire en méiose Il
(Chelysheva et al., 2005) (voir B.IV.2.2). En combinant la mutation osd1 avec les mutations
Atspoll et Atrec8, les deux divisions méiotiques sont remplacées par une division mitotique.
Ce phénotype est nommé MiMe pour Mitosis instead of Meiosis. Ainsi une plante MiMe
produit des gametes diploides males et femelles génétiquement identiques a elle-méme
(d’Erfurth et al., 2009). Il est intéressant de noter qu’OSD1 posséde un paralogue, UVI4, dans
le génome d’Arabidospis. UVI4 avait été décrite il y a quelques années comme impliquée
dans les mécanismes d’endoréduplication (Hase et al., 2006). Le mutant uvi4 ne présente
pas de défaut méiotique.

Puis Isabelle s’est intéressée a un autre mutant, tam-1 pour tardy asynchronous meiosis.
Ce mutant thermosensible, issu d’un crible EMS, posséde une mutation ponctuelle dans le
géne TAM. |l avait été précédemment décrit comme présentant un défaut en méiose male.
Chez un mutant tam-1, les divisions méiotiques sont asynchrones au sein d’'une anthere et la
progression au cours de la méiose | et Il est retardée. La cartographie de la mutation a
permis d’identifier le géne TAM. TAM/CYCA1;2 est une des 10 cyclines A d’A. thaliana
(Magnard et al., 2001; Wang et al., 2004b). A mon arrivée au laboratoire, j’ai continué la
caractérisation d’autres alléles du mutant tam. Ce travail a fait 'objet du premier article
présenté ici et publié dans PLoS Genetics en 2010 ol je suis co-premier auteur avec Isabelle.
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Le second article présente une caractérisation fonctionnelle des protéines OSD1 et TAM et a
été réalisé en collaboration avec d’autres équipes qui ont apporté leur savoir-faire dans
I'’étude des mécanismes du cycle cellulaire chez les plantes (Arp Schnittger — IBMP
Strasbourg et Lieven De Veylder — VIB Ghent) et I'étude de la progression de la méiose
femelle chez la souris (Katja Wassmann — UMPC Paris). Cet article a été publié dans PLoS
Genetics en 2012.

2. Caractérisation du mutant tam et de son role dans la progression du cycle méiotique
2.1. Principaux Résultats

-  TAM/CYCA1;2 est impliquée dans la transition méiose | — méiose Il

Au cours de ce travail, nous avons étudié six mutants tam indépendants (3 T-DNA et 3

EMS). Ces six mutants sont des mutants nuls et présentent un défaut méiotique identique
entre eux mais différent du défaut méiotique de tam-1 (Magnard et al., 2001). Alors que
chez une plante sauvage, la méiose male produit quatre spores qui se regroupent en
tétrade, chez ces mutants tam on observe des diades. Ces diades vont devenir des grains de
pollen viables. L’analyse du niveau de ploidie des descendants de ces mutants montre que
tam produit des gametes diploides du coté male et femelle. Les rétrocroisements males et
femelles ont permis de déterminer que tam produisait environ 90% de gametes diploides du
coté male et environ 30 % de gametes diploides du coté femelle (les pourcentages varient
légerement en fonction des alléles). L'observation des chromosomes méiotiques chez tam a
permis de mettre en évidence une méiose | comparable au sauvage. En revanche au cours
de la méiose male, aucune seconde division n’a été observée. Ces résultats suggerent que,
comme chez un mutant osd1, I'absence de seconde division méiotique est a I'origine de la
formation de gametes males et femelles diploides chez un mutant tam. L'utilisation de
marqueurs génétiques a permis de confirmer que chez les mutants tam la méiose se limite a
une unique division réductionnelle.
TAM/CYCA1;2 est une protéine nécessaire a la transition méiose | —-méiose Il. Bien qu’on
suppose une redondance fonctionnelle entre les 10 cyclines A d’Arabidopsis (Inzé and De
Veylder, 2006), aucune n’est capable de compenser I'absence de TAM lors de la transition
méiose |I-méiose .

- Comme osd1, tam permet de transformer la méiose en une division mitotique

Le phénotype du mutant tam étant tres proche de celui du mutant osd1, nous avons
reproduit le phénotype MiMe (Mitosis instead of Meiosis nommé ici MiMe -2). Ainsi en
combinant les mutations Atspol1, Atrec8 et tam, la méiose se déroule comme une mitose.
Les 10 chromosomes d’Arabidopsis s’alignent sur la plaque métaphasique et les chromatides
sceurs se séparent en anaphase, produisant ainsi deux gametes diploides génétiquement
identiques a la plante mere. Ce phénotype a été vérifié par cytologie et en utilisant le

RESULTATS 61



systéme FTL. Le phénotype du mutant tam étant moins pénétrant que celui d’osd1, les
plantes MiMe-2 produisent légérement plus de gamétes aneuploides que les plantes MiMe.
Ainsi dans le cadre d’une application agronomique, 'utilisation de plantes MiMe serait plus
intéressante que des plantes MiMe-2.

- TAM et OSD1 ne sont pas redondants en méiose male

Alors que les plantes tam et osd1 sont fertiles, les plantes portant la double mutation

produisent trés peu de graines. L’analyse cytologique montre que le phénotype femelle du
double mutant osd1/tam est identique au phénotype des simples mutants. Les étalements
de chromosomes méiotiques montrent que chez un osd1/tam, la méiose male se limite a
une prophase |. Les différents stades de la prophase ainsi que des chiasmata ont été
observés, mais aucune méiose | ni méiose Il.
En plus de leur role essentiel lors de la transition méiose I-méiose Il, TAM et OSD1 sont donc
impliquées dans la transition prophase |-méiose |. La méiose femelle est affectée
différemment chez un mutant tam et chez un double mutant osd1/tam, suggérant un
controle différent de la progression méiotique entre méiose male et méiose femelle.

2.2. Article 1 : “ The CYCLIN-A CYCA1;2/TAM Is Required for the Meiosis | to Meiosis
Il Transition and Cooperates with OSD1 for the Prophase to First Meiotic Division
Transition” PLoS Genetics 2010
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ABSTRACT

Meiosis halves the chromosome number because its two divisions follow a single round of
DNA replication. This process involves two cell transitions, the transition from prophase to
the first meiotic division (meiosis I) and the unique meiosis | to meiosis Il transition. We
show here that the A-type cyclin CYCA1;2/TAM plays a major role in both transitions in
Arabidopsis. A series of tam mutants failed to enter meiosis Il and thus produced diploid
spores and functional diploid gametes. These diploid gametes had a recombined genotype
produced through the single meiosis | division. In addition, by combining the tam-2 mutation
with AtSpol11-1 and Atrec8, we obtained plants producing diploid gametes through a mitotic-
like division that were genetically identical to their parents. Thus tam alleles displayed
phenotypes very similar to that of the previously described osd1 mutant. Combining tam and
osd1 mutations leads to a failure in the prophase to meiosis | transition during male meiosis
and to the production of tetraploid spores and gametes. This suggests that TAM and OSD1
are involved in the control of both meiotic transitions.

AUTHOR SUMMARY

In the life cycle of sexual organisms, a specialized cell division—meiosis—reduces the
number of chromosomes from two sets (2n, diploid) to one set (n, haploid), while
fertilization restores the original chromosome number. Meiosis reduces ploidy because it
consists of two divisions following a single DNA replication. In this study, we identified genes
that control the entry into the first and the second meiotic division in the model plant
Arabidopsis thaliana. Plants lacking the CYCA1;2 gene execute a single division during
meiosis producing functional diploid gametes and polyploid plants in the next generation. By
combining this mutation with two others that affect key meiotic processes, we generated
plants that produce diploid gametes through a mitotic-like division that are genetically
identical to their parents. Furthermore, plants lacking CYCA1;2 and another previously
described gene (0SD1), undergo no divisions during male meiosis, producing tetraploid
pollen grains.
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Article 1-Figure 1 : The tam mutations

(A) The CYCA1;2/TAM gene contains nine exons. The positions of the three
insertions in the tam-2, tam-3 and tam-4 mutants are indicated as are the three
point mutations in tam-5, tam-6 and tam-7. The tam-2 insertion is accompanied by
a deletion. (B) Male meiotic products stained with toluidine blue: a tetrad from the
wild-type and dyads from the tam-2 and tam-4 mutants




INTRODUCTION

Meiosis is a central feature in the reproductive program of all sexually reproducing
eukaryotes. The process of meiosis involves two rounds of chromosome segregation that
follow a single round of chromosome duplication leading to the production of haploid
gametes. Meiosis differs from mitosis, somatic cell division, in a number of ways. In
meiosis:

(i) Homologous chromosomes pair and closely associate along a proteinaceous structure
called the synaptonemal complex (SC). This process culminates at a substage of
prophase called pachytene.

(ii) Crossovers occur between homologs during prophase.

(iii) Homologous chromosomes separate at anaphase of the first division. To ensure
accurate chromosome segregation at anaphase | each homolog must remain
connected to the other through metaphase I. Since the SC disappears before the
end of prophase, it cannot ensure linkage of homologs at metaphase I|. This
connection is maintained until anaphase | by chiasmata, the cytological
manifestation of crossovers.

(iv) Meiosis has a second division with no intervening DNA synthesis. Sister chromatids,
resulting from the meiotic S phase, remain associated until metaphase Il and are
separated from each other at anaphase IlI, leading to the production of four
haploid spores (Zickler and Kleckner, 1999; Gerton and Hawley, 2005).

To generate haploid spores the meiocyte must enter meiosis |, pass through the meiosis | to
meiosis Il transition and exit meiosis Il. Errors in these transitions, are not uncommon and
may lead to parthenogenesis or teratoma formation, or to the production of gametes with
the somatic number of chromosomes (2n gametes) (Hashimoto et al., 1994; Bretagnolle and
Thompson, 1995). The formation of 2n gametes is thought to be an important mechanism
for generating polyploids. Polyploidy has played a key role in the evolution of many fungal,
plant, invertebrate and vertebrate lineages, and is particularly frequent in plants (Otto and
Whitton, 2000; Otto, 2007). 2n gametes are also an important tool for plant breeding
(Ramanna and Jacobsen, 2003).

Cyclins and cyclin-dependent kinases (Cdk) form complexes that are essential for progression
through both the mitotic and meiotic cell cycles. The transition from meiosis | to meiosis |l
requires a fine balance in Cyclin—Cdk activity: it must be sufficiently low to exit meiosis | but
must nonetheless be maintained at a level sufficiently high to suppress DNA replication and
promote entry into meiosis Il (Marston and Amon, 2004; Pesin and Orr-Weaver, 2008).
Precisely how the mitotic machinery is modified for the purpose of meiosis is not fully
understood. Most of the knowledge currently available originates from studies carried out in
unicellular fungi, Xenopus laevis or mouse oocyte systems.

In oocytes, entry into both meiosis | and meiosis Il is driven by Cdc2/Cyclin B complexes (the
molecular components of the maturation promoting factor, MPF) (Jones, 2004). The rate of
Cyclin B synthesis and degradation by the APC (anaphase promoting complex) determines
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tam-2 tam-3 tam-4 tam-5 tam-6 tam-7
frequency of dyads 89% 87%  84%  62% 70.1 82%
Tetrads 0.3% 0.4% 5% 1.1% 1.9 15%
Triads and unbalanced 11% 13% 11%  26% 28% 3%
products
number of meiotic 224 251 182 860 755 66
products
Articlel - Table 1 : Male meiotic products in tam mutants.
tam-2/
tam-2 tam-4 osdi1-1 MiMe-2
selfed progenies 2N 2% 7%
3N 58% 67% 8%
4N 40% 25% 60% 85%
6N frequency 32%
aneuploid frequency 15%
number of plants 64 27 132 20
wtQ x mutant @ 2N frequency 5% 12% - 10%
3N frequency 95% 88% - 83%
aneuploid frequency - 7%
number of plants 85 25 - 45
mutanty x wto' 2N frequency 61% 75% 1% -
3N frequency 39% 25% 99% 89%
aneuploid frequency 11%
number of plants 61 16 73 45

Articlel - Table 2 : Ploidy of tam, tam/osd1, and MiMe-2 progenies.




the timing of the transitions occurring during meiosis (Ledan et al., 2001; Jones, 2004). At
the end of meiosis I, Cyclin B is only partially degraded (Kobayashi et al.,, 1991) and the
residual, low level of Cdc2/CyclinB activity is essential for entry into meiosis Il (lwabuchi et
al., 2000). This partial Cyclin B degradation is fine-tuned by the Erp1/Emi2 APC inhibitor
(Madgwick et al., 2006; Ohe et al., 2007; Tang et al., 2008a). In Schizosaccharomyces pombe,
Mesl is a key player in the meiosis | to meiosis Il transition. Like Erp1/Emi2, the Mesl
protein partially inhibits cyclin degradation by the anaphase promoting complex (APC),
thereby allowing entry into meiosis Il (lzawa et al., 2005; Kimata et al., 2008). In
Saccharomyces cerevisiae, the simultaneous deletion of two of the six B-type cyclins results
in a single reductional division during meiosis, with the production of two-spored asci
(dyads), suggesting that specialist cyclins may be responsible for mediating the meiosis | to
meiosis Il transition (Dahmann and Futcher, 1995; Carlile and Amon, 2008; Kiburz et al.,
2008).

Very little is known about control of the meiotic cell cycle in plants. In maize, the elongate
mutant produces diploid female gametes because it is unable to undergo female meiosis II,
but the corresponding gene has not been identified (Barrell and Grossniklaus, 2005). The
only gene involved in the meiosis | to meiosis Il transition isolated to date is the Arabidopsis
0OSD1 (OMISSION OF SECOND DIVISION) gene, the molecular function of which remains
unknown. As osdl mutants fail to enter the second division in both male and female
meiosis, functional 2n gametes and tetraploid progeny are produced (d’Erfurth et al., 2009).
To look for other regulators of meiotic progression, we focused our attention on cyclins. The
Arabidopsis thaliana genome contains 10 A-type and 11 B-type cyclins but functions in the
cell cycle have been identified for only a few of these molecules, probably because
redundancy attenuates the effects of mutations in single cyclin genes (Wang et al., 2004a;
Inzé and De Veylder, 2006). A noticeable exception to this rule is CYCA1,2, also known as
TAM (TARDY ASYNCHRONOUS MEIOSIS). In the tam-1 mutant, a single substitution of an
amino acid (Thr283-lle) slows cell cycle progression during male meiosis (Magnard et al.,
2001; Wang et al., 2004b). Here, we revisit the function of CYCA1,2/TAM by isolating a series
of alleles, including null alleles, and show that CYCA1;2/TAM is crucial for the meiosis | to
meiosis Il transition. The tam mutants fail to enter meiosis Il, leading to the production of
dyads of spores and diploid gametes that have experienced genetic exchange. This
demonstrates that the meiosis | to meiosis Il transition in plants involves a non redundant
Cyclin-cdk activity. Furthermore, combining tam and osd1 mutations leads to a failure of the
transition from prophase to the first meiotic division (meiosis |) during male meiosis and to
the production of single-spore meiotic products and tetraploid pollen grains. This shows that
CYCA1;2/TAM and OSD1 are also involved in the prophase to meiosis | transition. The
implications of these results for the control of meiotic transitions are discussed.

In addition, taking advantage of a genetic strategy we used previously to investigate OSD1
function (d’Erfurth et al., 2009), we combined tam mutants with mutations that affect
homologous recombination (Atspol11-1) and chromosome segregation (Atrec8), essentially
converting meiosis into a mitotic-like division. The tam/Atspo11-1/Atrec8 line, called MiMe-
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Articlel - Figure 2: Male meiosis in wild type

Micrographs of Arabidopsis chromosome
spreads stained with 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) at (A) Pachytene; (B)
Diakinesis; (C) Metaphase I; (D) Anaphase |I;
(E) Telophase |I; (F) Metaphase II; (G)
Anaphase Il; and (H) Telophase Il. Scale bar=
10 pm

Articlel - Figure 3: Male meiosis in the

tam-2 mutant.

Micrographs of DAPI stained Arabidopsis
chromosomes show that tam-2 Meiosis |
including (A) Pachytene; (B) Diakinesis; (C)
Metaphase |; (D, E) Anaphase I; and (F)
Telophase is indistinguishable from the
wild type but no figures characteristic of a
second division were observed. I. Scale bar=
10 um




2, produces diploid gametes that are genetically identical to their parents, mimicking
apomeiosis, a key element of apomixis or asexual reproduction through seeds. However,
MiMe-2 also resulted in the production of diploid and aneuploid gametes, probably due to
the lower penetrance of tam mutations compared to osd1 mutations

RESULTS

The tam Mutants Produce Diploid Gametes

The Arabidopsis TAM (Tardy Asynchronous Meiosis) gene has been implicated in the control
of meiotic progression (Magnard et al., 2001; Wang et al., 2004b). The tam-1 mutant displays
slower cell cycle progression during male meiosis, although it does eventually, like wild type,
produce tetrads. However, previous to this study, only one mutant allele with a point
mutation leading to a single amino-acid substitution in the protein had been studied. As this
point mutation is temperature-sensitive and probably corresponds to a hypomorphic allele,
we revisited the role of the TAM gene by isolating and characterizing three independent
insertion mutants from public mutant collections and three additional point mutations (Figure
1A and FigureS1). The tam-2 (sail_505_C06 (Scholl et al., 2000; Sessions et al., 2002)) T-DNA
insertion is in the fourth exon (ATG + 1130pb) and is accompanied by a large deletion
(corresponding to half of the TAM coding sequence, the entire TAM promoter region and the
first 52 bp of the next gene, At1g77400), the tam-3 (SALK_080686 (Alonso et al., 2003)) T-
DNA insertion is in the seventh intron (ATG + 1690 bp) and the tam-4 (CSHL_ET12273
(Sundaresan et al., 1995)) Ds insertion is in the first exon (ATG + 62 bp). The tam-2 and tam-3
mutations are in the Columbia (Col-0) background, whereas the tam-4 mutation is in the
Landsberg erecta (Ler) background (Figure 1A). Additionally, three point mutations were
isolated in an ethyl methanesulfonate (EMS) chemical mutagenesis screen. The tam-5
mutation is a G to A transition at nucleotide 378 in the coding sequence that creates a stop
codon (TGG > TAG; Trp77 —> stop). The tam-6 mutation is also a G to A transition at the -1
position of the 3’ splice site between intron 2 and exon 3. The tam-5 and tam-6 alleles are
both recessive and do not complement one another. The tam-7 mutation is a G to A
transition at position -4 of the 3’ splice site between intron 1 and exon 2. Similar splice site
proximal mutations have been observed in other Arabidopsis mutants including det1-1 and
det1-3 (Brown, 1996). The tam-7 allele is dominant and thus could not be used for genetic
complementation of the other tam alleles. All three EMS tam alleles are in the Columbia (Col-
0) background. The T-DNA alleles were used preferentially for detailed analysis.

The tam mutants displayed no defects during somatic development. In Arabidopsis, male
meiosis produces a group of four spores, organized in a tetrahedron, called a tetrad (Figure
1B). Each spore gives rise to a pollen grain. In these six independent tam mutants, the
products of male meiosis were mostly dyads of spores instead of tetrads (Figure 1B and Table
1). In addition to balanced dyads the stronger mutants also produced triads and unbalanced
products together with a very small number of tetrads. Complementation tests with tam-2,
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Article 1 - Figure 4 : Female meiosis in wild
type.

Micrographs of DAPI stained Arabidopsis
chromosomes during (A) Pachytene; (B)
Diakinesis; (C) Metaphase I; and (D)
Anaphase I. Scale bar= 10 um

. /

Article 1 - Figure 5 : Female meiosis in the

tam-2 mutant

Micrographs of DAPI stained Arabidopsis
chromosomes in tam-2 show that both
meiosis | (A) Pachytene; (B) Diakinesis
with five bivalents; (C) Metaphase |; (D)
Anaphase I; (E) Telophase | and meiosis Il
(F) Metaphase Il and anaphase Il were
indistinguishable from wild type. Scale
bar=10 um




tam-3 and tam-4 mutants confirmed that these mutations were allelic. Unlike the previously
described temperature sensitive tam-1 mutant, these six mutants expressed the dyad
phenotype at normal growing temperatures (20°C). Furthermore, the dyad stage in tam-1
does not appear to be terminal, as meiosis always progresses to tetrad production [27],
whereas the tam-2, tam-3, tam-4, tam-5, tam-6 and tam-7 systematically produced mostly
dyads. This suggests that the tam-1 mutant presents only a delay in the progression of
meiosis, whereas the other mutants do not progress beyond the dyad stage (as confirmed by
pollen analysis, see below). This phenotype is reminiscent of the phenotype of the osd1
mutant, which produces spores directly after meiosis I. Its gametes are thus diploid and its
offspring polyploid. Thus, we determined ploidy levels among the offspring of diploid tam-2
and tam-4 mutants. In the progeny of selfed homozygous mutants, we observed tetraploids,
triploids, and occasionally diploid plants (Table 2). If pollen from tam-2 or tam-4 mutant
plants was used to fertilize a wild-type plant, almost all the resulting progeny were triploid,
with only a few diploid plants identified (Table 2). If tam-2 or tam-4 mutant ovules were
fertilized with wild-type pollen grains we isolated diploid and triploid plants (Table 2). Thus,
the frequency of diploid spores, resulting in functional gametes, was high in the tam-2 and
tam-4 mutants, for both the male (~¥90%) and female (~30%) lineages. Tam mutants produced
only slightly fewer seeds than the corresponding wild-type lines (36x4 seeds/silique in tam-2;
42+4 in wild type Col-0; 43+4 in tam-4; 5243 in wild type Ler), but many (>50%) of the seeds
produced by tam-2 mutants and a few (<10%) of those produced by tam-4 mutants were
shriveled. This finding was not unexpected, because tam mutants produce triploid seeds with
an excess of the paternal genome that is associated with the production of shriveled seed,
particularly in the Col-0 background (Dilkes et al., 2008). The germination rate of seeds
produced by tam-2 was 63% (n= 264), suggesting that the proportion of triploid seeds may be
underestimated in tam-2 progeny.

The tam Mutants Skip the Second Division of Meiosis

We characterized the mechanisms underlying dyad production in tam mutants, by
investigating chromosome behavior during male meiosis using a meiocyte spreading
technique (Figure 2 and 3). In wild type, the ten chromosomes appeared as threads at
leptotene, underwent synapsis at zygotene and were fully synapsed, along the SC at
pachytene (Figure 2A). After the disappearance of the SC at diplotene the resulting five
bivalents condensed, revealing the presence of chiasmata (Figure 2B). The bivalents
organized on the metaphase | plate (Figure 2C) and homologs segregated to opposite poles
at anaphase | (Figure 2D and 2E). The two sets of five homologs aligned on the two
metaphase |l plates (Figure 2F). The second round of segregation at anaphase Il (Figure 2G)
led to the formation of four sets of five chromosomes, that decondensed to form the spore
nuclei (Figure 2H). Meiosis | in tam mutants was indistinguishable from that in the wild type.
All stages of prophase were observed, including full synapsis at pachytene (Figure 3A) and
chiasmata at diakinesis (Figure 3B). The bivalents observed at diakinesis, condensed and
aligned on the metaphase plate (Figure 3C). We quantified the chiasma frequency by
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wild type
A

R osd1-1 tam-2

Articlel - Figure 6 : Single-locus (FTL3253) segregation patterns in pollen.

