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If science teaches us anything,
it teaches to accept our successes as well as our failures,
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Gene Wilder
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Chapitre 1

Contexte et objectifs des travaux de
thèse

1.1 Objectifs

L’apparition de la reproduction sexuée chez les eucaryotes est estimée à 1.5 milliard
d’années (Bernstein et al. 2012). Ce type de reproduction comporte des mécanismes
uniques pour assurer son bon déroulement. La méiose est la pierre angulaire de la repro-
duction sexuée, et assure le passage d’une phase diploïde à une phase haploïde. La méiose
produit les cellules spécialisées dans la reproduction, les spores, qui sont haploïdes : la
méiose comporte deux divisions successives sans réplication intermédiaire. La première di-
vision sépare les chromosomes homologues, tandis que la deuxième sépare les chromatides
sœurs. La diploïdie est restaurée lorsque deux gamètes, dérivés des spores, se rencontrent
pour former un nouvel individu.

Chez la très grande majorité des espèces, la bonne disjonction des chromosomes ho-
mologues en première division de méiose repose sur la formation des crossovers (CO), qui
sont des échanges réciproques de matériel génétique entre deux chromosomes homologues.
Les CO sont formés par un ensemble de mécanismes regroupés sous le nom de recombi-
naison homologue (homologous recombination, HR). Chez ces espèces, on observe qu’au
moins un crossover est formé pour chaque paire de chromosomes homologues, c’est ce que
l’on appelle le CO obligatoire. A l’inverse, en comparant les cartes génétiques disponibles
chez de nombreuses espèces couvrant les trois règnes eucaryotes, le nombre de CO semble
aussi contraint par une limite supérieure. Les mécanismes qui limitent la formation des
crossovers ne sont pas bien connus ni compris. Comprendre la recombinaison c’est com-
prendre comment sont redistribuées les cartes à chaque nouvelle partie de poker, et c’est
avec cette idée que je me suis intéressée à la méiose et à la recombinaison.

Au sein de l’équipe Méiose et Recombinaison de l’INRA de Versailles, des cribles
génétiques ont permis d’identifier des mutants du contrôle de la fréquence des crossovers
et j’ai pu entreprendre l’identification et la caractérisation des gènes impliqués. Le premier
projet a abouti à la découverte de l’hélicase FANCM comme un régulateur majeur de la
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2 Contexte et Objectifs

recombinaison méiotique (Crismani et al. 2012). Deux co-facteurs de FANCM ont ensuite
été impliqués dans la même voie, MHF1 et MHF2 (Girard et al. 2014, sous presse). Ces
cribles m’ont ensuite menée à étudier la protéine FIDGETIN-Like-1 (FIGL1) et son rôle
dans la formation des crossovers, ou plutôt dans la non-formation des crossovers.

Ce manuscrit retrace les grands fondamentaux sur ce que l’on connaît aujourd’hui de
la méiose et de la recombinaison, qui nous ont permis de mener nos projets et de formuler
nos hypothèses. Je m’attacherai donc d’abord à situer le contexte de nos recherches en
présentant des aspects historiques des découvertes sur la méiose et la recombinaison ainsi
que quelques hypothèses sur l’intérêt de faire du sexe et de la recombinaison à l’échelle
évolutive (page 5). Je traiterai ensuite des aspects cytologiques de la méiose, en m’ap-
puyant sur Arabidopsis thaliana, et en restant proches des observations, sans rentrer dans
les détails (page 9). Je présenterai les acteurs moléculaires de la recombinaison méio-
tique (page 24), pour m’intéresser ensuite à la régulation des événements de crossovers
(page 52), clé de voûte du thème qui nous préoccupe. J’introduirai ensuite des notions
qui seront importantes pour comprendre la portée de nos résultats. Je présenterai rapide-
ment la voie Fanconi Anemia dont FANCM est un des acteurs principaux (page 69) ainsi
que la famille des AAA-ATPases, dont FIGL1 fait partie (page 77). Mes résultats appa-
raissent sous forme d’articles : deux ont été publiés et un troisième est en cours d’écriture
(page 90). La discussion reprendra les grandes idées développées dans les deux premières
parties et s’attachera à discerner les grandes conclusions et les perspectives de mon travail
(page 199).

Par souci d’homogénéité et de cohérence avec la littérature, les abréviations seront
utilisées en langue anglaise avec leur définition en français (exemple : cassure double brin,
double strand break, DSB). Elles sont récapitulées à la page 12. De plus la nomenclature
d’appellation des gènes, protéines et mutants suivra celle d’Arabidopsis thaliana : GENES,
PROTEINES et mutants.