A tetrad of wild-type (grt1-2 background) pollen (A) from a plant that was hemizygous for a
transgene encoding a cyan fluorescent protein has two fluorescent and two non-fluorescent
pollen grains. Dyads of pollen (B and C) from the osd1-1 and tam-2 mutants, respectively,
having one fluorescent and one non-fluorescent pollen grain in each case. Dyads (D and E)
from the osd1-1 and tam-2 mutants, respectively, each showing two fluorescent pollen grains
(osd1 n=173, tam n=214). Interpretations, of chromosome segregation and crossover position,
are shown on the left. Scale bar=20 um.




studying the shape of metaphase | bivalents, as described by (Sanchez Moran et al., 2001;
Mercier et al., 2005), and found no difference between tam-2 (9+0.8 chiasmata per cell,
n=70) and the wild type (9.1x1 chiasmata per cell, n=53). The bivalents segregated at
anaphase | and decondensed at telophase | (Figure 3D to 3F). However, we found no meiosis
Il figures (among >1000 male meiocytes for each tam-2, tam-3 and tam-4, from prophase to
spore formation), consistent with the dyad production in tam mutants resulting from the
absence of a second meiotic division. Both typical meiosis | and meiosis Il figures were
observed during female meiosis (Compare Figure 4 and Figure 5), consistent with the
observed production of ~70% haploid female gametes in tam mutants and the notion that
female diploid megaspores are also produced by skipping the second meiotic division.

If diploid gametes are indeed generated by skipping the second meiotic division, any
parental heterozygosity at centromeres should be lost in the tam diploid gametes, because
sister centromeres cosegregate at division I. Conversely, we would also expect
heterozygosity to increase towards telomeres, due to recombination between the locus
concerned and the centromere. We tested this hypothesis in two ways, using the fluorescent
tagged line (FTL) Arabidopsis tetrads system providing direct information about the genetic
content of pollen grains (Figures 6 to 8) and by genotyping male and female tam-2 triploid
offspring for polymorphic molecular markers (Figure 8) (Berchowitz and Copenhaver, 2008;
d’Erfurth et al., 2008, 2009).

The FTL system is a visual assay based on the use of reporter constructs encoding
fluorescent proteins produced in the pollen of the quartet mutant (grt1-2) (Preuss et al.,
1994). In this mutant, the pollen grains from each meiosis remain physically attached. We
carried out crosses to generate plants with both the grt1-2 and tam-2 mutations,
heterozygous for one or two reporter transgenes conferring pollen fluorescence. As controls,
we used both wild type and osd1 mutant plants. We first used an FTL transgene located
close to the centromere on chromosome 5 (FTL3253 encoding AmCyan) (Francis et al.,
2007). In wild-type (grt1-2 background) control plants, all tetrads consisted of two
fluorescent and two non-fluorescent pollen grains (Figure 6A), reflecting the segregation of
the four chromatids, two of which carried the transgene (n=120). In the osd1-1 and tam-2
mutants, we observed mostly dyads of pollen (Figure 6B to 6E). Furthermore, in both
mutants, the vast majority of dyads (91%, n=526 and n=738, in osd1-1 and tam-2
respectively) consisted of one fluorescent pollen grain and one non-fluorescent pollen grain
(Figure 6B and 6C). Thus, in these dyads, one of the pollen grains contained the two sister
chromatids carrying the transgene, whereas the other pollen grain inherited the other two
sister chromatids. This segregation pattern is fully consistent with the absence of a second
meiotic division. In a small proportion of dyads (9% in both osd1-1 and tam-2 mutants) both
pollen grains were fluorescent, indicating recombination between the transgene and the
centromere (Figure 6D and 6E). We then carried out the same experiment with two linked
FTL transgenes located at some distance from the centromere on chromosome 5 (FTL1273
DsRed2, FTL993 ECFP) (Francis et al.,, 2007). In the wild type (grt1-2 background), we
observed tetrads without (Figure 7A) and with (Figure 7B) recombination of the markers as
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Articlel - Figure 7 : Two-locus (FTL1273
red, FTL993 blue) segregation pattern in
pollen. 32%
11%

the upper marker may or may not have mime mime-2

occurred. (B) Tetrad of wild-type pollen N B K
with one blue fluorescent, one red M
fluorescent pollen, one blue and red
fluorescent and one non-fluorescent
o 98.4%
pollen grain, indicative of a crossover

between the two markers.
(C and D) Dyads of pollen from the osd1-1 and tam-2 mutants, respectively, each with

one blue fluorescent and one red fluorescent pollen grain. (E and F) Dyads from osd1-1

(A) Tetrad of wild type pollen with two
blue fluorescent and two red fluorescent
pollen grains, indicative of an absence of
recombination between the markers. A

crossover between the centromere and

and tam-2 mutants, respectively, each with one blue and red fluorescent pollen grain
and one blue fluorescent pollen grains. (G and H) Dyads from osd1-1 and tam-2 mutants,
respectively, each with two blue and red fluorescent pollen grain. (I and J) Dyad in osd1-1
and tam-2, respectively, with one blue and red fluorescent pollen grain and one red
fluorescent pollen grain. (K and L) Dyads from MiMe-1 and MiMe-2 plants, respectively,
each with two blue and red fluorescent pollen grains. Interpretations of chromosome
segregation and crossover position, are shown on the left. (wild type n=266, osd1 n=263,
tam n=369). Rare cases indicative of multiple crossovers are not shown. Scale bar=20

um.



described in a previous study (Berchowitz and Copenhaver, 2008). The frequency of
recombination between the two markers, measured as the percentage of non-parental
chromatids deduced from the fluorescence distribution, was 32%. In both the osd1-1 and
tam-2 mutants, we observed segregation patterns in the dyads reflecting crossing over
between the two markers (29% (n=262) and 22% (n=367), respectively) and between the
markers and the centromere (22% and 22%, respectively) (Figure 7C to 7J). The frequency of
heterozygosity at the FTL marker loci in diploid pollen grains was determined (Figure 8). The
frequency of heterozygosity was low next to the centromere and increased with distance
from the centromere. All these findings are consistent with the tam and osd1 diploid pollen
grains resulting from a single first division of meiosis that includes recombination, with no
second division (d’Erfurth et al., 2009).

For confirmation of this genetic analysis, we genotyped triploid offspring generated from
male and female gametes from the tam-2 mutant. We first introduced genetic
polymorphisms into tam-2 (Col-0 background) by crossing this mutant to the No-0 accession.
In the F2 generation, we used PCR to select plants homozygous for the tam-2 mutation but
heterozygous for a series of microsatellite markers. These plants were crossed, as male or
female parents, with plants from a third genetic background (Landsberg erecta, Ler).
Genotyping of the resultant triploid progeny for the trimorphic molecular markers revealed
the genetic make-up of the 2n gametes produced by the mutant. The Ler allele was present
in all the plants (brought by the wild type Ler haploid gamete), while the presence/absence
of the Col-0/No-0 allele in the triploids corresponds to the genotype of the 2N mutant
gametes. All the diploid gametes tested had the predicted genetic characteristics, similar to
those of the diploid gametes produced by the osd1 mutant (Figure 8). The markers were
homozygous at the centromere, but displayed segregation at other loci, due to
recombination. These results confirmed that the absence of a second meiotic division was
indeed responsible for the production of both male and female 2n gametes in tam-2.

Turning Meiosis into Mitosis

Our tam alleles displayed phenotypes very similar to that of the osdl mutant, with no
second meiotic division, leading to the production of viable diploid male and female
gametes. Thus, tam diploid gametes differ from apomeiotic (mitosis-like) gametes in that
they are genetically different from the mother plant (Bicknell and Koltunow, 2004; Spillane
et al., 2004). We have previously shown that, by combining the osd1 mutation with the
Atspoll-1 mutant, which eliminates recombination, and the Atrec8 mutation, which
modifies chromatid segregation, it is possible to convert meiosis into a mitosis-like division
(apomeiosis). We called this triple mutant MiMe for "mitosis instead of meiosis" (d’Erfurth et
al., 2009). We investigated whether tam mutation could replace the osdl mutation to
convert meiosis into mitosis, by constructing the tam-2/Atspol1-1/Atrec8 triple mutant,
which we named MiMe-2. During male meiosis, MiMe-2 plants mostly generated dyads
(91.2% 446/489), with only a small number of unbalanced products. Observations of
chromosome behavior during male and female meiosis showed that the division process
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msat2-18 [msat2-21 [msat2-9 FTL3253 [FTL1273 [FTL993
osd1 male | 79 (48)° 78 (526)
osd1 female 78 (41)*
tam1-2 male '  64(28) |
tam1-2 female | 0(13) | 38(13) | 77 (13) |
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% of heterozygote: | 0-20

Articlel - Figure 8 : Genetic make-up of the osd1, tam, tam/osd1, MiMe and MiMe-2
male and female diploid gametes.

Genotype of pollen grains, for the FTL loci (Figure 6 and 7). In addition triploid offspring
from mutant x wild-type crosses were genotyped for several molecular markers. The
percentage of heterozygous gametes was determined (n is indicated into brackets). The
frequency of heterozity is indicated by a color code, from 0% (green) to 100% (red). The
positions of each marker (red) and the centromeres (blue) are indicated on the
chromosomes. ®data from (d’Erfurth et al., 2009)




resembled mitosis: 10 univalents aligned on the metaphase plate, with the separation of
sister chromatids at anaphase (Figure 9). The selfed progeny of MiMe-2 plants was mostly
tetraploid, with some aneuploids (Table 2). Backcrossing MiMe-2 plants, as the female
parent, onto wild-type plants resulted mostly in triploids with a few aneuploid plants (Table
2), whereas backcrossing MiMe plants, as the male parent, onto the wild type, generated a
mixture of mostly triploid plants, diploid and aneuploid plants (Table 2). Thus, the mitosis-
like division observed in MiMe-2 plants gives rise to functional diploid gametes, together
with small numbers of haploid and aneuploid gametes, in both the male and female
lineages. MiMe-2 plants also displayed lower levels of fertility than either the wild-type or
the tam-2 mutant (wild type: 42+4 seeds/fruit; tam-2: 374, MiMe2: 20%3). This finding was
not unexpected, as the tam mutation does not display full penetrance. In meiocytes lacking
Atrec8 and Atspoll that undergo a second division, this division is unbalanced, probably
leading to the production of aneuploid gametes in MiMe-2 plants (Chelysheva et al., 2005).
We analyzed the genetic content of the MiMe-2 diploid gametes, using both the FTL lines
and molecular markers (Figure 7K, 7L and 8). We introduced the same FTL transgenes as
described above (FTL1273 DsRed2, FTL993 ECFP) into MiMe and MiMe-2 plants. Almost all
the pollen grains of both genotypes displayed both types of fluorescence (Figure 7K and 7L;
98% and 95%, respectively), indicating that they had inherited both transgenes, and
confirming the occurrence of a mitosis-like division, rather than meiosis, in both lines. The
few cases in which the two pollen grains were not expressing both fluorescent proteins may
be explained by chromosome missegregation or occasional extinction of the transgenes. In
addition, all the diploid MiMe-2 gametes (male and female) systematically retained
heterozygosity for each genetic marker tested (Figure 8). They were thus genetically
identical to the mother plant. These results confirm that MiMe-2 plants undergo a mitosis-
like division instead of a normal meiotic division, generating gametes genetically identical to
the parent plant, but at a lower regularity than MiMe plants (d’Erfurth et al., 2009).

tam/osd1 double mutant skip division Il at female meiosis and skip both divisions at male
meiosis

Our tam alleles displayed phenotypes very similar to that of the osdl mutant, with no
second meiotic division, leading to the production of viable diploid male and female
gametes. We then combined tam-2 and osd1-1 mutations. The double mutant was almost
sterile, producing very few seeds by selfing. Reciprocal crosses with wild type revealed that
tam-2/0sd1-1 double mutant was female fertile but male sterile. If tam-2/0sd1-1 mutant
ovules were fertilized with wild-type pollen grains we isolated almost exclusively triploid
plants (Table 2). Observation of female meiosis in the double mutant revealed normal
meiosis | but an absence of meiosis Il (Figure 10). The genetic analysis of the female
gametes, performed as above, showed that all the diploid ovules tested had the predicted
genetic characteristics for an absence of second meiotic division (Figure 8). These results
show that tam-2/o0sd1-1 double mutants display the same female meiosis phenotype as
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Articlel - Figure 9 : Mitosis-like
division instead of meiosis, in
MiMe-2 plants.

(A to D) Male Meiosis. (A)
Metaphase I. (B) Anaphase I. (C and
D) Telophase I. (E to F) Female
meiosis. (E) Metaphase I. (F)
Anaphase I. Scale bar=10 pum.

Articlel - Figure 10 : Female meiosis
in the tam-2/0sd1-1 double mutant

Meiosis | is indistinguishable from the
wild type but no figures characteristic
of a second division were observed.
(A) Pachytene. (B) Metaphase 1. (C)
Anaphase |. (D) Telophase I. Scale
bar=10 um




single mutants, with female meiocytes failing to enter meiosis Il, leading to the production of
2n ovules.

We investigated the origin of the male sterility phenotype observed in tam-2/0sd1-1 double
mutant plants, by assessing pollen viability (Alexander, 1969). Figure 11A shows a wild-type
anther treated with Alexander stain which produces a red pigment in viable pollen. Anthers
of tam-2 and osd1-1 single mutants contained viable pollen grains, although less numerous
and slightly bigger than wild type (Figure 11B and 11C). In contrast, tam-2/osd1-1 anther
contained very few pollen grains (9+11) with variable size (Figure 11D to 11F). In wild type,
meiosis produces four spores (Figure 12A), whereas both tam and osd1 mutants produce
dyads of spores (Figure 12B and 12C). In contrast, observation of male meiotic products in
tam-2/osd1-1 revealed only “monads”, with a single-spore product (Figure 12D, n= 498). We
then investigated the behavior of male meiotic chromosomes in tam-2/osd1-1 mutants
(Figure 13). Prophase was indistinguishable from wild type: the ten chromosomes appeared
as threads at leptotene, underwent synapsis at zygotene and were fully synapsed at
pachytene. After the disappearance of the SC at diplotene, the resulting five bivalents
condensed, revealing the presence of chiasmata. However, we observed spores with a single
nucleus (Figure 13 E and 13F), consistent with the observation of monads. Furthermore, only
two figures typical of metaphase/anaphase | and no figures of telophase | or meiosis Il were
found among >1600 meiocytes. This suggests that most male meiocytes skip both meiosis |
and Il and produce spores directly after replication and prophase, without chromosome
segregation. An expected consequence of such a defect is the production of 4n pollen grains.
We did not succeed in crossing tam-2/osd1-1 mutants as male but we determined ploidy
levels among the seeds produced by selfing and found a large proportion of 6n plants in the
progeny of 2n plants (Table 2). As crosses with wild type showed that tam-2/0sd1-1 produce
2n ovules, the occurrence of 6n plants strongly suggests that 4n pollen grains are produced,
in accordance with the skipping of both rounds of segregation at male meiosis in tam-
2/0sd1-1. A large proportion of 4n plants is also found in the selfed progeny showing that
tam-2/osd1-1 also produces 2n pollen grains. These 2n pollen grains likely originate from the
few meiocytes that enter meiosis | and produces 2n spores, that later outcompete 4n pollen.

DISCUSSION

A Cyclin A Mediates the Meiosis | to Meiosis Il Transition

We show here that one of the ten known type A cyclins in Arabidopsis, CYCA1;2/TAM, is
required for the transition between meiosis | and meiosis Il. No phenotype has been
reported for mutants lacking any of the other CYCA, probably due to the high level of
redundancy (Inzé and De Veylder, 2006). By contrast, none of the other cyclins were able to
compensate for CYCA1;2 in the meiosis | to meiosis Il transition. CYCA1;2 may have a
specialist function or pattern of expression, required for this transition, that cannot be
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Articlel - Figure 11 : Pollen grains in
wild type, osd1, tam and tam/osd1.

Anthers were stained as described by
Alexander (Alexander, 1969). (A) Wild
type. (B) tam-2 (C) osd1-1. (D to F) tam-
2/0sd1. Scale bar=100 pm

Articlel - Figure 12 : Male meiotic
products stained with toluidine blue.

(A) Wild type. (B) tam-2. (C) osd1-2. (D)
tam-2/osd1-1. Scale bar=10 um




supplied by any of the other cyclins from Arabidopsis. Alternatively, the lack of CYCA1;2 may
decrease generic cyclin/CDK complex activity, causing the meiosis I-meiosis Il transition to
fail.

CYCA1;2 and OSD1 are Involved in the Prophase to Meiosis | Transition at Male Meiosis
Both cycal;2/tam and the previously described osdl mutants fail to enter meiosis Il and
produce spores after meiosis |. Remarkably, male meiocytes lacking both OSD1 and
CYCA1,2/TAM genes fail to enter meiotic division I, producing spores directly after prophase.
This shows that in addition to their crucial function in driving meiosis | to meiosis Il
transition, these two genes are involved in the prophase to meiosis | transition. This suggests
that they both contribute to an activity promoting entry into meiosis | and entry into meiosis
I, most likely a CDK activity. The molecular function of OSD1 is currently unknown, however,
it has been proposed by analogy to Erp1/Emi2 and Mes1 that it may inhibit APC activity, thus
promoting CDK activity (d’Erfurth et al., 2009). TAM/CYCA1;2 being a cyclin, may directly
promote CDK activity. We believe that the meiosis | to meiosis Il transition is easily
disturbed, because fine regulation of the levels of cyclin/CDK activity is required to ensure
both exit from meiosis | and entry into meiosis Il (Marston and Amon, 2004). Thus a
moderate decrease of CDK activity in 0osd1 and cycal;2/tam single mutants may cause failure
to enter meiosis Il without impairing the prophase to meiosis | transition. In contrast the
coincident depletion of OSD1 and CYCA1;2/TAM, may further decrease CDK activity,
impairing entry into meiosis I. Unfortunately the direct measurement of CDK activity during
meiosis in Arabidopsis is currently not possible. The combination of osd1 and/or
cycal;2/tam mutants with other mutants affecting CDK activity may help to test this model.
In S. cerevisiae, the simultaneous deletion of two (out of six possible) B-type cyclins (Clb1
and Clb3 or Clb1 and Clb4) leads to a failure to enter meiosis Il (Dahmann and Futcher, 1995;
Kiburz et al., 2008). However, although Clb3 activity is specific to meiosis I, this is not the
case for Clb1 and Clb4 (Carlile and Amon, 2008), and the Clb1 Clb3 Clb4 triple mutant barely
sporulates, suggesting that all three proteins have functions in meiosis progression other
than the meiosis I-meiosis |l transition, similar to OSD1 and CYCA1;2/TAM.

Different Control of Male and Female Meiosis

In the osd1/tam double mutant, male meiocytes fail to enter meiosis | after prophase,
whereas female meiocytes proceed to meiosis | and fail to enter meiosis Il revealing a
striking difference in the control of male and female meiosis progression. We suggest that
other cyclins may partly compensate for the absence of CYCA1;2, during female meiosis, and
that the meiosis | to meiosis Il transition may be driven by different mixtures of cyclins in
male and female meiosis. This possibility is supported by the cycal;2/tam single mutants
being weakly affected in the female lineage, compared to the male lineage and to osd1 male
and female lineage. An analysis of the effects on meiosis of the depletion of other cyclins,
either alone or together with TAM/CYCA1;2, is required to test this hypothesis.
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Articlel - Figure 13 : Male meiosis in
tam-2/osd1-1

Prophase was indistinguishable from
wild type. (A) Leptotene. (B)
Pachytene. (C) Diplotene. (D)
Diakinesis. (E) Spore formation. (F)
Spore. Scale bar=10 pm




Cyclin A proteins specific to male meiosis have already been described in mammals.
The mouse and human genomes each contain two different A-type cyclins. One of these
cyclins, Cyclin A1, is restricted to the germ line whereas Cyclin A2 is ubiquitously expressed
(Ravnik and Wolgemuth, 1996, 1999; Sweeney et al., 1996; Yang et al., 1997). The loss of
Cyclin Al function has no effect on viability and results in male sterility, with male meiosis
progressing to the late prophase and then leading to apoptosis; it has no effect on female
fertility (Liu et al., 1998). Control of male and female meiosis by a different set of cyclins may
thus be a general phenomenon.

Plant Cyclins and Meiosis

The Arabidopsis genome encodes 50 cyclins or putative cyclins (Wang et al., 2004a). Two of
these cyclins, SDS and CYCA1;2/TAM, have been directly implicated in meiosis. CYCA1;2/TAM
is a type A cyclin involved in cell cycle progression ((Wang et al., 2004a, 2004b) and this
study), whereas SDS forms an outgroup, and plays a specific role in recombination with no
evidence for any role in cell cycle progression (Azumi et al., 2002; De Muyt et al., 2009). SDS
is required to bias crossovers between homologous chromosome at meiosis rather than
between sister chromatid, as in mitosis (De Muyt et al., 2009). A viable hypomorphic mutant
of CDKA displays meiotic defects potentially corresponding to a combination of the sds and
tam defects (Dissmeyer et al., 2007) (e.g. recombination and progression defects), consistent
with both SDS and TAM/ CYCA1;2 being involved in CDKA activation. In wheat, Cdc2/CDKA
genes are essential components of the Phl locus, which is responsible for preventing
recombination between homeologous chromosomes (Griffiths et al., 2006). This suggests
that cyclin/CDK activity may finely regulate various meiotic events.

Relevance for Apomixis

Apomixis, or asexual clonal reproduction through seeds, has great potential for agricultural
applications (Bicknell and Koltunow, 2004; Spillane et al., 2004). It can be separated into
three developmental components: an absence or alteration of meiosis (apomeiosis), the
fertilization-independent development of the embryo from the egg cell (parthenogenesis),
and the initiation of endosperm development with or without fertilization (Koltunow and
Grossniklaus, 2003; Bicknell and Koltunow, 2004; Spillane et al., 2004). We recently showed
that fully penetrant apomeiosis can be induced in Arabidopsis, when meiosis is replaced by a
mitosis-like division in the MiMe genotype, which combines mutations in three genes,
AtSPO11-1, to eliminate recombination, AtREC8, to ensure the separation of sister
chromatids rather than homologues and OSD1 to abolish the second division (d’Erfurth et
al., 2009). We have now identified a second gene, CYCA1,;2/TAM, the mutation of which
abolishes the second division of meiosis. The MiMe-2 genotype, which combines the
Atspol1-1, AtRec8 and a newly described tam mutation, gives rise to the same phenotype as
the MiMe genotype, with the conversion of meiosis into a mitosis-like division. Thus,
apomeiosis can be engineered by combining various mutations. However, as tam mutations
have a lower penetrance than osd1 mutations, MiMe-2 plants produce apomeiotic gametes
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ATGC: Genomic sequence
ATGC: T-DNA/Transposon sequence
+ xxx distance from TAM ATG (bp).

RB35ail LB3Sail
| T-DNA ]
tam-2
GGTCGGATCTCCCAGCTAACAACTGATAGTTTCCATGGCATATGCT. .. AGCGTCAATTTGTCCGCAATTTGTTTATCAGCTACTTGGTGTTACCTGCATGATGA
-1796 +1130
(large genomic deletion)
LBSalk2
—>
T-DNA ]
?
CGCAAGTGGAGGATTTCTG. .. ... . e GTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTACACCACAATATATCCTGCTGGTTTCATTAGGTACCA
+1297 +1690
Ds3-4 Ds5-2a
. S —»
| Ds transposon ]
tam-4
TCCGAACTTAGCCAAGACTCGAACTAGGGATGAAAACGGTCGGTA. . TACGGGATTTTCCCATCCTACTTTCATCCCTGACTCGAACCTCACTCCGCGATGT
+70 +62

(8 pb genomic duplication)

Articlel - Figure S1 : The tam-2, tam-3 and tam-4 insertions.




less frequently than MiMe plants. Thus, osd1 mutations may be more suitable than tam
mutations for agricultural applications, if the results obtained in Arabidopsis can be
extrapolated to crop plants. In addition to apomeiosis in MiMe or MiMe-2 plants, apomixis
will required the introduction of parthenogenesis and autonomous endosperm formation.
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MATERIALS AND METHODS

Growth Conditions and Genotyping

Arabidopsis plants were cultivated as previously described (Vignard et al., 2007). For
cytometry experiments, Arabidopsis plants were cultivated on Arabidopsis medium (Estelle
and Somerville, 1987), at 21°C, under a 16-h to 18-h photoperiod and 70% relative humidity.
The tam-2 (Sail_505-C06 Columbia accession), tam-3 (Salk_080686 Columbia accession),
tam-4 (CSHL_Et12273 Landsberg erecta accession), tam-5, tam-6 and tam-7 mutants were
genotyped by PCR. For tam-2, tam-3 and tam-4 two primer pairs were used. The first pair is
specific to the wild-type allele and the second pair is specific to the left border of the
inserted sequence. tam-2: N874380U (5° GACTTGATGGATCCACAGC 3’) & N874380L (5
CAGAAATCCTCCACTTGCG 3’); N874380L & LB3Sail (5 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATC
TCGATACAC 3’). tam-3: N580686U (5° GAAGAGTATAGGCTTTCGCCC 3’) & N580686L (5
TGCAACCACATCAGATGAGAG 3’); N580686L & LBSalk2 (5" GCTTTCTTCCCTTCCTTTCTC 3’).
tam-4: ET12273R (5 TAATGGGACCCACTGATGATC 3) & ET12273L (%
ACCTCAGATACACGCAAATGC 3’); ET12273L & Ds5-1 (5" GAAACGGTCGGGAAACTAGCTCTAC
3’). tam-5 F2P24.10_ 3 (5 CATCGCTTTGGAGCAATTCGGTGT) & F2P24.10 555

(ACCAAAACCTGCTTTATCTCGCAATT. tam-6 F2P24.10_cf
(CACCATGTCTTCTTCGTCGAGAAATCTATCTCA) & F2P24.10_572
(TGGCCGATCTTATTTGAACAATTCACCTC). tam-7 F2P24.10_4

(AAGACACCGAATTGCTCCAAAGCG) & F2P24.10_yjd (ATGTAATCTAGAGCCGGTCTTTTGTTCAA).
The PCR products for tam-5, tam-6 and tam-7 were designed as derived amplified
polymorphic sequences (dCAPS) (Neff et al., 1998) using the Sainsbury atPRIMER webtool
(http://www.atprimer.tsl.ac.uk/cgi-bin/form1.cgi). The dCAPS for tam-5, tam-6 and tam-7
are cleaved with Mfe | (125bp versus 103bp + 22bp), Xba | (316bp versus 136bp + 180bp)
and Mfe | (396bp versus 365bp + 31bp) respectively. The cleaved amplified polymorphic

sequences (CAPS) used to genotype grt1-2 were described by Francis et al (Francis et al.,
2007). The primers used to genotype osd1-1, Atspol1-1-3 and Atrec8-3 were described in a
previous study (d’Erfurth et al., 2009). The tam-2 and tam-4 T-DNA right border junction was
analyzed by sequencing PCR products. For tam-2, the specific primers used were 77400F
(5’ TTGGCGAATCGTGGCGAGAA 3’) and Rb3Sail (5 TAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGAC3'.
For tam-4, the specific primers wused were ET12273R and Ds3-4 (5
CCGTCCCGCAAGTTAAATATG3').

Fluorescent Tagged Lines

The seeds for FTL analysis were obtained from G.P. Copenhaver (Berchowitz et al., 2007;
Berchowitz and Copenhaver, 2008). We obtained tam-2/qrt1-2 and FTL3253 +/- plants by
selfing double heterozygous tam-2/qrt1-2, FTL3253 +/- plants. We obtained osd1-1/qrt1-2
and FTL3253 +/- plants by selfing a double heterozygote osd1-1/qrt1-2 FTL3253 +/- plants.
We obtained tam-2/spo11-1-3 /rec8-3/qrt1-2 and FTL993 +/- FTL1273 +/- plants by selfing a
grt1-2 mutant, triple heterozygous tam-2/spol11-1-3 /rec8-3 and FTL993 +/- FTL1273 +/-
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plant. We obtained osd1-1/spo11-1-3 /rec8-3/qrt and FTL993 +/- FTL1273 +/- plants by
crossing a grt1-2 mutant, triple heterozygote osd1-1/spol11-1-3 /rec8-3 FTL993 -/- FTL1273
+/+ plant with a grt1-2 mutant, triple heterozygous osd1-1/spo11-1-3 /rec8-3 FTL993 +/+
FTL1273 -/- plant.

Plants of interest were selected by PCR genotyping. For each line, the first pair of primers is
specific to the wild-type allele and the second pair is specific to the T-DNA insertion:

FTL3253 (AmCyan, nucleotide position 9304032 on chromosome 5): FTL3253U (5’
AACTTAGATGCCGAAGAAATG 3’) & FTL3253L (5" GAGATTCTATACAGATTGATCC 3');

FTL3253U & LB-TDNA_FTL (5" GGCATGCAAGCTGATAATTC3')

FTL993 (CFP, nucleotide position 25731311 on chromosome 5): FTL993U (5
AGTGACAAGAATCCTAGTCG 3’) & FTL993L (5'GTCTCTACTAAGAGCTCCTC 3’); FTL993L & LB-
TDNA_FTL

FTL1273 (DsRed2, nucleotide position 18164269 on chromosome 5): FTL1273U (5
TACTTAGTCTAGGGTATACAC3')& FTL1273L (5 TATAATCGTTCGTCAACGAG 3’); FTL1273L &
LB-TDNA_FTL. The I3 line (grt1-2 with two insertions on chromosome 3, FTL1500 CFP at
nucleotide position 498916 and FTL1371 DsRed2 at nucleotide position 4319513) as
described in Francis et al., (Francis et al., 2007) was used for EMS mutagenesis as described
below.

Genetic Analysis

Genetic complementation is typically tested by crossing homozygous mutants, but with the
tam mutants this would introduce a complicating variable since the progeny would be
tetraploid. Instead we assessed complementation by crossing heterozygous tam plants,
selecting double heterozygous progeny with PCR and scoring their phenotype.

A tam-2 mutant with Col/No-0 polymorphisms was obtained by crossing a heterozygous
tam-2 mutant with a No-0 plant and selfing the F1 generation. We then selected tam
mutants heterozygous for several Col/No-0 polymorphisms in the F2 generation and crossed
them to wild-type Ler plants. The triploid plants obtained were genotyped to infer the
genotype of the tam 2n gametes.

We obtained tam-2/spo11-1-3 /rec8-3 mutants with Col-0/Ler polymorphisms by crossing a
triple heterozygous tam-2/spo11-1-3/rec8-3 mutant (Col-0) with a wild-type Ler and selfing
the F1 progeny. Similarly, plants of interest in the F2 generation were crossed with wild-type
No-0 and the triploid progeny were genotyped. The trimorphic (Col-0/Ler/No-0)
microsatellite markers used to genotype the tam-2 (Col-0 / No-0) x Ler population and the
tam-2/spo11-1-3/rec8-3 (Col-0/Ler) triple mutant x No-0 F1 population have been described
previously [23]. Microsatellite The NGA76 microsatellite was amplified (Tm: 57°C ) with the
5'GGAGAAAATGTCACTCTCCACC 3’ and 5’AGGCATGGGAGACATTTACG 3’ primers ( 35 cycles
of 30 sec at 94°C, 30 sec at Tm and 45 sec at 72°C).

Cytology and Flow Cytometry
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Final meiotic products were observed, chromosome spreads generated, and genome sizes
were determined as described previously (d’Erfurth et al., 2009). Pollen fluorescence was
analysed as previously described (Berchowitz and Copenhaver, 2008). Images were acquired
with a LEICA DM RXA2 epifluorescence microscope using eCFP and DSRed2 filters (Chroma
Technologies) and processed with Photoshop 8 (Adobe Systems Inc.).

Mutagenesis

EMS alleles of the TAM locus were generated following the protocol of Weigel and
Glazebrook (Weigel and Glazebrook, 2002). 0.5 grams of seed were imbibed in 30 ml of
sterile water for 4 hrs. and then mutagenized with 0.2% ethyl methane sulfonate for 16 hrs.
at room temperature with gentle agitation. Mutagenized seeds were rinsed with 30 ml of
sterile water eight times and then dried before planting. Seeds were harvested from
individually collected M1 plants. M2 plants were screened for a pollen dyad phenotype
(background was grt1-2 which produces pollen tetrads).
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Génotype Phénotype
WT - Article2 — Figure 5
0sd1-3 Sortie aprés Méiose | Article2 — Figure 5
tam-2 Sortie apres Méiose | Article2 — Figure 5
tdm1-3 3°™ division méiotique Article2 — Figure 5
osd1-3/tam-2 Sortie apres prophase | Article2 — Figure 6
tam-2/tdm1-3 3°™ division méiotique Article2 — Figure 6
o0sd1-3/tdm1-3 Sortie aprés Méiose | Article2 — Figure 6
osd1-3/tam-2/tdm1-3 Arrét en télophase | Article2 — Figure 6
TAMAD 3°™ division méiotique Avrticle2 — Figure 8
tdm1-3 - TAMAD 3°™ division méiotique
0sd1-3 - TAMAD Arrét en télophase | Al e

Tableau D.I.1 : Phénotype des mutants impliqués dans la progression du cycle méiotique.

Ce tableau regroupe les phénotypes des mutants étudiés dans les articles 1 et 2.



3. Etude de la progression méiotique chez A. thaliana
3.1. Principaux Résultats

- 0SD1 est un inhibiteur de ’APC/C en méiose

L'analyse de la séquence d’OSD1, ainsi que l'alignement des homologues d’OSD1
(trouvés uniqguement chez les plantes) nous ont permis d’identifier trois motifs conservés et
caractéristiques des interactions a ’APC/C. OSD1 posséde une D-Box, une GXEN-Box et une
MR-Tail. On retrouve ces trois domaines chez SPMES1. SpMES1 est un inhibiteur de I’APC/C
méiose-spécifique impliqué dans le maintien d’une activité CYC/CDK résiduelle lors de la
transition méiose I-méiose Il (voir B.l.2.4.2). Des expériences visant a identifier les
interactions protéines-protéines, ont permis de mettre en évidence qu’OSD1 interagissait
avec la plupart des activateurs de 'APC/C d’A. thaliana. Ces interactions sont dépendantes
de la D-Box et de la MR-Tail d’OSD1. Afin de vérifier le role de ces domaines in planta, des
versions mutées d’OSD1 ont été introduites dans un mutant osd1 afin de déterminer leurs
capacités a complémenter la mutation. Les versions AD, AMR et ADAMR ne complémentent
pas la mutation osd1, confirmant le réle de ces deux domaines pour la fonction d’OSD1.

En collaboration avec Katja Wassmann (UMPC —Paris), nous avons mis en évidence que
I’expression d’OSD1 dans des oocytes de souris entrainait un arrét en métaphase |. Sachant
gu’aucun homologue d’OSD1 n’a été identifié chez les mammiféres, ce résultats est
concordant avec une inhibition “artificielle” de I’APC/C en métaphase |.

Ces résultats nous montrent qu’OSD1 est un inhibiteur de I’APC/C. OSD1 pourrait étre un
homologue fonctionnel de SpMES1 et permettrait de maintenir une activité CYC/CDK
résiduelle lors de la transition méiose I-méiose Il en inhibant I’APC/C.

- Mise en évidence d’un réseau fonctionnel contenant 0SD1, TAM et TDM

0SD1 et TAM sont impliquées lors de la transition méiose I-méiose I, ainsi que lors de la
transition prophase-méiose I. La protéine TDM est impliquée dans la sortie de méiose. En
effet, chez un mutant tdm la méiose Il est suivie d’une troisieme division aberrante, ou les
chromatides essayent de ségréger, entrainant une stérilité mais uniquement du coté male.
Jai réalisé des tests d’épistasie entre ces différents mutants. Chez un double mutant
tam/tdm, la méiose présente une troisiéme division montrant que la mutation tdm permet
de s’affranchir de I'arrét en fin de méiose | d’'un mutant tam. De facon surprenante, le
double mutant osd1/tdm montre une absence de seconde division méiotique comme le
simple mutant osd1. Ainsi la mutation tdm permet de supprimer le défaut de tam mais pas
celui d’osd1. De méme, alors qu’un double mutant osd1/tam s’arréte en fin de prophase |, le
triple mutant tam/osd1/tdm poursuit la méiose jusqu’a la télophase | (Tableau D.I.1).
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Grace a l'expression de protéines en systéme bactérien ainsi qu’a la purification de
complexes CYC/CDK actifs, I'équipe de Arp Schnittger (IBMP — Strasbourg) a pu identifier une
forte affinité entre TAM et CDKA;1. lls ont également montré qu’OSD1 est une cible de
I’activité kinase du complexe TAM/CDKA;1.

Comme toutes cyclines A et B, TAM/CYCA1;2 posséde une D-box. L'expression d’une
version non destructible de TAM (TAMAD) in planta, induit un phénotype uniquement
méiotique. Les plantes exprimant TAMAD sont stériles du co6té male et femelle. Chez ces
plantes, j’ai pu observer une troisieme division méiotique aberrante, se caractérisant par la
formation de quatre fuseaux de microtubules aprés la méiose Il. Ce phénotype est similaire a
celui observé chez un mutant tdm. Lorsque la construction TAMAD est introduite dans un
mutant osd1, la méiose s’arréte en télophase | (Tableau D.I.1).

Ces résultats suggérent que TAM, OSD1 et TDM appartiennent a un méme réseau
fonctionnel qui permet la progression du cycle méiotique chez A. thaliana. Ces protéines
sont impliquées dans trois transitions clés au cours de la méiose : la transition prophase I-
méiose |, la transition méiose I-méiose Il et la transition méiose Il-sortie de méiose.

Avec ces résultats, nous avons établi deux modeles de ce réseau fonctionnel sans
pouvoir favoriser I'un ou l'autre a ce jour. La premiéere hypothése suggere que : TDM étant
impliquée dans la sortie de méiose (peut-étre via I’APC/C), TAM pourrait étre un régulateur
négatif de TDM lors de la transition méiose I-méiose II. Parallelement TAM activerait OSD1
(grace a I'activité TAM/CDKA;1) pour permettre de maintenir une activité CYC/CDK résiduelle
grace a l'inhibition de I’APC/C. La deuxiéme hypothése suggeére que : Plusieurs cyclines (dont
TAM) pourraient étre impliquées dans la progression méiotique. Elles pourraient en se
combinant avec CDKA ;1 activer OSD1 pour l'inhibition de I’APC/C. TDM pourrait réguler
négativement ces cyclines en activant I’APC/C et ainsi détruire toutes ces cyclines en
télophase Il pour permettre la sortie de la méiose.

3.2. Article 2 : “OSD1 promotes meiotic progression via APC/C inhibition and forms a
regulatory network with TDM and CYCA1;2/TAM” PLoS Genetics 2012
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0SD1 promotes meiotic progression via APC/C inhibition and forms a regulatory network
with TDM and CYCA1;2/TAM.
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Article2 - Figure 1 : Structural comparison of OSD1 and Mes1 proteins
\ 0OSD1 and Mes1 share co-aligned putative APC/C interacting domains. /
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(A) Yeast 2-hybrid experiments
showed that among the 14
APC/C subunits tested, 0OSD1
interacts only with CCS52A1. (B)
CDC20s and CCS52s TAP elutions
probed with anti-OSD1 antibody.
0OSD1 is detected in all elutions
but CDC20.3. The anti-CBP
recognizes  the Calmodulin
Binding Protein stretch in the
TAP tag and served as loading
control. (C) OSD1 with mutation
of a putative non-conserved D-
BOX (OSD1AD’) or mutation of its

GXEN-box  (OSD1AGXEN)  still
interacts with CCS52A1. In
contrast, this interaction s

abolished by the mutation of the
conserved D-box (OSD1AD) and
reduced by the deletion of the
MR-tail (OSD1AMR).




ABSTRACT

Cell cycle control is modified at meiosis compared to mitosis, because two divisions follow a
single DNA replication event. Cyclin-dependent kinases (CDKs) promote progression through
both meiosis and mitosis, and a central regulator of their activity is the APC/C (Anaphase
Promoting Complex/Cyclosome) that is especially required for exit from mitosis. We have
shown previously that OSD1 is involved in entry into both meiosis | and meiosis Il in
Arabidopsis thaliana; however the molecular mechanism by which OSD1 controls these
transitions has remained unclear. Here we show that OSD1 promotes meiotic progression
through APC/C inhibition. Next, we explored the functional relationships between OSD1 and
the genes known to control meiotic cell cycle transitions in Arabidopsis. Like osd1,
cycal;2/tam mutation leads to a premature exit from meiosis after the first division, while
tdm mutants perform an aberrant third meiotic division after normal meiosis | and Il
Remarkably, while tdm is epistatic to tam, osd1 is epistatic to tdm. We further show that the
expression of a non-destructible CYCA1;2/TAM provokes, like tdm, the entry into a third
meiotic division. Finally, we show that CYCA1;2/TAM forms an active complex with CDKA;1
that can phosphorylate OSD1 in vitro. We thus propose that a functional network composed
of OSD1, CYCA1;2/TAM and TDM, controls three key steps of meiotic progression, in which
0SD1 is a meiotic APC/C inhibitor.

AUTHOR SUMMARY

In the life cycle of sexual organisms, a specialized cell division—meiosis—reduces the
number of chromosomes from two sets (2n, diploid) to one set (n, haploid), while
fertilization restores the original chromosome number. Meiosis reduces ploidy because it
consists of two cellular divisions following a single DNA replication. In this study, we analyze
the function of a group of genes that collectively control the entry into the first meiotic
division, the entry into the second meiotic division, and exit from meiosis in the model plant
Arabidopsis thaliana. We revealed a complex regulation network that controls these three
key transitions.
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Article2 - Figure 3 : Complementation test of osd1-3 by wild-type and mutated
versions of OSD1

Male meiotic products stained by toluidine blue: (A) a dyad of spores from the osd1-3
mutant. (B) A tetrad of spores from osd1 complemented by the wild type OSD1 gene.
Note that one of the spores is out of focus because they are organized in a
tetrahedron. (C to I) Male meiotic products from osd1-3 transformed by versions of
the OSD1 gene with a GXEN-box mutation (OSD1AGXEN), a D-box mutation (OSD1AD),
a MR-tail mutation (OSD1AMR) or combination of these mutations. Some versions
induced complementation, with a majority of tetrads (E, H), while others did not
restore tetrad formation (C, D, F, G, |). Scale bar = 10uM




INTRODUCTION

Meiosis is a key step in the life cycle of sexually reproducing eukaryotes, such as the majority
of flowering plants. At meiosis ploidy is reduced by two, leading to the production of
typically haploid gametes whose fusion during fertilization restores diploidy of the next
generation. This is achieved by the modification of the meiotic cell cycle, compared to
mitosis, allowing two rounds of chromosome segregation — meiosis | and meiosis Il - after a
single DNA replication event. Thus, a central question when analyzing the meiotic cell cycle is
how three key transitions are controlled, i.e. entry of the meiocytes into meiosis | after
prophase, transition from meiosis | to meiosis Il and exit from meiosis Il.

The main driving force of cell-cycle progression, at both meiosis and mitosis, is the activity of
cyclin-dependent kinases (CDKs), in association with their regulatory partners, the cyclins.
Entry into division phase requires high CDK activity that peaks at metaphase. Anaphase
progression is regulated by a gradual degradation of CDK activity and mitotic exit requires
low CDK activity (De Gramont and Cohen-Fix, 2005; Pérez-Hidalgo et al., 2008). CDK activity
is regulated by the anaphase-promoting complex/cyclosome (APC/C), a conserved
multisubunit E3 ubiquitin ligase that triggers the degradation of multiple substrates,
including cyclins, during mitosis and meiosis. The APC/C is activated by Cdc20/Fizzy and
Cdh1/Fizzy-related proteins that also confer substrate specificity (the latter is known as
CCS52s in plants) (FUlop et al., 2005; Pesin and Orr-Weaver, 2008; Kevei et al., 2011).
Precisely how the mitotic machinery is modified for the purpose of meiosis is unclear. The
currently available knowledge that originates from studies carried out in unicellular fungi,
Xenopus laevis and mouse oocyte systems, points towards a meiosis specific regulation of
the APC/C as one of the key cell cycle modifications between meiosis and mitosis (Pesin and
Orr-Weaver, 2008; Pérez-Hidalgo et al., 2008). In oocytes, meiosis is driven by Cdc2/Cyclin B
complexes. At the end of meiosis |, Cyclin B is only partially degraded and the residual, low
level of Cdc2/CyclinB activity is essential for entry into meiosis Il (Furuno et al., 1994). Partial
Cyclin B degradation is obtained through temporally controlled inhibition of the APC/C by
the Erp1/Emi2 protein (Madgwick et al., 2006; Ohe et al., 2007). In Schizosaccharomyces
pombe, the Mes1 protein also partially restrains cyclin degradation through inhibition of the
APC/C, thereby allowing entry into meiosis Il (Izawa et al., 2005; Kimata et al., 2008, 2011).
In Saccharomyces cerevisiae, a meiosis specific APC/C activator (Amal), and its inhibitor
Mnd2, are both required for meiotic progression (Pesin and Orr-Weaver, 2008).

Very little is known about control of the meiotic cell cycle in plants. It is largely unknown
which one(s) of the Arabidopsis cyclins (which include 10 A-type-cyclins and 11 B-type-
cyclins) constitute, with CDKA;1 (Dissmeyer et al., 2007; Bulankova et al., 2010; Harashima
and Schnittger, 2012) and possibly other CDKs, the core CDK complex that is necessary for
meiosis. To date, only four genes involved in the three meiotic cell cycle transitions have
been isolated in Arabidopsis thaliana. Two of them, TAM (TARDY ASYNCHRONOUS MEIOQSIS,

RESULTATS 83



Article2 - Figure 4
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Live imaging, hours after entry into meiosis |
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mouse oocytes provokes a
metaphase | arrest.