3 Contexte et Objectifs

1.2 Un peu d’histoire

C’est l’une des grandes ironies de l’histoire des sciences que les réponses aux problèmes
de l’hérédité aient déjà été trouvée en 1865 par Gregor Mendel, alors que les spéculations
les plus débridées ont été publiées entre 1870 et 1890 (pour revue, voir Mayr 1982).
Après la redécouverte des travaux de Mendel dans les années 1900, le développement de
la génétique fut presque explosif. Le concept qui révolutionna la génétique était que chaque
caractère se voyait représenté dans l’individu par deux, et seulement deux, facteurs ; l’un
provenant de la mère, l’autre du père. L’idée que les lois de Mendel étaient une conséquence
de l’organisation du matériel génétique sous forme de chromosome fut ensuite suggérée par
Montgomery, Correns, Sutton, Wilson et Boveri. Sutton et Boveri présentèrent en 1902
une argumentation détaillée de leurs conclusions, que l’on connaît aujourd’hui sous le nom
de "théorie chromosomique de l’hérédité". C’est Boveri qui établit que les chromosomes,
en grec "corps de couleur", suivent les mêmes règles que les caractères génétiques, c’est-
à-dire qu’ils ségrègent dans les cellules filles et qu’ils portent chacun une information
génétique di�érente. Sutton et Boveri postulèrent alors que les gènes, les "éléments" de
Mendel, étaient situés sur les chromosomes et que chaque chromosome possédait son
propre assortiment de gènes. Sturtevant fut le premier à parler d’allèle en 1913. Les
recherches de Morgan sur les "yeux blancs" de la drosophile établirent qu’un gène pouvait
muter pour donner un nouvel allèle, et que cet allèle pouvait se transmettre tel quel à la
descendance.

Le comportement des chromosomes lors de la formation des gamètes fut une source
d’étonnement pour de nombreux cytologistes. Il fut rapidement établi que les noyaux des
ovules et des spermatozoïdes étaient haploïdes, la question fut alors de savoir comment
se réalisait la division du stock chromosomique, et comment cela pouvait jouer un rôle
dans la transmission héréditaire. Les mécanismes de liaison génétique furent mis au jour
par de Vries en 1903. Il postula qu’il existait des échanges d’unités entre les chromo-
somes parentaux appariés en prophase, et que ces échanges étaient réciproques. En 1909,
Janseens émis l’hypothèse que lorsque les quatre chromatides sont enroulées les unes avec
les autres, l’une des quatre pouvait se briser en un point et pouvait se ressouder avec une
des chromatides du chromosome homologue, permettant ainsi le réarrangement des allèles
parentaux. Il parle alors d’entrecroisement des chromosomes, que l’on appelle aujourd’hui
crossover. Morgan et ses collaborateurs du "labo des mouches" exprimèrent les premiers
que la probabilité de ces entrecroisements était facteur de la distance physique entre deux
facteurs et construisirent l’unité de distance génétique, le centiMorgan. Sur la base de
ce raisonnement, Sturtevant, du haut de ses 19 ans, put calculer l’ordre et la position
successive des gènes, et établir ainsi la première carte génétique.
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Robin Holliday fut celui qui postula l’existence d’un intermédiaire de recombinaison
spécifique à la formation des crossovers : la jonction de Holliday. Quatre ans après la dé-
couverte que l’ADN pouvait e�ectivement être coupé et religué (Meselson 1964), Robin
Holliday propose qu’une structure à quatre branches expliquerait les résultats de ségréga-
tion génétique, et notamment les conversions géniques (Holliday R. dans Peacock et al.
1968). Ces hypothèses furent confirmées par des observations en microscopie électronique
en 1976 (Potter et al. 1976), et réa�rmées depuis par toutes les études de recombinaison
somatique et méiotique (Liberi et al. 2010).
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1.3 Pourquoi faire du sexe et de la recombinaison ?