Germinal Vesicle (GV) stage

mouse oocytes were injected
with  mRNA encoding the
indicated OSD1 constructs.
(A) Immunofluorescence on
fixed oocytes in
prometaphase | showing
equal expression of the
different OSD1 constructs
with anti-OSD1 antibody. (B)
Histone H2B-RFP encoding
mRNA was injected together
with the indicated OSD1
mRNA to follow
chromosome  movements.
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spreads at the end of the
OSD1AMR L] movie. Chromosomes were
stained  with  propidium
iodide (red), and
kinetochores with  CREST
serum (green). Only in OSD1
injected oocytes
chromosomes have not been
separated in meiosis |.



also known as CYCA1,;2) and OSD1 (OMISSION OF SECOND DIVISION) are essential for the
meiosis |/meiosis Il transition. The mutation of CYCA1;2/TAM or of OSD1 leads to a
premature exit from meiosis after meiosis I, and thus to the production of diploid spores and
gametes (Wang et al., 2004b, 2010; d’Erfurth et al., 2009, 2010). These two genes are also
involved in the prophase/meiosis | transition as their concomitant loss leads to a premature
exit from meiosis after prophase |, before any division (d’Erfurth et al., 2010). CYCA1,;2/TAM
encodes one of the 10 Arabidopsis A-type cyclins (Wang et al., 2004b) and OSD1 encodes a
plant-specific protein, with additional functions in suppressing ectopic endomitosis via
APC/C inhibition (d’Erfurth et al., 2009, 2010; Iwata et al., 2011). The third one, TDM (THREE-
DIVISION MUTANT), is essential for meiotic exit, as its mutation leads to entry into an
aberrant third division of meiosis after regular first and second divisions (Ross et al., 1997;
Glover et al., 1998; Bulankova et al., 2010). Finally, SMG7 (SUPPRESSOR WITH
MORPHOGENETIC EFFECTS ON GENITALIA 7) is also required at the end of meiosis, as its
mutation leads to cell cycle arrest at anaphase Il (Riehs et al., 2008; Bulankova et al., 2010).
Epistasis analysis suggest that SMG7 and TDM act in the same pathway (Bulankova et al.,
2010).

Here we explored the meiotic molecular function of OSD1 and CYCA1;2/TAM, and the
functional relationship between OSD1, the APC/C, CYCA1;2/TAM and TDM to control meiosis
progression.

RESULTS

0SD1 shares structural similarities with other APC/C inhibitors

0OSD1 depletion leads to a premature exit from meiosis at the end of meiosis |, a phenotype
reminiscent of the vertebrate Erpl/Emi2-depleted oocytes and the mes1 fission yeast
mutant. While this work was in progress, evidence was found that OSD1 (also named GIGAS
CELL 1, GIG1) negatively regulates the APC/C to control mitotic progression (lwata et al.,
2011). Yet, while the OSD1 protein has been shown to act as a mitotic APC/C inhibitor (Iwata
et al,, 2011) and is well conserved in all plants, it does not appear to be conserved over other
eukaryotes and notably does not show global similarity with other known APC/C inhibitors
(d’Erfurth et al., 2009), which conversely do not seem to have homologues in plants.
However, closer examination of the OSD1 sequence revealed that OSD1 shares multiple
features with Mesl: OSD1 has the same three putative cell-cycle-related domains in the
same order on the protein (Figure 1). These three domains are very well conserved over
0OSD1 homologues (Figure S1) (d’Erfurth et al., 2009). Two of these domains are putative
APC/C degradation motifs: a D-box (residues 104-110, RxxLxx[LIVM]) and a GXEN/KEN-box
(residues 80-83, GXEN in eudicotyledon and KEN in monocotyledon OSD1 homologues). The
corresponding two motifs have been shown to be important for the Mes1 function (Kimata
et al., 2008). OSD1 also has a C-terminal MR-tail in common with Mes1 (the two last amino-
acids of the protein are a methionine and an arginine). This MR-tail has not been functionally
tested in Mesl. However the MR-tail of Nek2a, a kinase that is involved in mitotic regulation
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Article2 - Figure 5
Meiotic chromosome
spreads of wild type,
osd1-3, tam-2 and tdm-3
single mutants

(A to F) wild type. (A)
pachytene, (B) diakinesis,
(C) metaphase |, (D)

telophase l, (E)
metaphase I, (F)
telophase 1l. (G to |)
osd1-3. (G) Pachytene (H)
metaphase l, (n

telophase I. (J to L) tam-
2. (J) Pachytene, (K)
Metaphase l, (L)
telophase I. (M to R)
tdm-3. (M) Pachytene (N)
Metaphase I (0)
metaphase Il (P)
telophase | (Q) aberrant
third division (R)
resulting telophase |ILI.
Scale bar = 10uM.



via APC/C inhibition, has been described as being a docking domain of Nek2a on the APC/C,
being thus essential for its binding and inhibition activities (Hayes et al., 2006). Similarly, the
C-terminal RL-tail of Emi2 is essential for inhibition of the APC/C at meiosis (Ohe et al., 2010).
These observations prompted us to propose that OSD1 might also promote meiotic
progression by regulating the APC/C activity through these three domains.

0SD1 interacts with activator subunits of the APC/C via its conserved domains

Using yeast 2-hybrid (Y2H) experiments lwata et al (Iwata et al., 2011) recently showed that
0OSD1 (also called GIG1) interacts with the APC/C activator CDC20.1, CDC20.5, CCS52A1 and
CCS52B, but not with the core APC/C components they tested (APC2, APC7, APC10, CDC27a,
and HBT). We independently used Y2H experiments to test interaction of OSD1 with
different APC/C subunits (Figure 2A). Corroborating and extending Iwata et al results, OSD1
did not interact with any of the APC/C core subunits tested (APC2, CDC27a, HBT, APC4,
APC5, APC6, APC7, APC8, APC10, APC11). Concerning the activators, our result confirmed
the interaction with CCS52A1 but did not reveal interaction with the other activators tested,
including CDC20.1 that was scored positively by Iwata et al. As a negative result in Y2H
experiments could be due to protocol and material variations, we used a complementary
approach. Tandem affinity purification (TAP) experiments, using APC/C core components
and the activators CCS52A2, CCS52B and CDC20.1 as baits, previously identified OSD1 by
mass spectrometry (Van Leene et al., 2010). As mass spectrometry can fail to identify all
proteins in a sample, we used an anti-OSD1 antibody (Figure S2) on TAP purified samples
using CDC20.1, CDC20-3 and the three CDH1 homologues (CCS52A1, CCS52A2, CCS52B) as
bait (Van Leene et al., 2010), to test to presence of OSD1. OSD1 was revealed in the CDC20.1
TAP (but not CDC20-3) and the three CCS52 TAPs (Figure 2B). Altogether our and Ilwata et al
results suggest that OSD1 can interact with a range of APC/C activators, including CDC20.1,
CDC20.5, CCS52A1, CCS52A2 and CCS52B.

Next we asked whether the D-box, GXEN-box and MR tail represent true APC/C interaction
motifs (Figure 2C). For both the D-box and GxEN-box, the amino acid residues essential for
APC/C binding were substituted to alanine (AD, RxxL->AxxA; G, GXEN->AxAA) whereas the
MR tail was deleted (AMR). We also mutated a putative second D-box motif (AD’, RxxL Aa
34-37) in OSD1 that is not conserved among the different plant proteins (Figure S1). All the
0OSD1 proteins were stably expressed in yeast (Figure S3). Mutation of the conserved D-box
completely abolished the Y2H interaction with CCS52A1. Deletion of the MR tail diminished,
but not abolished the interaction with the APC/C activator. In contrast, mutation of D’ or of
the GXEN-box did not reduce the interaction with CCS52A1 (Figure 2C).

OSD1 function in planta is dependent on its D-box and MR-tail

To investigate the in vivo role of the APC/C interaction motifs revealed above, we created
several versions of the genomic OSD1 gene (including OSD1 promoter and terminator) with a
GXEN-box mutation (OSD1AGXEN, GXEN->AxXAA), a D-box mutation (OSD1AD, RxxL->GxxV), a
MR-tail mutation (OSD1AMR, MR->*) or combination of two or all of these mutations. None
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of these constructs modified the plant phenotype when introduced in wild type plants (data
not shown). We then introduced them in the osd1-3 mutant (figure 3). The wild type
genomic clone was able to restore normal meiosis (i.e formation of tetrads) of the osd1-3
mutant (number of independent transformants n=8, 8/8 100% tetrads). In contrast,
OSD1AMR could not restore tetrad formation (n=6, 0% tetrad) whereas OSD1AD barely
complemented (n= 6, 0 to 15% tetrads). Albeit we cannot exclude that the introduced
mutations destabilize the protein in planta (though the modified OSD1 proteins accumulated
at equal level when expressed in yeast and mouse oocytes (Figure S3, Figure 4A)), these
results indicate that the OSD1 D-box and MR-tail are important for OSD1 function.
Correspondingly, the OSD1ADAMR allele could not restore tetrad formation in osd1-3 (n=5,
0% tetrads). In contrast, OSD1AGXEN almost completely reverted the osdi1-3 mutant
phenotype (n=3, 82 to 93% tetrads), suggesting that the GXEN-box is not essential for the
0OSD1 function in planta. Strikingly, the OSD1AGXENAD allele could complement osd1
mutants (n=4, 83 to 94% tetrads), showing that deleting the GXxEN-box in OSD1AD restored
0OSD1 function. OSD1AGXENAMR and OSD1ADAGXENAMR did not complement osd1-3 (n=2
and n=4), showing that the MR tail is required in all situations (Figure 3).

Expression of OSD1 in mouse oocytes provokes a metaphase | arrest.

To further confirm that OSD1 is an APC/C inhibitor, we took advantage of the fact that -
while OSD1 is not conserved in mammals - the APC/C and its activators are extremely well
conserved. Thus, expression of OSD1 in a mammalian system - such as mouse oocytes-
should equally interfere with APC/C activity and thereby disturb meiotic progression. OSD1
was stably expressed in mouse oocytes (Figure 4A). Oocytes injected with mRNAs encoding
0SD1, but not control-injected oocytes, arrested at metaphase | with aligned chromosomes
(visualized through simultaneous injection of H2B-RFP) (Figure 4B). Chromosome spreads
reveal the presence of bivalents indicative of a metaphase | arrest (Figure 4C). This shows
that OSD1 can inhibit the APC/C and prevent progression through meiosis I. Expression of
OSD1AMR, OSD1AGXEN or OSD1AD (Figure 4A) did not provoke the metaphase arrest,
showing that these three motifs are required for the APC/C inhibition by OSD1 in mouse
oocytes (Figure 4B and C).

Epistasis analysis between OSD1, CYCA1;2/TAM and TDM

Only a few genes involved in control of the male meiotic cell cycle have been described in
plants. Two mutants provoke premature exit before meiosis Il — osd1 and cycal;2/tam
(d’Erfurth et al., 2009, 2010; Wang et al., 2010). In contrast, tdm mutation prevents exit from
meiosis and provokes entry into a third round of division (meiosis Ill) after meiosis Il (Ross et
al., 1997; Glover et al., 1998; Bulankova et al., 2010) (Figure 5). The tdm-3 mutant is a newly
described T-DNA allele which has the same phenotype as previously described tdm mutants
(Ross et al., 1997; Glover et al., 1998). We studied the epistatic relationship between osd1-3,
tam-2 and tdm-3 during male meiosis (Figure 6, S4 and S5), completing prior work
(Bulankova et al., 2010; d’Erfurth et al., 2010). As previously described with different alleles
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Article2 - Figure 7 :CDKA;1 is activated}

CYCA1;2/TAM and phosphorylates OSD1 in vitro.

HisMBP-CYCA1;2/TAM was co-expressed with Streplll-
CDKA;1 and GST-Cak1 in E. coli. HisMBP-CYCA1;2/TAM
proteins were purified by means of a Ni-NTA column.
HisMBP-0OSD1 (Top) or Histone H1 (middle) were used
as substrates in the kinase reaction. Coomassie blue
staining of the gel shows equal loading of the
respective substrate. Streplll-CDKs co-purified with
HisMBP-CYCA1;2/TAM were detected with strep-tactin
HRP, showing identical amount of the kinases in each

reaction (bottom). /

Article2 - Figure 8 : TAMAD provokes the
entry into a third meiotic division

(A to F) Meiotic spreads of wild type
plants transformed by TAMAD. (A)
Pachytene. (B) Metaphase || (C)
Metaphase 1l. (D) late anaphase Il (E)
Aberrant third division (F) Resulting
telophase Il with seven nuclei. (G)
Meiotic product stained by toluidine
blue. Scale bar = 10uM. (H) Alexander
staining of an anther, showing the
complete absence of pollen grains
(Compare to figure S5A). Scale bar =
100uM




(Bulankova et al., 2010), the tam-2/tdm-3 double mutant had the same phenotype as tdm-3,
with a third division of meiosis (Figure 6 and S4) and complete male sterility (Figure S4). In
clear contrast, the double mutant osd1-3/tdm-3 was male fertile (Figure S5) and meiocytes
exited meiosis before meiosis Il, like in the single osd1-3 mutant (Figure 6 and S4). Thus,
depletion of TDM enables entry into meiosis Il in tam but not osd1 mutants. SMG7, which
controls meiosis Il exit through TDM (Bulankova et al., 2010), exhibits the same epistatic
relationship with CYCA1;2/TAM and OSD1 as TDM (i.e osd1-3 is epistatic to smg7-1; which is
epistatic to tam-2 (Bulankova et al., 2010), data not shown).

As we described previously with different alleles (d’Erfurth et al., 2010), meiocytes in the
osd1-3/tam-2 double mutant exit meiosis after a normal prophase |, without entering the
first division (Figure 6 and S4). In the triple mutant osd1-3/tam-2/tdm-3 all male meiocytes
progressed through meiosis | but arrested at telophase |, before cytokinesis (Figure 6, and
S4) leading to male sterility (Figure S5). Thus, mutating TDM allows osd1-3/tam-2 to enter
and progress into meiosis |. Notably, in contrast to the situation for the single tam-2 mutant,
mutating TDM in the osd1-3/tam-2 double mutant does not completely suppress the tam-2
defect, as the triple mutants are sterile and arrest at telophase | (no cytokinesis) whilst osd1-
3 plants are fertile and exit from meiosis after telophase I.

CYCA1;2/TAM-CDKA;1 phosphorylates OSD1 in vitro

0OSD1 contains 7 predicted CDK phosphorylation sites (4 [S/T]P and 3 [S/T]Px[R/K]), five of
them being well conserved (Figure S1), suggesting that it could be the target of a CDK. Co-
precipitation assays from E. coli expressed proteins showed that CYCA1;2/TAM binds to all
three kinases: CDKA;1, CDKB1;1 and CDKB2;2, although CDKA;1 appears to have a higher
affinity to CYCA1;2/TAM than the others (Figure 7). However, a subsequently performed
kinase assay revealed that only CYCA1;2/TAM-CDKA;1 but not CYCA1;2/TAM-CDKB1;1 or
CYCA1;2/TAM-CDKB2;2 is active against both OSD1 and the generic substrate histone H1.
These results suggest a regulatory interaction between CYCA1;2/TAM-CDKA;1 and OSD1 in
meiosis.

CYCA1;1 has no apparent meiotic function

CYCA1;2/TAM is likely not the sole cyclin promoting meiosis progression because male
meiosis continues until the end of the first division in tam-2 mutants. Female meiosis is less
affected than male meiosis, as 60% of the female gametes are haploid, produced by a
complete meiosis (d’Erfurth et al., 2010). Among the 10 Arabidopsis A-type cyclins, CYCA1;1
is the most similar to CYCA1;2/TAM (Wang et al., 2004a) and therefore a good candidate to
have similar, possibly redundant, functions to those of CYCA1;2/TAM. We thus characterized
an Arabidopsis line carrying a T-DNA insertion in CYCA1;1 (cycal;1-1, see M and M) which
displayed no defects during meiosis and produced normal diploid progeny. Further, the
double mutant cycal;1-1/tam-2 exhibited the same meiotic phenotype and produced similar
frequencies of haploid/diploid gametes as tam-2 (70% triploids and 30% tetraploids among
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Article2 - Figure 9 : Four spindles form at meiosis Ill in TAMAD plants

Immunolocalization of tubulin during meiosis. DNA appears in red and tubulin in green.
(A and B) Wild type. One spindle is visible at metaphase | (C) and two at metaphase Il (B).
(A to C) tdm. After regular meiosis | (C) and meiosis Il (D), tdm meiocytes enter a third
division of meiosis with the formation of four spindles (E) (Bulankova et al., 2010). (F to
H) Wild type transformed by TAMAD. Like in tdm, TAMAD meiocytes perform a third
meiotic division with the formation of four spindles (H).




the progeny of selfed double mutant). Hence, CYCA1;1 does not appear to have a meiotic
function.

Expression of a non-destructible CYCA1;2/TAM provokes the entry into an aberrant third
meiotic division, mimicking the tdm phenotype

Like many cyclins, CYCA1;2/TAM possesses a D-box (Wang et al., 2004b), a domain essential
for cyclin destruction by the APC/C. We thus created a genomic version of the CYCA1,2/TAM
gene, including endogenous promoter and terminator, with a D-box mutation (TAMAD,
RxxL->GxxV). The corresponding wild type construct rescued the tam-2 meiotic defect (n=5,
100% tetrads). In contrast, the introduction of TAMAD in either wild type or tam-2 mutant
(n=8), generated a dominant effect on male and female meiosis. Plants containing the
TAMAD transgene produced only monads and were completely male and female sterile
(Figure 8). No somatic phenotype was observed, strongly suggesting that CYCA1;2/TAM
functions specifically at meiosis. Meiotic chromosome spreads showed that meiosis in
TAMAD plants progressed through meiosis | and meiosis Il, up to telophase Il ((Figure 8 A-D).
But then, meiosis entered into an aberrant third division of meiosis, with stretched
chromosomes dispersed throughout the cell, and no cytokinesis (Figure 8 E-F).
Immunolocalization of tubulin, confirmed that meiocytes expressing TAMAD entered a third
meiotic division, with the formation of four spindles (Figure 9), like previously shown for the
tdm mutant (Bulankova et al., 2010). When TAMAD was introduced in tdm-3 (n=5), meiosis
progressed through meiosis | and meiosis I, and entered into the third division of meiosis
typical of tdm or TAMAD (not shown). In contrast, when TAMAD was introduced into osd1-3
(n=5), meiosis progressed through meiosis | and arrested at telophase |, without entering
meiosis Il (Figure 10). Unlike single osd1-3, cytokinesis did not occur (Figure 10C), the meiotic
product did not develop into pollen grains, and the plants were sterile (Figure 10D).

0OSD1 and UVI4 are synthetically essential for female gametogenesis and somatic growth.
When UVI4, the OSD1 paralogue, is mutated, an increase of somatic endoreduplication and
no meiotic phenotype is observed (Hase et al., 2006). It has also been recently shown that
mutation of OSD1, in addition to its meiotic consequences, triggers ectopic endomitosis
(lwata et al.,, 2011). To determine the interaction between OSD1 and UVI4, we aimed to
produce a double osd1/uvi4 mutant. However no double mutant was recovered from self-
pollinating populations of osd1-1+/- uvi4+/-, osd1-2+/- uvi4+/-, or osd1-2 +/- uvi4-/- (92
double mutants expected in total, table S1). This distortion indicates that the mutation of
both OSD1 and UVI4 leads to gametophyte and/or embryo lethality. Reciprocal crosses
between osd1-2+/- uvid+/- or osd1-2+/- uvi4-/- plants and wild-type plants showed that
transmission of osdl and uvi4 through male gametophyte is regular but that the
transmission of the double osd1/uvi4 mutant allele through female gametophyte is reduced
by 80% (Table S1).

We observed female gametophyte development in osd1-2+/- uvid4-/- plants, in which 50% of
the gametophytes are expected to inherit the double osd1/uvi4 mutation. Wild type female
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Article2 - Figure 10 : TAMAD in osd1

(A and B) Meiotic spreads of osd1-3
transformed by TAMAD. (A) Metaphase
I. (B) Telophase I. (C) Meiotic product
stained by toluidine blue. Scale bar =
10uM. (D) Alexander staining of an
anther, showing the complete absence
of pollen grains. Scale bar = 100uM

Article2 - Figure 11 : OSD1 and UVI4 are synthetically essential for female
gametogenesis and somatic growth.

(A and B) Cleared female gametophyte. Nuclei and nucleoli have been artificially highlighted in
blue and red, respectively. (A) Wild type at the 8 nuclei stage. A nucleolus is visible in the center of
each nucleus (arrows) (B) A female gametophyte in the uvi4 +/- 0sd1-2 +/- plant at a comparable
stage, showing a single giant nucleus with a massive nucleolus. (C to D) Double staining of female
gametophytes with DAPI and propidium iodide. The DNA is stained in blue and the nucleoli appear
in red. (C) Wild type at the 8 nuclei stage (arrows) (D) One female gametophyte in uvi4 +/- osd1-2
+/- containing a single large nucleus with a great amount of DNA, and a large nucleolus. Scale bar

\:1OMM. (E) A 5 weeks old osd1/uvi4 double mutant. Scale bar=5mm. /




gametophyte development includes three haploid mitotic events, leading to the formation
of eight nuclei (Figure 11A and 11C). In osd1-2+/- uvi4-/-, 58% (n=371) of the gametophytes
showed wild type-like development, the others being blocked at a 1 cell (37%) or 2 cell stage
(5%) (Figure 11B). These arrested cells had a very large nucleus, with an increased DNA
content (compare figure 11C and 11D), suggesting a defect in mitotic cell cycle. Both genetic
and cytological data suggested that some osd1/uvi4 female gametophytes may be viable,
prompting us to look further for double mutant plants. Among approximately 13,000 seeds
of an osd1-2+/- uvi4-/- plant sown in vitro, 25 very abnormal plants were identified and
confirmed by genotyping to be osd1-2-/- uvi4-/-. These plants, due to strongly affected
growth, measured at most 2 cm after 5 weeks (Figure 11E), while wild type plants of the
same age were fully developed and about 30 cm high. Altogether, these results show that
0OSD1, beyond its meiotic function has an essential function, redundantly with UVI4, in
gametophyte and somatic growth.

DISCUSSION

0SD1, CYCA1;2/TAM and TDM form a regulatory network that control the key transitions
of meiosis.

Our and previously published data suggest that a functional network between OSD1,
CYCA1;2/TAM and TDM controls three key transitions of meiosis (prophase-meiosis |,
meiosis |-meiosis || and meiosis ll-exit) : (i) OSD1 and CYCA1;2/TAM act in a synergetic
manner to promote the transition from prophase to meiosis |, as the double mutant fails to
enter meiosis |. TDM, appears to repress this transition as its mutation restores the entry
into meiosis | of the osd1-3/tam-2 double mutant. (ii) OSD1 and CYCA1;2/TAM are crucial for
the meiosis I-meiosis Il transition as both single mutant exit meiosis before meiosis Il. TDM
also appears to repress this transition as its mutation allows the tam-2 mutant to enter
meiosis Il. Interestingly, OSD1 appears to be absolutely essential for the entry into meiosis I
as osd1 mutants never entered this phase in all the backgrounds we tested. (iii) TDM and
CYCA1;2/TAM are also involved in the exit from meiosis Il, to prevent entry into a third
meiotic division. Indeed, the mutation of TDM or the expression of a non-destructible
version of CYCA1;2/TAM provokes the entry into a third division of meiosis. It is unclear if
0OSD1 could also be involved in this transition, as osdl mutants never reach this stage.
Further investigation is required to understand how this network is fine tuned to allow entry
into a division after prophase and after meiosis | but to allow exit after meiosis Il.