La reproduction sexuée est très largement répandue chez les eucaryotes. Chez les mé-
tazoaires, les rares cas connus d’asexualité sont associés à des épisodes de reproduction
sexuée, et chez les plantes, si les cas d’asexualité sont assez répandus, moins de 1% des
Angiospermes seraient strictement asexuées (Whitton et al. 2008). Chez les champi-
gnons, les rares espèces dont le cycle sexuel n’a pas été observé (rassemblés sous le nom
de Deutéromycètes) possèdent tout de même des traces de reproduction sexuée dans leur
génome (Bourne et al. 2013 ; Pontercorvo et al. 1953). Et pourtant, faire de la re-
production sexuée a un coût important, parfois tellement élevé que certaines espèces ont
acquis des systèmes de restriction pour la limiter aux moments où cela leur est le moins
préjudiciable, comme c’est le cas chez les levures qui ne font de la méiose qu’en cas de
pénurie de substrats alimentaires (Herskowitz 1988), alors que la croissance et la repro-
duction par mitose est compromise. Les biologistes de l’évolution parlent de paradoxe
du sexe.

1.3.1 Les coûts de la reproduction sexuée sont importants

Les coûts de la reproduction sexuée peuvent être de deux types : ceux qui proviennent
du fait d’avoir deux sexes distincts et de mélanger les chromosomes entre les individus
(brassage inter-chromosomique) et ceux qui proviennent de la recombinaison (brassage
intra-chromosomique). Le sexe et la recombinaison sont hautement liés : toutes les espèces
qui font de la reproduction sexuée font de la recombinaison, au moins dans un des deux
sexes (voir I.1.1.2), et à l’exception du rotifère bdélloïde pour qui l’absence de sexe et de
recombinaison a été génétiquement démontrée (Flot et al. 2013), aucune espèce n’a été
identifiée comme strictement incapable de faire de la recombinaison.

Le premier coût du sexe vient d’abord de l’anisogamie des gamètes des espèces sexuées :
les mâles n’investissent que très peu d’énergie dans la fabrication de leur gamète, qui
parasitent en quelque sorte les gamètes femelles, qui eux sont chargés en nutriments qui
vont permettre le développement d’un nouvel individu. En d’autres termes, les gamètes
mâles ne participent pas à l’expansion démographique, et seule la moitié des individus est
capable de porter la génération suivante. C’est ce qu’on appelle le coût du sexe double
(the two-fold cost of sex), aussi appelé coût de production des mâles (Lehtonen et al.
2012). Du point de vue du gène égoïste (Dawkins 2006), seule la moitié des gènes de
chaque individu est transmise à la génération suivante, alors que la reproduction asexuée
permet d’en transmettre l’intégralité (coût de dilution du génome). De nombreux
autres coûts peuvent encore s’ajouter à ceux là : choix du partenaire, temps que prend la
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méiose par rapport à la mitose, etc. (détaillé dans Lehtonen et al. 2012).
La recombinaison est aussi couteuse car elle casse les combinaisons d’allèles qui, chez

les espèces à reproduction asexuée, restent fixées. Si ces combinaisons sont bénéfiques pour
l’hôte, les descendants risquent d’avoir une moins bonne fitness que leur parents : on parle
de fardeau de la recombinaison (recombination load). La recombinaison aurait donc
tendance à casser les bonnes associations d’allèles, qui ne peuvent pas être transmises à
la descendance.

Toutes ces observations laissent penser que les coûts du sexe et de la recombinaison
prédominent sur leurs avantages, et qu’un gène induisant de la reproduction asexuée
donnerait un avantage à court terme important et se répandrait de fait rapidement dans
les populations. Dans ce cadre, comment expliquer la prévalence de la reproduction sexuée
dans l’arbre du vivant ?

1.3.2 Le sexe et la recombinaison procurent un avantage sélectif
dans un environnement changeant

Le sexe et la recombinaison ont des coûts à court terme très importants. Des pistes
peuvent tout de même être proposées pour expliquer la maintenance du sexe chez les
eucaryotes.

Un premier argument en faveur du sexe est que les croisements permettent d’associer
des allèles de fonds génétiques di�érents, alors que dans le cas de la reproduction asexuée,
l’interférence clonale fait que les mutations favorables apparaissant dans deux indivi-
dus di�érents seront toujours en compétition l’une avec l’autre. La reproduction sexuée
accélèrerait donc l’évolution des espèces (Maynard-Smith 1998).