0SD1 is a meiotic APC/C inhibitor

Control of APC/C activity is fundamental for regulation of cell cycle progression. The APC/C is
an E3 ubiquitin ligase that triggers the degradation of multiple proteins, including cyclins, at
meiosis and mitosis (Pesin and Orr-Weaver, 2008). Several APC/C inhibitors with crucial
functions at mitosis or meiosis have been identified in various eukaryotes (e.g. EMI1 and
EMI2/ERP in vertebrates, Mesl in S. pombe, Mnd2 and Acm1l in S cerevisiae), but these
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Article2 - Figure S1 : T-Cofee alignment of OSD1 and UVI4 plant proteins

Identical or similar residues conserved in more than 50% of the proteins are shaded in black and
grey, respectively. Red rectangles indicate the GXEN/KEN-box, D-box and MR-tail. Stars point to
putative phosphorylation sites.



proteins are not conserved between kingdoms. An independent study recently showed that
0OSD1 negatively regulates the APC/C to prevent endo-mitosis during somatic development
(lwata et al., 2011). Here we propose that OSD1, similar to Mesl in S. pombe and Emi2 in
vertebrates, promotes meiotic progression through APC/C inhibition. Indeed, OSD1 interacts
directly with activator subunits of the APC/C, as shown by both TAP and Y2H experiments
(ours and Iwata et al results (lwata et al., 2011)). In addition, expression of OSD1 in mouse
oocytes provokes meiotic arrest at metaphase |, consistent with APC/C inhibition.

Similar to Mes1, OSD1 contains three APC/C interaction domains, a D-box, a GXEN/KEN-box
and a MR-tail. Both the interaction with the APC/C and the in planta meiotic function of
0OSD1 are dependent on its D-Box domain and its MR tail, suggesting that OSD1 inhibits the
APC/C through direct binding with its active site or by sequestering its activators.
Remarkably, the OSD1 GxEN-box is not required for OSD1 function, but its mutation allows
the OSD1 protein mutated in its D-Box to fulfill its function. However, the three domains (D-
box, GXEN/KEN-box and a MR-tail) are required to provoke meiotic arrest when OSD1 is
overexpressed in mouse oocytes.

The modulation of the cell cycle machinery that permits the entry into a second division
without an intervening replication at meiosis seems to be fulfilled in various eukaryotes
thanks to apparently evolutionary unrelated APC/C inhibitors, Mesl in S. pombe, Emi2 in
vertebrates and OSD1 in plants. Interestingly, OSD1 and Emi2 both have a paralogue in their
respective genomes, UVI4 and Emil respectively, that play roles in the mitotic cell cycle
through APC/C regulation (Pesin and Orr-Weaver, 2008; Heyman et al., 2011). However,
contrary to Mes1, OSD1 has also a somatic function as revealed by the mitotic phenotype of
the single osdl mutants (lwata et al.,, 2011) and the strong gametophytic and somatic
defects of the osd1/uvi4 double mutant.

What could be the function of TDM?

The molecular function of TDM is unknown. However, four TPR domains (AA 61-191) were
predicted with high probability in TDM (P= 8.0E-12) (Biegert et al., 2006). Further, using
remote similarity searches via HHpred (S6ding et al., 2005), we found that CUT9 (a TPR-
containing APC/C component, appeared as the first hit (Protein Data Bank entry 2xpi_A, E =
0.00095). APC16, another TPR-containing APC/C component also appeared among the first
hits (3hym_B, E = 0,0022). This raised the possibility that TDM may interact with or may be a
component of the APC/C, and thus promotes meiotic exit via APC/C-mediated cyclin
destruction.

What could be the function of CYCA1;2/TAM?

CDKA;1 appears to be a major cyclin-dependent kinase that drives meiotic progression in
plants (Dissmeyer et al., 2007; Bulankova et al., 2010). However, the cyclin(s) forming (with
CDKA;1) the predicted core cyclin/CDK meiotic oscillator has/have not been identified yet.
Two cyclins have been shown to have an essential role at meiosis, CYCA1;2/TAM and SDS.
However, SDS has been shown not to affect meiotic progression, but to regulate the choice
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Article2 - Figure S3 : Mutated version of OSD1 are stably expressed in yeast

Protein extracts (Horvath et al., 1994) of yeasts transformed with wild type or mutated
version of OSD1 were probed with anti-OSD1 antibody. Wild type or mutated version of
0OSD1 showed similar expression levels.




of the partner of homologous recombination (Azumi et al.,, 2002; De Muyt et al., 2009).
CYCA1;2/TAM being the sole known cyclin whose mutation affects meiotic progression,
appeared to be a good candidate to fulfill part of this function. Indeed the fact that tam null
mutants exit prematurely from meiosis supports this hypothesis. We also showed here that
TAM is an active cyclin as it can form an active complex with CDKA;1. However, prior
evidence suggests that CYCA1;2/TAM may not be the core CDK oscillator that drives meiotic
divisions (Bulankova et al., 2010). Correspondingly, we showed here that the expression of a
non-destructible CYCA1;2/TAM does not provoke a meiotic arrest at metaphase/anaphase |
as may be expected for the core CDK oscillator, but induces entry into a third division.
Strikingly, the phenotypes induced by the tdm mutation or the expression of non-
destructible CYCA1;2/TAM appear identical, suggesting that TDM and TAM act in an
antagonist manner to promote and prevent exit from meiosis, respectively. In addition, tdm
is epistatic to tam-2. Two hypotheses may account for these results (Figure S6). (i)
CYCA1;2/TAM could be a negative regulator of TDM, which itself promotes meiotic exit,
maybe through APC/C activation. (ii) Alternatively, another cyclin(s) (distinct from CYCA1;1
as shown here) might, together with CYCA1;2, promote directly meiosis progression in a
dose-dependent manner. The function of TDM could be to negatively regulate these cyclins,
possibly through activation of the APC/C that would clear the cell from the remaining cyclins
at the end of the meiotic program. Further work is required to discriminate between these
hypotheses (Figure S6).

We also showed that the CYCA1;2/TAM-CDKA;1 complex phosphorylates OSD1, at least in
vitro. This suggests that TAM could regulate OSD1 to prevent precocious meiotic exit.
Alternatively, phosphorylation by TAM could inactivate OSD1 and thus allow exit from
meiosis |. Interestingly, the activity and stability of Emi2/Erp1 - the vertebrate meiotic APC/C
inhibitor - is regulated by phosphorylation (Tang et al., 2008b; Isoda et al., 2011). Further
functional analysis of the OSD1 putative phosphorylation sites is required to establish the
role of this CYCA1;2/TAM-CDKA;1-mediated phosphorylation in meiotic cell cycle
progression.

These are the early days of meiotic cell cycle studies in plants, and already a complex
regulatory network has emerged. Further studies are required to understand the control of
meiotic progression in plants, and notably one of the next important goals is to establish
which cyclin(s) constitutes the core meiotic progression oscillator and which activators of the
APC/C (among the five putative CDC20 and three CDH1) are involved in this complex
variation of the cell cycle.
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Article2 - Figure S5 : Alexander staining
of anthers.

Viable pollen grains are stained in red.
(A) Wild type. (B) osd1-3 (C) tam-2. (D)
tdm-3. (E) osdi-3/tam-2. (F) osd1-
3/tdm-3. (G) tam-2/tdm-3. (H) osdi-
3/tam-2/tdm-3. Scale bar = 100uM




MATERIALS AND METHODS

Growth Conditions and Genotyping

Arabidopsis plants were cultivated in greenhouse as previously described (Vignard et al.,
2007) or in vitro on Arabidopsis medium (Estelle and Somerville, 1987) at 21°C, under a 16-h
to 18-h photoperiod and 70% relative humidity.

For epistasis studies, we used osd1-3, tam-2 and tdm-3, alleles that are all in the same
genetic background (Col-0), to prevent any genetic complication. The T-DNA of the tdm-3
mutant (SALK_034202) is inserted in the second exon (ATG+609pb). In the cycal;1-1
(pst18025), the T-DNA insertion is in the fifth exon (ATG+1415pb). The tdm-3 and cycal;1-1
mutants were genotyped by PCR by two primer pairs. The first pair is specific to the wild
type allele and the second to the left border of the inserted sequence. tdm-3: N534202U (5’-
GGAGATCGAGTTGATAGTGC-3’) & N534202L (5’-ATACTAGGGAACTTGGGCT-3’) ; N534202U &

LbB1 (5’-GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT-3’); cycal;1-1 : pst18025U (5’-
TTGATTTGCTTGGTATTGCAG-3’) & pst18025L (5'-TGGTCGTCTTGTTGGGTCTAG-3’) ;
pst18025L & Ds5-2a ( 5’-TCCGTTCCGTTTTCGTTTTTTAC-3’). The primers used to genotype

tam-2, osd1-1, osd1-2 and osd1-3 were previously described (d’Erfurth et al., 2009, 2010;
Heyman et al., 2011). The uvi4 mutant (pym) (Hase et al., 2006) was genotyped by CAPS
using the primers: pymU (5-GGAGTGCTCTTCATTTTCTG-3’), pymL (5'-
TCTCATTTTGGATTTGTCTG-3’) and the restriction enzyme BsuRl (419pb + 158pb for the
mutant versus 286pb + 133pb + 158pb for the wild type allele).

Sequence analysis

HHpred searches were performed on user defined query alignment, without automatic PSI-
BLAST enrichment of the query set and by using otherwise default settings (S6ding et al.,
2005; Biegert et al., 2006). The alignment of OSD1 proteins was performed with T-Coffee
using default settings (Notredame et al., 2000; Biegert et al., 2006).

Tap-Tag/ Y2H

Tandem affinity purification constructs were generated and purified as described previously
(Van Leene et al., 2007). UVI4, OSD1, CDC20.1, CDC20.3, CCS52A1, CCS52A2 and CCS52B
tandem purified baits were separated by SDS-PAGE and probed with an anti-OSD1 antibody
after western blotting. Yeast 2-hybrid interaction testing using OSD1 as bait (pDEST32) with
different APC/C subunits as prey (pDEST22) was performed by mating, as described
previously (Heyman et al., 2011). For mutant allele interaction screening, OSD1 mutant
alleles were tested as bait (pDEST32) against CCS52A1 as prey (pDEST22) and introduced in
the yeast PJ69-4a strain by cotransformation.

Mouse Oocytes

GV stage oocytes were harvested from 9-16 weeks old CD-1 (Swiss) mice (Janvier), injected
and analyzed by live imaging essentially as described in (Hached et al., 2011). H2B-RFP (gift
from Z. Polanski, Cracow, Poland) mRNA was synthesized with the T3 mMessage Machine kit
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(Ambion) according to the manufacturer's instructions. For live imaging, a motorized
inverted Nikon TE2000E microscope (Plan APO 20x/0,75NA objective) with PrecisExite High
Power LED Fluorescence (LAM 1: 400/465, LAM2: 585), equipped with a temperature
chamber (Life Imaging Services), Marzhauser Scanning Stage, CoolSNAP HQ2 camera, and
controlled by Metamorph software was used. Timepoints were taken every 20 minutes.
Images were treated with Image) software. Immunofluorescence studies on formaldehyde
fixed prometaphase | oocytes with anti-Osd1 antibody (1:150), and chromosome spreads of
metaphase Il oocytes were performed as described in (Hached et al., 2011).

Phosphorylation

OSD1 cDNA was amplified by sequential PCR first using attB1Ad-OSD1_s (5’-
AAAAAGCAGGCTTCATGCCAGAAGCAAGAGATCG-3), attB2Ad-OSD1_as (5’-
AGAAAGCTGGGTCTCATCGCATAGTCATTAAAGTCCG-3’) followed by attB1 adapter primer (5'-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3'), attB2 adapter primer (5'-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3’). The PCR product was cloned, by Gateway
(Invitrogen), into the pDONR223 vector (Invitrogen). A recombination reaction was
performed between the resulting entry clone and a destination vector pHMGWA (Busso et
al., 2005). E. coli SoluBL21 cells (AMS Biotechnology) were transformed with the resulting
destination clone, and grown in LB medium containing 100 pug/ml ampicillin until ODgwp=0.6
at 372C. The culture was transferred to 182C and grown for 30 min. The production of the
fusion  protein was induced by adding 0.3 mM IPTG (isopropyl-B-d-
thiogalactopyranoside, Thermo scientific) overnight at 182C. Cells were harvested by
centrifugation and re-suspended in Ni-NTA binding buffer (50 mM NaH,P0O4, 100 mM NadCl,
10%(v/v) glycerol, 25 mM imidazole, pH 8.0), and lysed by sonication. After addition of Triton
X-100 to 0.2%(w/v), the cell slurry was incubated at 42C then clarified by centrifugation. The
supernatant was passed through a column packed with Ni-NTA resin (Qiagen), which was
washed sequentially with Ni-NTA binding buffer followed by kinase buffer (50 mM Tris-HCl,
pH 7.5, 10 mM MgCl;, 1 mM EGTA) containing 150 mM NacCl, and eluted with kinase buffer
containing 150 mM NaCl and 200 mM imidazole. CYCA1;2/TAM cDNA was cloned into
pHMGWA as described above by using primers attB1Ad-TAM_ s  (5'-
AAAAAGCAGGCTTCATGTCTTCTTCGTCGAGAAATCTATC-3’) and  attB2Ad-TAM_as  (5’-
AGAAAGCTGGGTCTCAGAGGAAAAGCTCTTGCG-3’) followed by attB1 adapter primer and
attB2 adapter primer. CYCA1;2/TAM-CDK complexes were prepared from E. coli as described
(Harashima and Schnittger, 2012). Kinase reactions were performed as described in
(Harashima and Schnittger, 2012) using kinase buffer. In the case of OSD1, kinase buffer
containing 150 mM NacCl was used.

Cytology

Observation of final male meiotic products and chromosomes spreads were carried out as
previously described (Ross et al., 1996; Azumi et al.,, 2002) and observed with a ZEISS
AxioObserver microscope. Observation of developing ovule by DIC and confocal microscopy
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offspring genotype osd-/- osd+/+ osd+/- osd-- osd-- osd+/+ osd+/- osd+/+ osd+/-
Parental genoptype uvid /- uvid +/+ uvid +/+ uvid +/+ uwvid +/- uvid +/- uvid +/- wvid -/- uvi4 -/
Expected 6,25% 6,25% 12,50% 6,25% 12,50% 12,50% 25,00% 6,25% 12,50%
observed osd1-1 +/- uvi4 +/- (n=169) 0,00% 6,50% 2840% 4,14% 4,73% 15,90% 24,85% 10,65% 4,73%
o observed 0sd1-2 +/- uvi4 +/- (n=224) 0.00% 7.,14% 13,83% 849% 580% 2321% 22,76% 4,91% 13,83%
=
»
Expected 25,00% 25,00% 50,00%
observed osd1-2 +/- uvi4 -/- (n=272) 0.00% 45,00% 55,00%
Expected 25,00% 25,00% 25,00% 25,00%
$ observed WTS x 0sd1-2 +/- uvi4 +/- 7 (n=76) 30,30% 19,70% 30,30% 19,70%
& observed 0sd1-2 +/- uvid +/- | x WT & (n=53) 35,80% 30,20% 32,10% 1,90%
& Expected 50,00% 50,00%
observed WTY x osd1-2 +/- uvi4 -/- & (n=68) 55,90% 44,10%
observed osd7-2 +/- uvi4 -/- © x WT & (n=44) 91,00% 9,00%

Article2 - Table S1 : Genetic analysis of osd1/uvi4 transmission.




was performed as described by Motamayor et al (Motamayor et al., 2000). Alexander
staining was performed according to (Alexander, 1969).

Immulocalization of tubulin

Inflorescence were fixed in ethanol:acetic acid (3:1) and digested for 1h as described in
(Ross et al., 1996). Meiocytes were squashed and immobilized on polysin slides as described
in (Mercier et al., 2001b), digested again for 30 min at 37°C in the digestion medium
described in (Ross et al., 1996) and subsequently incubated one hour in PBS 1% Triton at
room temperature. After 2 rinses with PBS 0.1% Triton, slides were incubated overnight at 4
° Cin primary antibodies (mouse anti-tubulin (Sigma T5168) diluted at 1/300 in PBS, 1% BSA,
then washed in PBS, 0.1% Triton 5 times for 10 min. After 2h of incubation at 37 ° C with the
secondary antibodies in PBS 1% BSA, slides were washed in PBS 0.1% Triton 5 times for 10
min and mounted in Vectashield antifade medium (Vector Laboratories) with 80ug/mi
propidium iodide. Images were acquired with Zeiss Apotome.

OSD1 antibody
An anti-OSD1 antibody was raised against a full-length recombinant protein as described in
(Vignard et al., 2007).

Directed Mutagenesis constructs and Plant transformation

OSD1 and CYCA1;2/TAM genomic fragment were amplified by PCR using OSD1 U (5'-
CATATAAGCCTTGACCCTCTTTC-3’), OSD1 L (5'-AGAAACCACCGAACTTGTGAAGA-3’) and TAM
U (5-CCAGTCACCACAATACACAC-3’), TAM L (5'-GCGGTTTGGGTTGGTTTTTGTTT-3’). The
amplification for OSD1 covered 1603 nucleotides before the ATG and 170 nucleotides after
the stop codon. The amplification for CYCA1;2/TAM covered 1495 nucleotides before the
ATG and 493 nucleotides after stop codon. The PCR product was cloned, by Gateway
(Invitrogen), into the pENTR vector (Invitrogen), to create pENTR-OSD1 and pENTR-TAM,
respectively, on which directed mutagenesis was performed using the Stratagene
Quickchange Site-Directed Mutagenesis Kit. The mutagenic primers used to generate the

OSD1AD, OSD1AGXEN and OSD1AMR mutations were (5’-
GCCTTCTTGGTATCCAGGAACACCTGTACGCGACATAAC-3’), (5'-
GATTGCCACAGGCAAGAGCGGCTATGCCCATAG-3') and (5'-
GGTGCGGACTTTAATGACTTAGCGATGATCTTTACTTAGG-3’) respectively. The mutagenic
primers used to generate the TAMAD were (5'-

GTTGGAAACCGTGGTGCTCCCGTCGGCGACATCACAAATC-3’). To generate binary vectors for
plant transformation, an LR reaction was performed with the binary vector for the Gateway
system, pGWB1(Nakagawa et al., 2007). The resulting binary vectors, pOSD1, pOSD1AD,
pOSD1AGXEN, pOSD1AMR, pOSD1ADAGXEN, pOSD1ADAMR, pOSD1ADAGXENAMR and
pTAM, pTAMAD, were transformed using the Agrobacterium-mediated floral dip method
(Clough and Bent, 1998), on plant populations segregating for the osd1-3, tam-2 or tdm-3
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mutation. Transformed plants were selected on agar plates containing 50 mg/L kanamycin
for OSD1 constructs and 20 mg/L hygromycin for CYCA1;2/TAM constructs, respectively.
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4. Données supplémentaires

Nous avons mis en évidence qu’OSD1 interagit avec les activateurs de 'APC/C. Comme
indiqué précédemment, un mutant Spcdc20 supprime le phénotype d’absence de seconde
division méiotique d’un mutant Spmes1 (lzawa et al., 2005). De la méme fagon, un mutant
ccs52al attenue le phénotype d’endoréduplication du mutant uvi4 (Heyman et al., 2011).
Jai entrepris d’analyser le phénotype méiotique d’OSD1 en combinant la mutation osd1
avec des mutants des activateurs de I’APC/C.

Arabidopsis posséde trois homologues de CDH1: CCS52A1, CCS52A2 et CCS52B. Les
mutants ccs52al et ccs52a2 montrent une diminution du niveau de ploidie au niveau
somatique liée a un défaut de régulation de I'endoréduplication (Lammens et al., 2008;
Larson-Rabin et al., 2009; Kasili et al., 2010). J’ai pu montrer qu’aucun des trois simples
mutants ne présente de défaut méiotique. De méme, les doubles mutants osd1/ccs52al,
osd1/ccs52a2 et osd1l/ccs52b ne présentent pas de diminution du nombre de gametes
diploides par rapport a un simple mutant osd1. Ces résultats suggerent qu’OSD1 n’inhibe pas
les APC/C“>*A1 APC/CE?A% ot APC/CE“*?® au cours de la méiose. Cependant on ne peut
exclure une redondance fonctionnelle en méiose entre les différents homologues de CDH1
chez A. thaliana. La construction de triples mutants osd1/ccs52al/ccs52a2,
osd1/ccs52al/ccs52b et osdl/ccs52a2/ccs52b  ou  d’'un  quadruple  mutant
osd1/ccs52al/ccs52a2/ccs52b pourrait permettre de déterminer si OSD1 inhibe I’ APC/C°?
en méiose.

A. thaliana posséde cing genes CDC20 dont uniquement deux, CDC20-1 et CDC20-2, sont
exprimés (Kevei et al., 2011). Les mutants d’insertion dans chacun des génes ne présentent
pas de phénotype végétatif, suggérant une redondance fonctionnelle entre ces deux genes.
Comme CDC20-1 et CDC20-2 sont des genes en tandem, la construction d’un double mutant
est quasiment impossible. Une plante exprimant un RNAi dirigé contre les deux génes
CDC20-1 et CDC20-2 présente un phénotype de plantes naines et une stérilité male (Kevei et
al.,, 2011). Jai également construit un RNAi dirigé contre ces deux mémes genes afin
d’étudier ce phénotype méiotique (voir F. Matériels et Méthodes). Jai pu mettre en
évidence que ce mutant présente des défauts méiotiques des la métaphase | mais une
caractérisation plus approfondie du phénotype est nécessaire. Un mutant RNAi de séparase
exprimé uniqguement en méiose (Liu and Makaroff, 2006) présente également des défauts en
métaphase |. Une étude plus poussée de la méiose chez ces deux mutants est nécessaire
pour déterminer si les défauts observés sont identiques. Cependant on peut imaginer qu’une
plante exprimant un RNAI dirigé contre CDC20 pourrait cumuler le défaut lié a I'absence de
dégradation de la sécurine et des cyclines B. Dans le cas d’un mutant achiasmatique, la
sécurine n’est plus requise pour séparer les homologues en premiére division méiotique.
Ainsi la combinaison RNAi-CDC20/spo11 devrait me permettre de m’affranchir du défaut lié
a I'absence de dégradation de la sécurine. Nous avons également pu déterminer que
I'absence de phénotype du coté femelle est lié a la construction RNAI. En effet I'’"’hairpin”
dirigé contre CDC20 est placé sous le controle du promoteur constitutif 35S. Des études
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menées au sein de I'équipe ont montré que les constructions 355-hairpin n’affectent pas la
méiose femelle (Marta Cifuentes, données non publiées).

Au cours de ces travauy, j'ai cherché a localiser les protéines OSD1 et TAM au cours de la
méiose. Des anticorps polyclonaux ont été produits. Ces anticorps reconnaissent les
protéines recombinantes produites par des bactéries et I'anticorps anti-OSD1 a été utilisé
pour vérifier I'expression d’OSD1 dans les oocytes de souris. Cependant I'immunolocalisation
de ces protéines dans des méiocytes males n’a pas fonctionné. Les immunolocalisations ont
été réalisées sur des étalements de chromosomes méiotiques (“spread”’) (Chelysheva et al.,
2010) et des méiocytes entiers écrasés (“squash “) (Mercier et al.,, 2001a; Cromer et al.,
2012) sans succes. On peut facilement imaginer que ces protéines ont des durées de vie
courtes au cours de la méiose dues a la présence de motifs de destruction (D-box et GXEN-
box pour OSD1 et D-box pour TAM) et/ou qu’elles sont présentes en faible quantité dans des
méiocytes. J'ai également observé les méiocytes de plantes contenant la construction
TAM::GFP (Wang et al., 2004b). Les anthéres d’A. thaliana sont naturellement fluorescentes
a la longueur d’onde d’excitation de la GFP et je n’ai pas observé de différence de
fluorescence entre des méiocytes sauvages et des méiocytes exprimant la fusion TAM::GFP.

5. Discussions et perspectives

0OSD1 est un inhibiteur de I’APC/C nécessaire a la transition méiose | — méiose Il. Les
études réalisées sur OSD1 et UVI4 au niveau somatique ainsi que les travaux présentés ici
nous indiquent qu’OSD1 et UVI4 pourraient agir comme des pseudosubstrats pour inhiber
I’APC/C. OSD1 et UVI4 interagissent directement avec les activateurs de I’APC/C via leurs
domaines D-Box et MR-Tail, ils pourraient ainsi se substituer aux cibles de I’APC/C pour
inhiber leurs destructions (Heyman et al., 2011; lwata et al., 2011). Ce mode d’inhibition de
I’APC/C ressemble a celui de SpMES1 (voir Figure B.11.9). En effet, SPMES1 interagit avec
CDC20 via ses domaines D-box et KEN-box (le réle de la MR-tail de SpMES1 n’a pas été
déterminé) et l'interaction entre SpMES1 et CDC20 est indispensable a la fonction inhibitrice
de SpPMES1 (lzawa et al., 2005; Kimata et al., 2008). EMI2, I'inhibiteur de I’APC/C impliqué
dans la transition méiose |-méiose Il chez les mammiféres, agirait comme un substrat
compétitif de ’APC/C (voir B.11.2.4.2). La RL-Tail d’EMI2 est indispensable a la fixation de
I'inhibiteur au coeur de I’APC/C alors que la MR-Tail d’OSD1 et d’UVI4 est nécessaire a
I'interaction avec les activateurs de I'APC/C. De plus, OSD1 et UVI4 ne possédent pas de
domaine ZBR comme EMI2, suggérant que ces protéines ont des roles “apparentés’” mais
que les mécanismes d’inhibition de I’APC/C sont différents. Des études plus précises sont
nécessaires pour déterminer le mécanisme selon lequel OSD1 et UVI4 inhibe I’APC/C.

Comme nous le montrent les études réalisées sur leur réle somatique, OSD1 et UVI4
n’inhibent pas les mémes formes d’APC/C, bien que OSD1 et UVI4 interagissent tous les deux
avec des activateurs de type CDC20 et de type CCS52. La surexpression de CDC20-1 aggrave
le phénotype somatique d’osd1 alors que la surexpression de CCS52B augmente celui d’uvi4
(Ilwata et al., 2011). De plus, le mutant osd1 présente un phénotype de polyploidisation de
ses cellules liés a une augmentation de I'endomitose, alors que uvi4 présente un phénotype
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de polyploidisation de ses cellules liés a une augmentation de I'endoréduplication (lwata et
al.,, 2011). Au niveau méiotique, d’autres études sont nécessaires pour déterminer si OSD1
inhibe spécifiquement APC/C®“® ou FAPC/C**? ou peut-étre les deux. De maniére
générale, les activateurs de I’APC/C pourraient faire I'objet d’analyses plus approfondies par
I’étude des mutants (multi-mutants ccs52 et une caractérisation fine du RNAi CDC20 en
méiose), des surexpressions de ces genes ou encore étude de leur localisation au cours de la
méiose.

Bien que les fonctions somatiques d’OSD1 et UVI4 soient partiellement redondantes lors
du développement de la plante, OSD1 et UVI4 sont impliquées dans des mécanismes
différents de régulation du cycle (Heyman et al., 2011; Iwata et al., 2011). On peut alors se
demander quelles sont les différences entre OSD1 et UVI4, notamment au niveau méiotique.
Le mutant uvi4 ne présente pas de défaut méiotique, suggérant qu’UVI4 n’est pas impliquée
en méiose. Cependant, des différences entre ces deux génes doivent exister pour expliquer
leur spécificité. L'analyse des promoteurs d’OSD1 et d’UVI4 pourrait nous permettre de
déterminer si I'un ou I'autre ou les deux genes sont exprimés en méiose. Ainsi il pourrait étre
intéressant d’étudier le déroulement d’une méiose si UVI4 est exprimé a la place d’OSD1.

Nous disposons actuellement de peu de données sur la fonction de TDM. Les travaux
précédents et ceux présentés ici, nous indiqguent que TDM est requis lors de transitions clés
au cours de la méiose. TDM appartient a une famille de protéines a domaine TPR-like
contenant 5 membres. Trois de ces protéines n’ont pas été caractérisées, la quatrieme serait
impliquée dans le métabolisme du soufre (Howarth et al., 2009). Il pourrait étre intéressant
d’observer le comportement méiotique des mutants de ces genes. De plus, les alignements
des protéines apparentées a TDM chez les plantes ont permis de mettre en évidence des
domaines trés conservés et notamment des sites de phosphorylation qu’il pourrait étre
intéressant d’étudier.

D’une maniere générale, la recherche de nouvelles protéines impliquées en méiose chez
Arabidopsis pourrait s’avérer importante pour la compréhension des mécanismes de
régulation de la progression méiotique. Arabidopsis est un modéle de choix pour des cribles
génétiques. Pour l'instant, les cribles basés sur la formation de gametes diploides n’ont pas
permis d’identifier de nouvelles protéines impliquées dans la transition méiose I-méiose Il
(d’Erfurth et al., 2010; De Storme and Geelen, 2011). Nous avons également cherché a
mettre au point des cribles suppresseurs. Malheureusement, des cribles suppresseurs
d’0OSD1 et TAM ne peuvent étre réalisés sur un critére de fertilité, comme cela a été utilisé
pour d’autres cribles au sein de I'équipe (Crismani et al., 2012), car les mutants osd1 et tam
sont fertiles. De plus, la ploidie des descendants de tam et osdl augmente a chaque
génération. Dans le cas de TDM, le mutant tdm ne produit aucune graine rendant impossible
la production d’une population mutagénéisée. L'approche utilisée actuellement dans
I'équipe est basée sur la fertilité du triple mutant Atspoll/Atrec8/osd1l (ou
Atspol1/Atrec8/tam) et la stérilité (partielle) du double mutant Atspo11/Atrec8. Des graines
Atspoll/Atrec8 ont été mutagénisées a I'EMS. Les plantes M2 ont été criblées sur la
restauration de la fertilité. Ce crible a permis d’identifier deux nouveaux alleles de tam
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capable de supprimer la stérilité d’Atspoll/Atrec8. Un autre suppresseur a été mis en
évidence, la mutation causale est en cours d’identification (Marta Cifuentes, données non
publiées). Ce résultat ouvre de nouvelles perspectives pour I’étude du cycle méiotique chez
A. thaliana.

6. Conclusion

Le controle de la progression du cycle méiotique est un mécanisme complexe qui
demande une régulation fine. OSD1, TAM et TDM font partie d’un réseau fonctionnel
impliqué dans la progression méiotique spécifique d’Arabidopsis. Bien que la méiose soit un
mécanisme conservé chez les organismes a reproduction sexuée, les protéines OSD1 et TDM
ne sont présentes qu’au sein du regne végétal. Un projet auquel j'ai participé a permis de
mettre en évidence qu’un des deux genes homologues a OSD1 présent chez le riz code une
protéine de fonction identique a OSD1 en méiose (données non publiées). Bien que des
protéines qui peuvent étre considérées comme des homologues fonctionnels d’OSD1 aient
été mis en évidence chez S. pombe et les vertébrés (SpMES1 et EMI2), il semblerait que les
protéines impliquées dans la progression du cycle méiotique soient trés peu conservées
entre les différentes espéces a reproduction sexuée. Il semblerait que les mécanismes de
sortie de méiose soient également peu conservés. Un défaut méiotique similaire a tdm a été
observé chez des mutants de drosophile et de souris. Au cours de la spermatogenése d’'un
mutant Dmroughex, on observe un réassemblage d’un fuseau de microtubules monopolaire
aprés la méiose Il (Gonczy et al.,, 1994). Dans des oocytes de souris mos-/-, on observe
également des métaphases lll, ou les chromosomes sont attachés a des fuseaux de
microtubules monopolaires (Verlhac et al., 1996). Cependant ces trois protéines ne
présentent aucune homologie de séquence mais des analyses plus approfondies pourraient
nous renseigner sur une éventuelle homologie fonctionnelle.

La méiose est un mécanisme tres bien conservé chez les eucaryotes a reproduction
sexuée. La plupart des protéines impliquées dans les mécanismes de la recombinaison
méiotique sont assez bien conservées entre les différentes espéces (Ramesh et al., 2005),
contrairement a ce qui a été mis en évidence pour les protéines impliquées dans la
progression du cycle méiotique. Il semblerait que les mécanismes de recombinaison aient
été conservés alors que les mécanismes liés a la progression méiotique aient évolués
différemment au cours de I’évolution des eucaryotes.

La régulation de la progression méiotique chez Arabidopsis semble faire intervenir des
mécanismes de régulation différents entre méiose male et méiose femelle. Les mutations
osd1, tam et tdm affectent différemment la méiose male et la méiose femelle. Les défauts
méiotiques femelles des mutants osd1 et tam sont identiques aux défauts males mais sont
moins pénétrants. Dans le cas du mutant tdm, le défaut méiotique est spécifique du coté
male. Cependant Bulankova et al. ont montré que TDM est également impliquée en méiose
femelle car la mutation tdm permet de supprimer le défaut de stérilité femelle du mutant
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smg7 du coté femelle (Bulankova et al.,, 2010). Contrairement aux mutants de
recombinaison méiotique d’Arabidopsis, qui a ma connaissance ont des défauts méiotiques
identiques du coté male et femelle, les mutants du cycle méiotique sont affectés
difféeremment. Il semblerait que les mécanismes de régulation du cycle ont évolué
difféeremment entre méiose male et méiose femelle. Le déroulement de la méiose est
légerement différent selon le sexe. Du c6té femelle, trois des spores vont dégénérer pour
favoriser la formation d’'un gamete femelle volumineux et riche en réserves. Ainsi le nombre
de gameétes femelles est limitant en comparaison avec les gametes males. On peut imaginer
gue des mécanismes supplémentaires ont été développés au cours de I'évolution de la
méiose femelle pour contréler de fagon plus rigoureuse la progression méiotique et assurer
sa descendance.
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PATRONUS et la régulation de I’APC/C dans la protection de la cohésion centromérique

1. Préambule

La seconde partie des résultats concerne la caractérisation de mutants présentant des
défauts dans la protection de la cohésion centromérique méiotique chez A. thaliana. Les
résultats sont présentés sous la forme d’un projet d’article scientifique en anglais, cependant
des analyses complémentaires sont encore nécessaires avant soumission. Ce travail a été
réalisé en collaboration avec Christine Horlow pour la caractérisation des mutants shugoshin
et avec |'aide de Sylvie Jolivet pour les aspects techniques.

2. La protection de la cohésion centromérique en méiose chez A. thaliana
2.1. Principaux résultats

- Patronus est nécessaire a la protection de la cohésion centromérique en interkinése
de méiose

Au cours de ce travail, nous avons identifié deux mutants d’insertion dans le géne
Patronus (PANS1). Ces mutants présentent un défaut de fertilité. L'observation des
chromosomes méiotiques chez le mutant pans1 a permis de mettre en évidence la présence
de chromatides libres en métaphase Il. Chez un sauvage, apres la séparation des
chromosomes homologues en anaphase |, les chromatides sceurs restant maintenues
ensemble jusqu’'en métaphase |l par la cohésion centromérique. Chez pansl, les
chromatides sceurs sont libres en métaphase Il et ségrégent de facon aléatoire en anaphase
I, entrainant la formation de spores déséquilibrées, parfois non viables. Nous avons ainsi pu
montrer que Patronus est indispensable au maintien de la cohésion centromérique en
interkinése, qui correspond au stade entre la méiose | et la méiose Il. Ces résultats montrent
gue PANS1 agit comme un protecteur de la cohésion centromérique en interkinése de
méiose.

- AtSGO1 et AtSGO2 sont tous les deux nécessaires a la protection de la cohésion
centromérique en méiose

Des protéines Shugoshin ont été mises en évidence, chez différents organismes, pour
leur réle dans la protection de la cohésion centromérique en méiose (Gutiérrez-Caballero et
al., 2012). A. thaliana possede deux genes codant des protéines Shugoshin. Ces génes
n’avaient pas été caractérisés jusqu’a maintenant. Nous avons identifié un mutant dans le
géne AtSGO2. Le mutant Atsgo2 ne présente aucun défaut somatique et méiotique. Nous
avons identifié deux alléles Atsgol. Les plantes Atsgol ne montrent aucun défaut somatique
mais nous avons pu mettre en évidence une perte de cohésion centromérique en méiose
dans plus de 50% des cellules observées. La combinaison des deux mutations Atsgo1/Atsgo2
entraine une perte quasi totale de cohésion centromérique en méiose. Les étalements de
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chromosomes méiotiques ont montré que chez Atsgol ou Atsgol/Atsgo2, la cohésion
centromérique est perdue dés I'anaphase I. AtSGO1 et AtSGO2 donc sont nécessaires a la
protection de la cohésion centromérique lors de la transition métaphase | - anaphase I. De
facon surprenante et contrairement a ce qui a été observé chez d’autres organismes, la
fonction de protection de la cohésion en méiose est partagée par AtSGO1 et AtSGO2 chez A.
thaliana.

- Patronus a une fonction méiotique et somatique

Le géne PANS1 posséde un paralogue dans le génome d’Arabidopsis, nommé PANS2. Le
mutant pans2 que nous avons étudié, ne présente ni défaut somatique ni méiotique. Nous
avons cherché a produire un double mutant pansl/pans2. Nous n’avons jamais obtenu de
plantes portant les deux mutations. Nous avons pu montrer un défaut de transmission des
gametes males et femelles portant la double mutation. Ces résultats suggérent que PANS1
et PANS2 ont une fonction redondante en mitose. Nous avons également pu mettre en
évidence que la croissance racinaire de pans1 est sensible aux conditions de stress. Ainsi
PANS1 a une fonction méiotique et somatique.

- Patronus pourrait étre un régulateur de I’APC/C

Grace a la plateforme de TAP (Tandem Affinity Purification) du VIB a Gent, nous avons pu
mettre en évidence que PANS1 interagissait avec les composants de I"APC/C. L’analyse
précise de ces interactions par double hydride nous a permis de montrer une interaction
directe de PANS1 avec CDC27B, une des sous-unités a TPR du cceur de ’APC/C. Nous avons
également pu montrer que les domaines de destruction de PANS1 (D-box et DEN-box) ne
sont pas nécessaires a cette interaction. Lintroduction de versions mutées pour les
domaines de destruction de PANS1 in planta semble étre néfaste pour le développement de
la plante. Ces résultats suggérent que PANS1 pourrait étre a la fois un régulateur de I’'APC/C
via son interaction avec CDC27B et également une cible de I’APC/C.

2.2. Article 3 : ” Centromeric cohesion is protected twice at meiosis, by SHUGOSHINS
at anaphase | and by PATRONUS, a putative APC/C regulator, at meiosis
interkinesis” (en préparation)
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Article3 - Figure 1 : Schematic representation of PANS1, PANS2, AtSGO1 and AtSGO2

proteins.




ABSTRACT

At meiosis, two successive rounds of chromosome segregation lead to ploidy halving. This is
achieved through a stepwise release of sister chromatid cohesion, along chromosome arms
to allow homolog segregation at anaphase | and at centromeres to allow sister chromatid
segregation at anaphase Il. Cohesins, the protein complex which ensures cohesion, must
then be protected at centromeres throughout meiosis, until the onset of anaphase Il
Members of the Shugoshin protein family have been shown to protect centromeric cohesins
at anaphase I. Mammals and fission yeast possess two Shugoshin paralogs, only one being
involved in cohesion protection at meiosis. Here we (i) characterized the two Arabidopsis
thaliana Shugoshin paralogs and (ii) identified Patronus (PANS1), a novel protector of
meiotic centromeric cohesion. Both AtSGO genes are required for complete protection of
centromeric cohesins during meiosis |I. Moreover, while AtSGOs protect centromeric
cohesion during anaphase |, PANS1 protects cohesion at a later stage, during the meiosis |-
meiosis Il interkinesis. Additionally, we identified PANS2, a paralog of PAN1, whose mutation
is synthetically lethal with pans1 suggesting that PANS genes are also essential for mitosis.
We further found that PANS1 interacts directly with the CDC27b subunit of the Anaphase
Promoting Complex (APC/C), suggesting that PANS1 regulates the APC/C. This study reveals
the need to protect centromeric cohesion at two different stages of meiosis, by Shugoshins
at anaphase | and by Patronus at interkinesis.
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pans1-1

pans2-1

ATG STOP

PANS2
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AtSGO1
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1

Article3 -Figure 2 : Position of the mutations used in this study.

sgo1-2

STOP

3612 pb

STOP

2764 pb

Exons are represented as black boxes and T-DNA insertions by white triangles.

Article3 - Figure 3 : Pollen grains viability in wild-type and mutants

Viable pollen grains are stained in red while dead pollen grains appear deflated and
grey/green. (A) Wild type. All pollen grains are viable; (B) pans1-1; A significant proportion
of pollen grains are non-viable. (C) pans2-1; Pollen grains are viable. (D) Atsgo1-2; A
significant proportion of pollen grains are non-viable (E) Atsgo2-1. Pollen grains are viable;
and (F) Atsgo1-2 Atsgo2-1. Very few pollen grains are viable. Scale bar = 100uM




INTRODUCTION

Cohesion between sister chromatids ensures proper chromosomes segregation during
mitosis and meiosis. At metaphase, cohesion holds sister chromatids together and create an
opposing force to the spindle that pulls kinetochores to opposite pole of the cell. The release
of cohesion at the onset of anaphase triggers chromosome segregation. Sister chromatid
cohesion is ensured by a protein complex called the cohesin. This complex has a ring shape
that is thought to embrace the two chromatids, and is composed of four conserved subunits
(Nasmyth and Haering, 2009). One of these subunits, the Kleisin is the target of the Separase
endopeptidase at the onset of anaphase (Uhlmann et al., 2000; Hauf et al., 2001). Cohesins
are loaded on chromosomes at telophase or early G1 and cohesion is established during the
S phase (Peters et al., 2008). In yeasts, mitotic cohesins are present all along the
chromosomes until their release at anaphase. In vertebrate mitotic cells, most cohesins are
released from chromosomes during prophase (Waizenegger et al., 2000). This activity, called
“prophase pathway”, depends on cohesin phosphorylation by polo and additional factors
such as WAPL (Sumara et al., 2002; Hauf et al., 2005; Kueng et al., 2006). However
centromeric cohesins, which ensure sister chromatid cohesion at metaphase, are protected
from prophase release. This protection involves Shugoshinl (SGOL1, which stands for the
Japanese ‘guardian spirit’) which recruits the protein phosphatase 2A (PP2A) to centromeres
to prevent cohesin phosphorylation (Kitajima et al., 2005; McGuinness et al., 2005; Tang et
al., 2006). At the onset of anaphase cleavage of the Kleisin by the Separase allows the
release of the remaining cohesins and sister chromatid separation.

Meiosis is a specialized cell division in which a single replication is followed by two rounds of
chromosome segregation, leading to ploidy halving. The homologous chromosomes
segregate at meiosis |, whereas the sister chromatids segregate at meiosis Il (Zickler and
Kleckner, 1999). Thus a specific control of cohesion dynamics is required at meiosis. Indeed,
sister chromatid cohesion along the arm in combination with crossovers (exchanges of
continuity between homologous chromatids) create a physical link between the homologous
chromosomes at metaphase I. Arm cohesion is released at the onset of anaphase | to allow
segregation of homologous chromosomes. However, centromeric cohesion must be
protected during meiosis | to ensure cohesion between sisters at metaphase Il. At anaphase
Il, centromeric cohesion release allows segregation of sister chromatids. Thus a stepwise
cohesin release occurs during meiosis to allow the two successive balanced rounds of
chromosome segregation. REC8, a meiotic specific Kleisin (Klein et al., 1999; Watanabe and
Nurse, 1999) and Shugoshin are key actors of this stepwise release (Kitajima et al., 2004;
Rabitsch et al., 2004; Hamant et al., 2005; Lee et al., 2008; Llano and Gémez, 2008; Wang et
al., 2011). During meiosis I, SGO (SGO1 in yeasts, maize and rice, and SGO2 in vertebates)
recruits PP2A at centromeres to dephosphorylate REC8, making it resistant to Separase
cleavage (Ishiguro et al., 2010; Katis et al., 2010). REC8 will be then cleaved by the Separase
at the onset of anaphase Il, to liberate the sister chromatids. In absence of this SGO activity,

RESULTATS 105



Article3 -Figure 4 : Male meiosis in wild type

Chromosome spreads stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) at (A)
Diakinesis; (B) Metaphase I; (C) Early Anaphase |; (D) Late Anaphase I; (E, F)
Telophase I; (G) Metaphase Il and (H) Telophase Il. Scale bar=5 um



centromeric sister chromatid cohesion is prematurely released at anaphase |, and sister
chromatids fail to segregate properly at meiosis Il (Kitajima et al., 2004).

Shugoshin is thus a key component of the conserved pathway that protects sister cohesion
during anaphase I. Depending on the model species considered, there is one (S. cerevisiae, D.
melanogaster) or two SGO paralogs (S. pombe; vertebrates, plants) in the genome (Kitajima
et al., 2004). In addition to their function in protecting meiotic cohesion and to protect
centromeric cohesion during mitotic prophase in vertebrates, SGO representatives have
been shown to be involved in correct kinetochore orientation at mitosis and meiosis
(Gutiérrez-Caballero et al., 2012). Consequently, mouse sgol mutants are non-viable (Lee et
al., 2008) and also S. cerevisiae sgo1 and S. pombe sgo2 have somatic defects (Kitajima et al.,
2004).

Here we characterize the two Arabidopsis thaliana Shugoshins and showed that they are
both required for full protection of centromeric cohesion at meiosis. Further, we describe a
novel protein, Patronus (for protector in Latin) which is essential for the protection of
centromeric sister chromatid cohesion at meiotic interkinesis.

RESULTS

Patronus encodes a protein of unknown function with D- and DEN- boxes

As a part of an expression profiling screen, 138 genes were selected as candidates for having
a meiotic function because of their co-regulation with known meiotic genes (d’Erfurth et al.,
2008). Among them, three were identified as being essential for normal meiosis: PS1
(PARALLE SPINDLES) (d’Erfurth et al.,, 2008), OSD1 (OMISSION OF SECOND DIVISION)
(d’Erfurth et al.,, 2009) and finally At3g14190. Due to its role at meiosis (see below) we
named this latter gene Patronus (PANS1). PANS1 gene contains 4 exons and encodes a
protein of 193 amino acids (Figure 1). The PANS1 transcript has been shown to be cell cycle
regulated and to peak at late M / early G1 phase of mitosis (Menges et al., 2003; Gauthier et
al., 2010). The Arabidopsis genome contains a PANS1 paralog that we named PANS2
(At5g12360). The PANS2 gene contains 4 exons and encodes a protein of 194 amino acids
(Figure 1). PANS1 and PANS2 share more than 42% protein identity. Similarity searches
identified PANS1/2 homologs in all Eudicots tested. Phylogeny analysis of the PANS1/2
homologs suggested a dynamic gain and loss of PANS gene copies in the evolution of
Eudicots (Figure S1). No sequence with overall similarity with PANS was detected outside of
dicots, and notably in monocots, the other large group of flowering plants. However, PANS
proteins do share limited similarity with RSS1 (RICE SALT SENSITIVE 1), a protein that
regulates cell cycle under stress condition in rice (Ogawa et al., 2011). The PANS/RSS1
sequence similarity is limited to the first third of the proteins, and it has been suggested that
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Article3 - Figure 5 : Male meiosis in pans1-1

(A) Diakinesis; (B) Metaphase I; (C) Early Anaphase |; (D) Late Anaphase |; (E, F)
Telophase I; (G) Metaphase Il and (H) Telophase Il. Scale bar=5 um



RSS1 has been specifically lost in Eudicots (Ogawa et al., 2011). No protein sharing similarity
to PANS has been found in eukaryotes other than land plants. Three domains appeared to be
well conserved in PANS1/2 homologues (Figure S1b). The first one is a DEN-box (DEN Aa 14-
16 in PANS1), and the second a D-Box (destruction box, RxxLxxxN, Aa 46-54). Both domains
are Anaphase Promoting Complex (APC/C) recognition domains that are often associated.
The third conserved domain (Aa 81 to 97, around FLHDH) appears to be specific to the PANS
proteins and is thus of unknown function. In addition, a subgroup of PANS homologs contain
an additional D-Box between the conserved DEN and KEN boxes. Finally a cluster of putative
CDK phosphorylation sites ([S/T-P-x[K/R]) is found close to the C-terminal end of the protein
(Figure 1).

Patronus is required for centromeric cohesion protection at meiosis

In the reverse genetic screen based on expression profiling (d’Erfurth et al., 2008), two
mutant alleles of PANS1 were identified as they provoke reduced fertility when homozygous.
Both mutants, pans1-1 (Salk_070337) and pans1-2 (Salk_035661) (Figure 2), are issued from
the T-DNA insertion collection of the Salk institute (Alonso et al., 2003). Sequencing the T-
DNA border junctions indicated that pansi-1 and pansl-2 contained an insertion
accompanied by a small deletion in the first intron at genomic position ATG+113 to ATG+132
and ATG+122 to ATG+140, respectively. Homozygous pans1-1 and pans1-2 plants showed no
obvious growth or developmental defects in standard growing conditions, but showed
reduced fertility. No defects were observed in the heterozygotes. Examination of pollen
viability by Alexander staining (Alexander, 1969) revealed a large proportion of non-viable
pollen grains in both pans1 mutants (Figure 3). We then investigated chromosome behavior
during male meiosis in pans1 mutants. The Arabidopsis wild type meiotic stages are shown
in Figure 4. During meiotic prophase, chromosomes synapsed and recombined leading to the
formation of 5 bivalents each one composed of two homologous chromosomes connected
by chiasmata (Figure 4A and 4B). Cohesion release along chromosomes arms allows the
balanced segregation of homologous chromosomes at anaphase | (Figure 4C and 4D). At
telophase I, chromosomes decondense and show a typical X-shape reflecting the residual
cohesion at centromeric regions (Figure 4 E and 4F). During metaphase Il, the two groups of
five condensed chromosomes (pairs of chromatids) align on two metaphase |l plates (Figure
4G). Centromeric cohesion release at anaphase |l allows balanced segregation of sister
chromatids leading to the formation of four groups of 5 chromatids (Figure 4H). Meiotic
chromosomes in pans1-1 and pans1-2 mutants behaved similarly to the wild type until the
end of telophase I. Synapsis, chiasmata formation (Figure 5A), bivalent alignment at
metaphase | (Figure 5B) and segregation of homologous chromosome at anaphase | (Figure
5C and 5D) were indistinguishable from wild type. Consequently, five decondensed
chromosomes were observed at each pole of meiocytes at telophase |, which were, like in
wild type, composed of two chromatids linked at their centromeres (Figure 5E and 5F).
However meiosis Il differed markedly from wild type in both pans1 mutants. At metaphase
I, rather than two groups of five chromosomes (pairs of chromatids) aligned on the two
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Article3 - Figure 6 : Male meiosis in Atsgo1-2 Atsgo2-1

(A) Diakinesis; (B) Metaphase I; (C) Early Anaphase |; (D) Late Anaphase I; (E, F)
Telophase I; (G) Metaphase Il and (H) Telophase Il. Scale bar=5 pm



metaphase plates, we observed almost systematically two groups of ten single chromatids
that did not align properly (Figure 5G and Table 1). Then at anaphase Il, the single
chromatids segregated erratically leading to the production of unbalanced tetrads (Figure
5H). Complementation tests with pansl-1 and pansl-2 mutants showed that these
mutations were allelic. Transformation of pans1-1 with a genomic fragment containing the
PANS1 gene restored normal meiosis, confirming that the observed meiotic defect is due to
the mutations in the PANS1 gene. Thus PANS1 is required for the maintenance of
centromeric sister chromatid cohesion during meiotic interkinesis.

Identification of shugoshin mutants in Arabidopsis thaliana

The premature loss of sister chromatid cohesion in a pansl mutant is reminiscent of the
phenotype of shugoshin mutants described in several eukaryotes. However the Shugoshin
genes were not characterized in Arabidopsis. Sequence similarity searches (Kitajima et al.,
2004) detected two putative Shugoshin genes in the Arabidopsis genome, At3g10440
(AtSGO1) and At5g04320 (AtSGO2) (Figure 1). AtSGO1 and AtSGO2 encode proteins of 573
and 471 Aa, respectively, which share 30% identity. In eukaryotes which contain two SGO
genes, only one is involved in protection of centromeric cohesion during meiosis (Gutiérrez-
Caballero et al., 2012). To investigate which AtSGO gene(s) is involved in meiotic centromeric
cohesion, we analyzed insertion mutants of both AtSGO1 and AtSGO2 genes. Two mutants in
AtSGO1 were available in the T-DNA SK collection (Robinson et al.,, 2009), Atsgol-1
(SK35523) and Atsgol-2 (SK2556). Sequencing T-DNA border junctions showed that the
Atsgol-1 insertion is accompanied by a small deletion in the first intron at genomic position
ATG+226 to ATG+236, while the Atsgol-2 insertion is in the 15" exon among 18 and also
accompanied by a small deletion at genomic position ATG+2781 to ATG+2785 (Figure 2). As
no Atsgo2 mutant was available from public collections, we performed a screen of the Koncz
collection (Rios et al., 2002) and identified one insertion (Line 34303, Atsgo2-1) in the gth
exon among 15 at genomic position ATG+1318 (Figure2).

AtSGO1 and AtSGO2 are both required for full protection of centromeric cohesion
protection at meiosis

Plants homozygous for Atsgol-1 or Atsgol-2 mutations did not show any growth or
developmental defects in standard growing conditions, but had reduced fertility. In both
mutants a large proportion of pollen grains and female gametophytes were unviable (Figure
3). In contrast with Atsgol mutants, Atsgo2-1 mutants did not show any defect in fertility
and was neither affected in growth nor development (Figure 3). However, the double
homozygous mutant Atsgol-2 Atsgo2-1 was less fertile (shorter fruit) and showed a higher
male (pollen grain) and female gametophyte lethality than Atsgol single mutants (Figure 3),
suggesting that AtSGO1 and AtSGO2 have partially redundant function in gametogenesis.
Remarkably, the Atsgol1-2 Atsgo2-1 double mutant did not show growth or development
defect, suggesting that AtSGO1 and AtSGO2 have no critical role at mitosis. We thus
investigated chromosome behavior during male meiosis in Atsgo single and double mutants.
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Article3 - Figure 7 :
Immunolocalisation of
HTR12 and AtRECS8 in
wild-type

DNA is stained by DAPI
(grey). Localization of
AtRECS8 (green) and
HTR12 (red). (A)
Pachytene; (B) Diakinesis;
(C) Metaphase I; (D)
Anaphase I; (E) Telophase
I; (F) Metaphase Il; (G)
Anaphase Il; (H)
Telophase Il. Scale bar =
S5um




Consistent with its complete fertility, the Atsgo2-1 mutant did not show any meiotic defects.
In contrast, both Atsgol mutant alleles exhibited a meiotic defect (Table 1), which was
amplified in the Atsgol-2 Atsgo2-1 double mutant (Figure 6 and Table 1). Meiotic
chromosome behavior in these mutants was indistinguishable from wild-type during
prophase and metaphase | (Figure 6A and 6B). In contrast in Atsgol-1 and Atsgol-2, a
mixture of pairs of chromatids and single chromatids were observed at metaphase Il. The
defect had a variable intensity, ranging from 5 pairs of chromatids normally aligned to 10
single chromatids erratically distributed (Table 1). In the Atsgo1-2 Atsgo2-1 double mutant,
cohesion was almost completely lost, almost all metaphase Il exhibiting 10 single chromatids
(Figure 6G and Table 1). Therefore two batches of ten free chromatids segregated randomly
in anaphase Il producing aberrant spores (Figure 6H). Thus AtSGO1 and AtSGO2 are both
required for full protection of centromeric cohesion protection at meiosis, without any
obvious function at mitosis. Plants lacking PANSI or AtSGOs exhibited similar defects at
metaphase Il. However, while no defect was detected in meiosis | in pans1, precocious split
of chromatids where detected in Atsgol1-2 Atsgo2-1 as early as anaphase | (compare Figure
5D & 6D). Accordingly, ten decondensed chromosomes were observed at telophase | at each
pole of the cell in Atsgo1-2 Atsgo2-1 but not in pans1 in which chromosome have the typical
X shape reflecting sister chromatid cohesion around centromere (compare Figure 5E and 5F
to 6E and 6F). Thus like in other organisms, SGOs in Arabidopsis appear to protect
centromeric cohesion during anaphase I. The difference of centromeric cohesion loss timing
between pansl-1 and Atsgol-2 Atsgo2-1 strongly suggests that AtSGOs and PANS1 protect
centromeric cohesion at distinct stages of meiosis, anaphase | and interkinesis respectively.

AtREC8 behavior in pans1 and sgo1/sgo2 mutants

We then immuno-localized the meiotic cohesin subunit AtRECS8, in combination with the
centromeric histone HTR12/CENH3 as a centromeric marker (Talbert et al., 2002). As
previously shown, in wild-type meiocytes, AtREC8 is present on chromosomes during
prophase | (Figure 7A and 7B) (Cai et al., 2003; Chelysheva et al., 2005). Notably, a strong
signal was detected at diakinesis all along the chromosomes (Figure 7B). At metaphase |,
REC8 was detected on the entire bivalent with the exception of core centromeric region
where HTR12 and RECS8 signal do not overlapped (Figure 7C). During anaphase |, REC8 signal
drastically decreased likely reflecting the cohesins release from chromosomes arms.
Accordingly, the REC8 signal was restrained to a region adjacent to the HTR12 localization,
presumably corresponding to the peri-centromeric heterochromatin (Figure 7D). At
telophase |, the REC8 signal was also present (Figure 7E). At metaphase Il, a REC8 signal was
detected between the two HTR12 signals oriented to opposite poles (Figure 7F). When sister
chromatids segregated in anaphase Il, no REC8 signal was detected on separated chromatids
(Figure 7G). At the end of meiosis, REC8 seems to be reloaded on chromosomes (Figure 7H).
We observed that REC8 and HTR12 signals in the single pansi-1 mutant and the Atsgol-2
Atsgo2-1 double mutants were the same as in wild type at prophase and metaphase | (Figure
8A, 8B, 9A and 9B). However, at metaphase Il no signal was detected on the single
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Article3 - Figure 8 : Immunolocalisation of HTR12 and AtREC8 in pansi1-1

DNA is stained by DAPI (grey). Localization of AtREC8 (green) and HTR12 (red). (A) Diakinesis;

(B) Metanhase I. (C) one plate of Metanhase Il with ten single chromatids. Scale bar = 5um

Article3 - Figure 9 : Immunolocalisation of HTR12 and AtRECS8 in Atsgo1-2 Atsgo2-1

DNA is stained by DAPI (grey). Localization of AtREC8 (green) and HTR12 (red) at (A)
Diakinesis; (B) Metaphase | and (C)Metaphase Il with two sets of ten single chromatids.



chromatids (Figure 8C and 9C), showing that both SGOs and PANS1 are required to prevent
precocious release of peri-centromeric cohesins.

PANS1 and PANS2 are synthetically essential for gametophyte development

To investigate the function of PANS2, we analyzed a T-DNA insertion pans2-1 (Sail_305_G04)
(Figure 2) (Sessions et al., 2002). Sequencing the insertion junctions showed that the T-DNA
is in the third intron and is accompanied by a small deletion (ATG +1103 to ATG+1135 on the
genomic sequence). Plants homozygous for the pans2-1 mutation did not show any growth
or developmental defects in standard growing conditions. Further, unlike pansl mutants,
pans2-1 presented no meiotic defects (not shown). With the intention of producing a double
mutant, crosses between homozygous pansi-1 and pans2-1 plants were performed and the
F2 progeny was genotyped. However, neither double homozygous pansi-1-/- pans2-1 -/-
plants (0/412, versus 26 expected) nor pansi-1 -/- pans2-1 +/- (0/412, versus 52 expected)
were recovered. Very few pans1-1 +/- pans2-1 -/- were obtained (2/412 versus 52 expected).
Similarly using the pans1-2 allele and pans2-1, no double homozygote plants or homozygote
for one mutation and heterozygote for the other one were obtained (0/47 versus 3 and 12
expected). These results strongly suggest deep transmission defects of gametes harboring
the two mutations. To verify this transmission defects, we performed reciprocal crosses
between pans1-1 +/- pans2-1 +/- plants and wild-type plants. When wild-type pollen was
used to fertilize pans1-1+/- pans2-1+/- ovaries, only one double heterozygote was recovered
(1/94, 23 expected). Similarly, when pans1-1+/- pans2-1+/- pollen was used to fertilize wild-
type ovaries, only one double heterozygote plant out of 94 progeny was recovered (23
expected). This confirmed a strong defect in the simultaneous transmission of both pansi-1
and pans2-1 alleles through the male and the female gametes, showing that almost all of
double mutant gametophytes are defective. Consistently, 27% of the pans1-1+/- pans2-1+/-
female gametophyte had development defects (n=67). However, no defect was detected in
pollen grains (male gametophytes) development. Altogether, these results suggest that
PANS1 and PANS2 have a redundant essential role at mitosis.

Somatic role of Patronus under stress conditions

Although pansl single mutants showed no obvious growth or developmental defects in
standard growing conditions, they showed growth defects when accidentally grown under
sub-optimal conditions, prompting us to investigate somatic phenotype of pans mutants
under stress conditions. Seeds were sown on Arabidopsis medium supplemented with
80mM NaCl. Consistent with their normal growth in standard greenhouse condition, all the
mutants grew normally on control medium. But on medium supplemented with 80mM NaCl,
pansl-1 and pansi-2 mutants exhibited substantial reduction of primary root growth
compared to wild-type (Figure 10). In contrast the pans2-1 mutant was not affected by NaCl.
To investigated why pansi-1 roots were shorter on NaCl medium, pansi1-1 root tip has been
counterstained with propidium iodide to label the cell walls. Plants homozygous for pans1-1
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Article3 - Figure 10 : Roots growth under stress conditions

Root growth in the pansi-1 mutants. (A) At 10 days after sowing (das) on NaCl medium, root
growth is strongly reduced in pansi-1 seedlings. (B) Root length measures at 6 das and 10 das on
NaCl medium. (C) Longitudinal view of the root meristem in wild-type and (D) pans1-1 seedlings
grown on NaCl medium. Root cell walls were stained with propidium iodide. Scale bar =20um.




mutation appeared morphologically normal but exhibited some cell-pattern defects in root,
indicative of aberrant cell divisions (Figure 10).

Patronus interacts with APC/C core components

Looking for PANS1 interactors, tandem affinity purification (TAP) experiments were
performed on cell culture using PANS1 as baits (Van Leene et al., 2007). Several APC/C
subunits were co-purified with PANS1 and identified by mass spectrometry: HOBBIT
(AtCDC27b), AtAPC6, AtAPC7 and AtAPC8. This showed that PANS1 interacts with the APC/C
but, as TAP purifies protein complexes as a whole, these results do not permit determination
of which APC/C subunit PANS1 directly interacts with. Therefore, to study the interaction of
PANS1 with the different APC/C subunits in more detail, we used yeast two-hybrid (Y2H)
interaction matrix, testing all possible interactions with 18 different APC/C subunits (Heyman
et al 2011). Only the test with the APC/C component HOBBIT (AtCDC27b) turned to be
positive (Figure 11). We further tested in Y2H the interaction of PANS1 or PANS2 with
HOBBIT (AtCDC27b), AtAPC6 and AtAPC7. Again, only the PANS1-HOBBIT interaction test
was positive. Thus PANS1 interacts directly with the APC/C through the HOBBIT subunit
(Figure 11).

PANS1 mutated for its destruction domains interacts with CDC27b and is lethal in vivo

PANS1 possess two putative APC/C targeting signals, a Destruction BOX and a DEN-box. For
both the D-box and DEN-box, essential amino acid residues were substituted (RxxL -> LxxV
and DEN-> AAA). Mutating both domains did not affect the Y2H PANS1 — HOBBIT interaction
(Figure 11). To investigate whether these domains are needed for PANS1 function in vivo, we
created version of the genomic PANS1 gene with one or both mutations (PANS1AD,
PANS1ADEN and PANS1ADADEN) and tested their capacity to complement the pansi-1
mutant phenotype. The wild type genomic and PANS1ADEN clones were able to restore the
pollen viability and normal meiosis of the pansi-1 mutant (number of independent
transformants n=11 and n=8 respectively), showing that the DEN box is not essential for the
PANS1 meiotic function. When PANS1AD was expressed either in wild type or pansl-1
mutant, a dominant defect in growth and fertility was observed (n= 10 and 2) (to be
continued). While numerous transformed plants were obtained for each of the three other
constructions at each transformation experiment, no plant were obtained when
PANS1ADADEN was used (four transformation experiments). This strongly suggests that the
ADADEN version of the PANS1 protein is lethal.
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Article3 - Figure 11: PANS1 interacts with HOBBITS through its D-Box

(A) OD plot of Y2H interaction via mating using testing PANS1 against various APC/C
subunits (ref). Only the interaction with HOBBIT scored positive. (B) PANS1 interacts
with HOBBIT in Y2H. PANS1 with mutation of its DEN-Box and D-Box still interacts with
HOBBIT.




DISCUSSION

At meiosis centromeric cohesion must be protected through meiosis I, until anaphase
onset of the second division, to ensure balance segregation of sister chromatids. Here we
show in Arabidopsis that sister chromatid cohesion is in fact protected twice at meiosis,
during anaphase | by two Shugoshin proteins and during interkinesis by Patronus, an APC/C
putative regulator.

We functionally characterized the two SGO paralogues in A. thaliana. The mutation of SGO1
led to a partial loss of centromeric cohesion during meiosis I, leading to a mixture of single
and cohesive chromatids at metaphase Il. In contrast, SGO2 single mutation appeared to
have no effect on meiosis. Further, a Atsgol Atsgo2 double mutant showed an almost
complete loss of sister chromatid cohesion during anaphase |, resulting in single chromatids
at meiosis |l that segregated erratically at anaphase Il. At meiosis | bivalents aligned
normally, and the homologous chromosomes segregated evenly showing that the two
AtSGO genes are not required for sister chromatid cohesion establishment or monopolar
kinetochore orientation. In wild type, the REC8 cohesin is detectable on bivalent at
metaphase |, and with a lower intensity on sister chromatid pairs at metaphase Il. In the
Atsgol Atsgo2 double mutant, the REC8 signal is indistinguishable from wild type at
metaphase |, but is no longer detectable on the single chromatids at metaphase Il
Altogether, this shows that the two Arabidopsis SGO paralogs act redundantly to protect
REC8 at centromeres during meiosis |. Thus the Arabidopsis SGO genes appear to ensure the
conserved role of REC8 protection during anaphase |, the only difference with other
organisms tested so far being that both genes are involved in this function. The two
Arabidopsis SGO genes appear to be issued from a recent duplication that is shared only with
brassicae, which may explain their functional redundancy. Interestingly neither single nor
Atsgol Atsgo2 double mutants have detectable growth or development defect suggesting
that, in contrast to the situation in mammals and yeasts, none of the Shugoshins have role at
mitosis in Arabidopsis. Concerning plants, only one of the two SGO genes has been
characterized in rice and maize (Hamant et al., 2005; Wang et al., 2011). In both species, this
gene is involved only in meiosis ensuring the canonical role of centromeric cohesion
protection. It would be interesting to analyze the function of the other paralogs to test the
putative meiotic function of the second gene and if the absence of requirement of SGOs at
mitosis is shared in the plant clade.

Further, using a genetic screen, we identified a novel actor of meiotic cohesion
protection, and named it Patronus (PANS1) for protector in Latin language. In pans1 mutant,
meiosis | occurred normally with bivalent alignment and regular homologous chromosome
segregation. In contrast, single chromatids were observed at metaphase Il, leading to
random segregation. The REC8 cohesin was normally present on metaphase | bivalents but
was not detected on single chromatids at metaphase Il. This defect is reminiscent of the
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Article3 - Figure S1:

(A) Unrooted phylogenic tree of the dicots PANS protein family inferred from a T-cofee multiple aligment using neighbor
joining algorithm. PANS1 homologs can be distinguished from PANS2 homologues only in species closely related to
Arabidopsis (belonging to the Brassicale order), suggesting that these two genes are issued from a relatively recent
duplication. PANS representatives cluster in two groups. Some species have a representative in both groups, while some
have a representative only in group Il. Brassicale have two representatives in group | (PAN1 and PANS2) but none in group
1. This suggests recurrent dynamic losses and gains of PANS genes in the evolution of dicots. (B) A T-Cofee multiple
alignment of a representative subset of dicots PANS family members. Amino acids identical in at least 50% of the proteins
are shaded with a color code. Three domains are well conserved. The first one is a DEN-box (DEN Aa 14-16 in PANS1), and
the second a D-Box (destruction box, RxxLxxxN, Aa 46-54). The third conserved domain (Aa 81 to 97, around FLHDH)
appears to be specific to PANS protein. Members of the group Il of PANS homologous contain an additional D-Box between
the conserved DEN and KEN boxes. Finally a cluster of putative CDK dependent phosphorylation sites ([S/T-P-x[K/R]) is
found close to the C-terminal end of the proteins. All available homologs are included for the selected range of species,
with the species of origin being indicated by a three letter code preceding each protein identifier. Sequences were retrieved
from Phytosome v6.0 and Plazza 2.5. Analyses were performed using the MPI toolkit and formatted with Bioedit.



Atsgol Atsgo2 defect and shows that PANS1 is required for sister chromatid cohesion
protection at meiosis. However, the pansl defect differs from the AtsgolAtsgo2 defect.
Indeed, even if the defect is similar in both mutants at metaphase Il, the single chromatids
are visible as soon as late anaphase |/telophase | in Atsgol Atsgo2, while sister chromatids
are still attached by their centromere at telophase I/interkinesis in pans1. This shows that,
while AtSGOs protect sister chromatid cohesion during anaphase |, PANS1 protects
centromeric cohesion during interkinesis. Such a function of centromeric cohesion
protection during meiotic interkinesis has not been described so far.

Beyond the crucial role of PANS1 at meiosis, the PANS family protein appears to have an
important somatic function. Indeed, pans1 mutant exhibited growth defect under stress
conditions. Further PANS1 and its paralog PANS2 are synthetically lethal for gametophyte
development and transmission. This strongly suggests that these genes play a redundant
essential role at mitosis. At least one PANS homolog is present in all dicot species. However
phylogeny analysis strongly suggests that PANS1 and PANS2 separation of function appeared
in the Brassicale clade (Figure S1). In monocots, no clear homolog is found, but only a
protein family that shows limited similarity. One of two representative of this family in rice,
RSS1, has been shown to regulate somatic cell cycle under stress condition but do not
appear to have a meiotic function (Ogawa et al., 2011). We did not find PANS relatives
beyond the plant kingdom.

We further showed that PANS1 interacts with the APC/C through a direct interaction with
the AtCDC27b subunit. PANS1 possess two APC/C degradation motifs, which are not
required for its interaction with AtCDC27b. When trying to express a PANS1 protein mutated
for both degradation domains, no transformed plants could be obtained, strongly suggesting
that this expression is lethal. This advocates that PANS1 is targeted by the APC/C through its
DEN and D-box domains and that a non-degradable version perturbs mitosis. Altogether, this
suggests that PANS1 may be both a regulator and a target of the APC/C. PANS1 may
positively or negatively regulate the APC/C or conferring its target specificity. At least three
hypotheses can be advanced on how an APC/C regulator could be involved in cohesion
protection during meiotic interkinesis. First, the Separase that cleaves cohesins along
chromosomes may be prevented by PANS1 from cleaving centromeric cohesion at
interkinesis. One possibility would be that PANS1 protects SGO from APC/C destruction, as
SGO proteins have predicted APC/C degradation motifs. Second, PANS may protect
centromeric cohesion from Separase independently of Shugoshin if this one does not protect
any longer centromeric cohesion during interkinesis. Shugoshin cytological dynamics has not
been established so far in Arabidopsis, but in S.pombe, rice and maize SGO is no longer
detectable after anaphase I. Under this second hypothesis, Patronus may prevent Separase
activity either by stimulating its targeting by APC/C or conversely by preventing the
destruction by APC/C of a Separase inhibitor (i.e the Securin which has not been identified
yet in plants). Third, PANS1 may inhibit the other known pathway of cohesin release that is
normally active at the end of mitosis (telophase/G1 of the next round of mitosis). This
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Article 3- Table 1 : Quantification of sister chromatid cohesion at metaphase Il.

Metaphase plates were sorted into three categories according to the number of single and pairs of

chromatids. The proportion of each category is shown for wild type and a serie of mutants. The
number of plates observed is indicated in brackets.




pathway allow dynamic renewal of cohesins at G1, through cohesin loading catalyzed by
SCC2/SCC4 and cohesin release by catalyzed by WAPL (Nasmyth, 2011). Such WAPL activity
must be prevented at meiotic intekinesis which somehow resembles mitotic telophase/G1.
This could be the function of PANS1 to inactivate WAPL activity via APC/C regulation.
Arabidopsis possess two WAPL homologs that have not been yet characterized. It would be
of particular interest to address the functional relationship of PANS1 with the WAPL genes
on one hand and with the Separase on the other hand, to understand the molecular bases of
this novel mechanism of cohesion protection ensured by PANS1.

MATERIEL & METHODS
Growth conditions and genotyping

Arabidopsis plants were cultivated in greenhouse as previously described (Vignard et al.,
2007). Arabidopsis root growth measurements was done on Arabidopsis medium (Estelle
and Somerville, 1987) or on Arabidopsis medium supplemented with 80mM NaCl at 21°C,
under a 16-h to 18-h photoperiod and 70% relative humidity.
The pans1-1 (Salk _070337), pansi-2 (Salk _035661), pans2-1 (Sail 305 GO04), sgol-1
(SK35523), sgol-2 (SK2556) and sgo2-1(Line 34303) were genotyped by PCR with two
primers. The first pair is specific to the wild-type allele and the second pair is specific to the
left border of the inserted sequence. pansi-1 and pansi-2: N570337U (5’
CCGTTAAACACTCTAAGCGC 3’) & N570337L (5 ATGCTTCTCCTTGATGCTGG 3’); N570337L &
LBSalk2. pans2-1: N814152 U (5 GAGGTAGAGCTCCTGGCAAC 3’) & N814152 L (5
ACCCCCTAGAAACAATGCTG 3’); N814152 L & Lb3Sail .sgol-1 : SK35523U (%
ATTCAAATTTCGATCCTGTTA 3’) & SK35523L (5 ACCGCCAAGATACGAGTGTT 3’); SK35523U &
pSKTaill. sgol-2: SK2556U(5'GAGGTCGGCAATAAGGTTAG 3’) & SK2556L (5
CCCGATAGACTGTTCACTTG  3’); SK2556U &  pSKTaill. sgo2-1: SGO2U (5
TAAGTTATTCCGTTGGCCTAC 3’) & SGO2L (5" GATTGCCTTCGTGTACATTGC 3’); SGO2U & GABI
(5" ATATTGACCATCATACTCATTGC3’)

Cytology

Chromosomes spreads were done as previously described (Azumi et al., 2002). Alexander
staining was performed according to (Alexander, 1969). Immunolocalization were
performed according to published methods (Chelysheva et al., 2010).
The anti-HTR12 antibody was described by (Talbert et al., 2002). It was used at a dilution of
1:400. The anti-REC8 antibody was raised against a partial recombinant protein of 174 Aa
and produced as described in (Vignard et al., 2007). It was used at a dilution of 1:250.
Propidium iodide roots staining were performed as described (Truernit et al., 2008).
Observations were made using a ZEISS AxioObserver microscope.
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Roots growth measure

Arabidopsis seeds were sterilized as previously described. Seven seeds were sown on square
petri dishes filled with Arabidopsis medium (with or without NaCl). Petri dishes were placed
vertically in a growth chamber and scanned at 6 and 10 days after sowing. Root length was
measured using ImageJ software.

TAP-TAG/Y2H

PAN1 and PAN2 cDNA was amplified by PCR using: (5 ATGGCGAACATGAACGCTCT 3’) & (5’
TCAGAAGAGGTCGTCAGAGTC 3’) and (5 ATGGCCAACACAATTCTTCG3) & (5
TCAAGTGGTGTCTTCATCCT 3’) respectively. PCR products were cloned by Gateway
(Invitrogen) into the pDONR221 vector (Invitrogen) to created pENTR-cPAN1 and pENTR-
cPAN2. LR reactions were done into the pDEST32 (bait) and pDEST22 (prey) vector
(Invitrogen). Others tandem affinity purification constructs were generated and purified as
previously described (ref). Y2H interaction matrix was performed as described in (Heyman et
al., 2011). Y2H interaction testing using PAN1 mutant allele as prey (pDEST22) with APC/C
subunits as bait (pDEST32) was performed by mating, as described previously (Heyman et al.,
2011) into the yeast strain AH109 and Y187 (Clontech).

Directed mutagenesis constructs, plant transformation and plasmid constructs

PAN1 genomic fragment was amplified by PCR using PAN1U (5 CACCATCAACTTCCGGTTGG
3’) and PANI1L (5 GCAGCAAGTTATGAAAAGGTGG 3’). The amplification covered 964
nucleotides before the ATG and 477 after the stop codon. The PCR product was cloned, by
Gateway (Invitrogen) into the pDONR207 (Invitrogen) to create pENTR-PAN1, on which
directed mutagenesis was performed using the Stratagene Quickchange Site-Directed
Mutageneis Kit. The primers used to create the PAN1ADEN and PAN1AD mutations were (5’
GATCTTCCCAGCCGCGGCCGCTCCAATTCATC 3) and (5’
CCTGGAGGAGCTCTTAAGGCTGTGAATGATATTAC 3’) respectively. For plant transformation,
LR reaction was performed with the binary vector pGWB1 (ref). The resulting binary vectors,
pPAN1, pPAN1ADEN, pPAN1AD and pPAN1 ADENAD were transformed using the
Agrobacterium-mediated floral dip method (Clough and Bent, 1998) on plant population
segregating for the panl-1 mutation. Transformed plants were selected on agar plates
containing 20mg/L hygromycin. For Y2H experiments with mutant alleles, same primers
were used and mutagenesis was performed on pENTR-PAN1 vector. Partial REC8 cDNA was
amplified by (5’ GCTGATGCCGAGAATATCA
CAC 3) and (5’ AGAACTGTCCTTTTCAAA
GAG 3’) and cloned into a pDES17 (Invitrogen) for bacterial protein production.
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3. Données supplémentaires

Les études menées chez S. pombe nous indiquent que SpSGO1 a un rdéle sur la mono-
orientation des kinétochores en méiose | chez un mutant achiasmatique (voir B.IV.2.2.1).
Nous nous sommes intéressés au role d’AtSGO et PANS1 dans I'orientation des kinétochores
en méiose. Ainsi jai introduit la mutation pansl dans un mutant achiasmatique.
L'observation d’étalement de chromosomes méiotiques males a permis de mettre en
évidence une séparation des chromatides sceurs en méiose | chez un double mutant
pans1/Atspoll. Cependant ce phénotype ne semble pas étre complétement pénétrant car
j'observe fréguemment des chromosomes qui ne semblent pas ségréger. Chez A. thaliana, le
double mutant Atspo11/Atrec8 réalise une division équationnelle en méiose | (Chelysheva et
al., 2005), produisant deux lots de 10 chromatides libres en fin de méiose | (noté 10:10).
Chez un triple mutant pansl/Atspoll/Atrec8, j'ai observé des ségrégations déséquilibrées
des chromatides sceurs en méiose | de type 12:8 ou 13:7 mais également des ségrégations
10:10. Ces résultats sont préliminaires et doivent étre confirmés. L’observation d’'un nombre
plus important de cellules devrait permettre de décrire plus précisément ces phénotypes.
Cependant ces résultats suggerent un role (direct ou indirect) de PANS1 en méiose | dans
I'orientation des kinétochores. L’analyse des multi-mutants Atsgo/Atrec8/Atspoll n’a pas
encore été réalisée.

4. Discussions et perspectives

Tout d’abord, certaines données restent a compléter afin de pouvoir soumettre I'article

Afin de caractériser finement la répartition des cohésines dans les différents mutants, il
parait nécessaire d’ajouter les stades anaphase | et télophase | aux figures 5 et 6. En effet, la
perte de cohésion centromérique apparait, au DAPI, en anaphase | tardive chez le double
mutant Atsgol1-2/Atsgo2-1 et en métaphase |l chez pansi-1. Il parait essentiel de montrer la
localisation de REC8 a ces stades chez ces deux mutants. Les premiéeres images montrent
que REC8 est absente en anaphase | tardive chez Atsgol-2/Atsgo2-1. Cependant ces
résultats doivent étre confirmés. De méme, on pourrait imaginer observer une différence,
peut-étre quantitative de la quantité de REC8 en interkinése chez pans1-1, qui pourrait nous
aider a comprendre la fonction de PANS1.

Nous avons pu mettre en évidence que PANS1 interagit avec CDC27b par une approche
double hybride. Les domaines D-box et DEN-box de PANS1 ne sont pas essentiels a cette
interaction. Il semblerait que l'interaction PANS1-CDC27b soit plus forte lorsque les
domaines de destruction de PANS1 sont supprimés. On peut ainsi imaginer que la protéine
PANS1ADADEN est plus stable que PANS1 dans la levure, suggérant que PANS1 peut étre
une cible de 'APC/C de S. cerevisiae. Ainsi la quantité de protéines présente dans les levures
pourrait étre quantifiée par Western blot. De plus, les interactions PANSAD-CDC27b et
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PANS1ADEN-CDC27b sont a reproduire car pour l'instant les résultats obtenus pour ces
interactions ne sont pas reproductibles.

Comme indiqué dans l'article, la construction PANS1AD a été introduite dans des plantes
sauvages. Cette construction induit un défaut somatique et un défaut de fertilité. Une
caractérisation plus précise de ce mutant est nécessaire. Il serait également intéressant de
reproduire ces constructions en remplacant le promoteur de PANSI par un promoteur
méiose-spécifique. Ceci nous permettrait d’étudier uniquement le défaut méiotique de
PANS1AD mais également celui de PANS1ADADEN qui ne peut étre observé pour l'instant car
cette construction semble Iétale pour la plante.

D’autre part pour comprendre la fonction de Patronus, nous sommes actuellement en
train de produire des multi-mutants entre pansl, Atsgol et Atsgo2 afin de déterminer s'il
existe des relations d’épistasie entre ces différents genes. Il parait également intéressant de
déterminer si un mutant de I’APC/C peut supprimer (au moins partiellement) le défaut
méiotique de pansl. De telles expériences pourraient nous permettre de déterminer si
PANS1 est un inhibiteur de 'APC/C (comme OSD1) nécessaire a la protection de la cohésion
centromérique en méiose.

L’étude de la localisation de PANS1 et d’AtSGO1 et/ou AtSGO2 est également une
perspective importante. Nous avons produit des anticorps polyclonaux dirigés contre
chacune de ces trois protéines. Malheureusement ces derniers ne semblent pas fonctionner
en immunolocalisation. SGO a été localisée chez la plupart des organismes dont le riz et le
mais ou le signal SGO est présent aux centromeéres des chromosomes de la prophase | a la
métaphase | (Hamant et al., 2005; Wang et al., 2011). Localiser AtSGO1 et/ou AtSGO2 nous
permettrait de déterminer si PANS1 est impliquée dans la localisation ou le maintien de SGO
au cours de la méiose.

Afin de vérifier les hypotheses proposées dans la discussion de I'article 3, nous allons
tester plusieurs combinaisons de mutants. A. thaliana possede deux génes codant des
protéines homologues a WAPL mais qui n’ont pas été caractérisés jusqu’a maintenant. La
combinaison de pansl avec ces mutants pourrait nous renseigner sur un role éventuel de
PANS1 sur les événements de chargement/déchargement des cohésines. De la méme
maniére, on pourrait imaginer que la combinaison de pansl avec un mutant faible de
séparase (Yang et al., 2011) pourrait entrainer une diminution partielle du défaut de perte
de cohésion centromérique en méiose. On pourrait également imaginer localiser la séparase
dans des méiocytes afin de déterminer s’il existe des différences entre un sauvage et un
mutant pans1.

Au sein de I'équipe, un crible suppresseur basé sur le défaut de fertilité de pans1 avait
été entrepris il y a quelques années. Malheureusement, la fertilité de pansl est variable et
cette variabilité semble étre dépendante de parametres que nous ne maitrisons pas. Ceci
rend, un tel crible, impossible a I’heure actuelle. Nous envisageons désormais de réaliser un
autre crible suppresseur basé sur le défaut de croissance racinaire de pansl en conditions de
stress.
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Ces résultats ont permis de mettre en évidence un nouveau niveau de régulation de la
protection de la cohésion centromérique en méiose. Ainsi chez A. thaliana, la cohésion
centromérique est protégée par Shugoshin en méiose | et par Patronus en interkinese. A ma
connaissance, a part la protéine ScSPO13 dont la fonction précise n’a pas été déterminée,
aucune autre voie, que celle de Shugoshin, n’a été mise en évidence dans la protection de la
cohésion centromérique. Nous n’avons pas pu mettre en évidence de protéines homologues
a Patronus en dehors du regne végétal. Ceci suggere que ce mécanisme est peut étre
légérement différent ou que des protéines non conservées et non identifiées sont requises
chez les autres organismes, comme cela est le cas pour OSD1 et les protéines nécessaires a
I’activité CYC/CDK résiduelle lors de la transition méiose I-méiose Il.
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E. DISCUSSION GENERALE

Au cours de ce travail de these, j'ai pu mettre en évidence I'importance de la régulation
de I’APC/C au cours de la méiose. J’ai pu montrer que dans au moins deux processus clés de
la méiose (la régulation du cycle et la protection de la cohésion centromérique), un contréle
de I'APC/C est nécessaire pour permettre la formation de spores équilibrés et haploides.
Cette étude a permis d’identifier un réseau fonctionnel de protéines impliquées dans la
progression méiotique ou la régulation de I’APC/C joue un role essentiel. Ce travail a
également permis de mettre en évidence pour la premiére fois, la nécessité de protéger la
cohésion centromérique lors de l'interkinése de méiose et cela via I'analyse d’une protéine
dont une des fonctions pourrait étre de réguler ’APC/C. De plus, des études réalisées chez
les plantes nous indiquent qu’un lien existe entre des protéines du “cycle cellulaire” et les
évenements de recombinaison. SDS est une cycline spécifique de la méiose chez A. thaliana
(Azumi et al., 2002). L’analyse du mutant sds nous montre que SDS est nécessaire a la
réparation des cassures double brin sur le chromosome homologue au cours de la
recombinaison (De Muyt et al., 2009). Chez le blé, le locus Ph1 a été mis en évidence comme
impliqué dans l'appariement des chromosomes homologues chez les polyploides. La
localisation de ce locus a montré que Ph1 correspondait a un groupe de 7 genes apparentés
a des CDK (Griffiths et al., 2006). Toutes ces données nous montrent I'importance des
mécanismes de “cycle cellulaire” au cours de la méiose et I'intérét de les étudier.

Dans les années a venir, l'identification de nouvelles protéines ainsi que leur
caractérisation chez les différentes espéces modeles devraient nous permettre une
meilleure compréhension des mécanismes méiotiques. Il serait également intéressant
d’étudier les connexions entre la régulation du cycle, la protection de la cohésion et
I'orientation des kinétochores. Comme on peut le voir par exemple, chez S. cerevisiae, ou
I’expression en méiose | d’une cycline spécifique de méiose Il entraine la bi-orientation des
kinétochores soceurs en premiere division, suggérant fortement que ces différents
mécanismes sont coordonnés les uns avec les autres (Carlile and Amon, 2008).

Les résultats présentés ici ainsi que d’autres suggerent que ces mécanismes, de cycle, de
cohésion et d’orientation des kinétochores different entre les organismes plus que les
mécanismes liés a la recombinaison. C'est, par exemple, le cas des protéines impliquées
dans la mono-orientation des kinétochores qui ne sont pas conservées entre les especes et
qui pour l'instant ont été identifiées uniqguement chez les levures. Chaque organisme montre
des particularités au cours de son programme méiotique mais tous ont le méme but. Ainsi il
semblerait que pour chaque espéce, les mécanismes méiotiques aient évolué différemment
pour former des gametes haploides équilibrés et cela en fonction de divers facteurs, tels que
la structure des chromosomes, les conditions de vie ou encore le dimorphisme sexuel.
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F. MATERIELS & METHODES

La plupart des protocoles sont décrits dans les parties “ MATERIALS AND METHODS” des
articles 1, 2 et 3. Ici sont regroupés les protocoles des expériences présentées dans les
données supplémentaires.

- Amorces utilisées pour génotypage des mutants T-DNA

Pour chague mutant T-DNA, la mutation est génotypée avec deux paires d’amorces. La
premiere amplifie spécifiguement I'alléle sauvage et la seconde est spécifique de l'insertion
du T-DNA.
ccs52a1 (SALK_083656) : N663146U (5" CGTGGACTGTAGGATTCTTGC 3’) et N663146L (5
CGGTCACACATACCGAGTCTT 3’) ; N663146 L et LbSalk2
ccs52a2 (SALK_001978) : N501978U (5 GACTTCTTGCTTCTGGTGGTG 3’) et N501978L (5’
CCTTTTCACTCTGGGTCAAGG 3’) ; N501978L et LbBalk2
ccs52-b (SALK_098269) : N598269U (5 TGTTTCAATCTCCGACCAAAC 3’) et N598269L (5°
CTCCCTGATGATAAGATCC 3’) ; N598269L et LbSalk2
spol1-2 (GABI_749C12): 749C12U (5 GAGCGAGAATTTTTGGTTGG 3’) et 749C12L (5
CCACAAGGTCAATTCTTCAAC 3’) ; 749C12L et LbGABI

- Construction de RNAi CDC20

Un fragment d’ADN de 279pb commun aux genes AtCDC20-1 et AtCDC20-2 a été amplifié
avec les amorces suivantes contenant les sites de recombinaison Gateway (Invitrogen):
HpCDC20UGTW (5’ CTGGACAGGTTCATACCGA 3’) et HpCDC20LGTW (5’
CTGAGGAATGTATCGACGAG 3’). Le fragment de PCR a été cloné dans le vecteur pDONOR207
(Invitrogen) par une réaction BP (Invitrogen) puis séquencé. La construction pENTRHpCDC20
a été utilisée dans la réaction LR avec le vecteur de destination pFGC5941/pFRB18
(Rosnoblet et al., 2007). Ce plasmide binaire contient un promoteur 35S et deux casettes
Gateway, une sens et une antisens séparées par l'intron de la chalcone synthase A (ChsA).
Apres séquencage, ce plasmide a été transformé dans une souche A. tumefaciens EHA105 et
introduit dans des Arabidopsis Col-0 par “floral dip” (Clough and Bent, 1998). Les plantes
transformées sont ensuite sélectionnées sur BASTA (5-10 mg/| phosphinothricin).

- Production de I'anticorps anti-TAM
Un fragment d’ADN de 330pb a été amplifié avec les amorces suivantes contenant les

sites de recombinaison Gateway (Invitrogen): TAMACGTWU (5" ATCGGCCAATCTAAGAAAGC
3’) et TAMACGTWL (5’ ATCCATCAAGTCACTATCAA 3’). Le fragment de PCR a été cloné dans le
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vecteur pDONOR207 (Invitrogen) par une réaction BP (Invitrogen) puis séquencé. Cette
construction a été utilisée dans la réaction LR avec le vecteur de destination pDEST17
(Invitrogen). Ensuite, I'anticorps anti-TAM a été produit contre une protéine recombinante
de 110 Aa selon la méthode décrite dans (Vignard et al, 2007).
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