Pour expliquer la prévalence de la recombinaison, on avance aussi souvent l’argument
qu’elle permet de créer de nouvelles combinaisons d’allèles sur lesquelles la sélection
peut jouer (Burt 2000). Cette a�rmation empirique a longtemps été mise à mal par les
modèles mathématiques en raison du coût élevé du fardeau de recombinaison, à cause
duquel les descendants issus de la reproduction sexuée n’ont pas toujours une meilleure
fitness que leurs parents (Otto et al. 2002). Mais ces modèles ont plusieurs failles. Tout
d’abord, les associations alléliques favorables à un temps t ne le sont pas forcément à un
temps t+1. C’est notamment l’hypothèse dite de la Reine Rouge, en référence au roman
de Lewis Carol, De l’autre côté du miroir, où Alice est contrainte de courir au côté de la
Reine Rouge afin de rester au même endroit (Van Valen 1973). Cette situation est com-
parable à une course à l’armement en co-évolution antagoniste, par exemple entre hôtes
et parasites, et se présente souvent dans des cas où les individus sont en situation de dé-
fense contre les parasites (Green et al. 2013) ou en réponse à des changements abiotiques
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imprévisibles, etc. Non seulement la sélection varie en fonction du temps, mais elle varie
aussi en fonction de l’espace, et des associations d’allèles favorables à un environnement
ne le seront plus forcément après migration (Rousselle et al. 2010).

Un argument de plus en faveur de la reproduction sexuée est que le fardeau de la
recombinaison n’est vraiment lourd que dans le cas de population infinie où la dérive
génétique ne s’applique pas (Otto et al. 2002). Dans des populations infinies, la sélection
arrive à fixer de bonnes combinaisons d’allèles, et dès que ces bonne combinaisons sont
fixés, le sexe perd tous ses avantages dans des environnements stables et homogènes.
Dans les cas, réels, de population finies, la dérive permet la fixation des allèles, qu’ils
soient positifs ou délétères. Les "bons" allèles se retrouvent vite génétiquement liés à
des allèles "délétères" (e�et de Hill-Robertson, Hill et al. 1968). Dans ces populations
finies, la sélection épuise vite les ressources de variations directement accessibles (i.e. sans
recombinaison). La recombinaison permet de réintroduire de la variation, de séparer le
destin d’un allèle de son fond génétique (ce qui est aussi bon du point de vue du gène
égoïste, qui peut s’échapper).

La recombinaison permet à de nouveaux génotypes d’émerger rapidement, pour être
compétitifs face à la sélection. Prenons l’exemple d’une partie de poker. Chaque joueur
dispose d’une série de cartes, et la combinaison de ces cartes peut lui procurer un avantage
pour gagner par rapport à ses adversaires. Si les règles ne changent pas, la meilleure
main reste la meilleure, et il n’y a aucune intérêt à redistribuer les cartes (il vaut mieux
faire de la reproduction asexuée). Au contraire, si les règles changent (si les pressions de
sélection changent), il vaut mieux remettre en jeu sa main dans l’espoir d’en tirer une
qui satisfera les nouvelles règles (il vaut mieux mélanger ses gènes pour s’adapter aux
nouvelles pressions de sélection). Dans un monde homogène et statique, où les pressions
de sélection ne varient pas, la reproduction sexuée n’aurait peut-être jamais apporté un
avantage vis à vis de la reproduction asexuée (Otto et al. 2002).

Expliquer la mise en place de la reproduction sexuée et son maintien au cours de
l’évolution reste encore un défi majeur des biologistes de l’évolution, notamment parce que
les modèles manquent souvent de données de terrain sur lesquelles tester les hypothèses.
Il est clair que la stratégie sexuelle est présente chez l’immense majorité des organismes,
malgré les coûts qu’elle entraine, et que le paradoxe du sexe n’est encore aujourd’hui pas
complètement résolu.
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Chapitre 1

Description cytologique de la méiose

La cytogénétique est une branche de la génétique qui s’attache à observer, décrire et
comprendre les structures cellulaires, et notamment les chromosomes. Les chromosomes
furent décrits par Nägeli en 1842, puis par Flemming en 1882, qui le premier observa la
mitose (en grec mitos, le filament, en référence à l’aspect des chromosomes). En méiose,
les techniques d’étalement chromosomique de méiocytes permettent d’observer le compor-
tement des chromosomes chez de nombreuses espèces. Ce chapitre soulignera l’importance
de la formation des crossovers en méiose (page 11), et je m’attacherai ensuite à décrire
les di�érents stades de la prophase de méiose chez Arabidopsis thaliana, pour montrer no-
tamment la progression des événements cytologiques (page 18) en lien avec la progression
de la recombinaison.

1.1 La méiose : réduction de la ploïdie et recombi-
naison

La méiose est une division cellulaire particulière qui mène à la formation des spores,
cellules spécialisées dans la reproduction sexuée. Lors de l’entrée en méiose, les chromo-
somes répliqués vont s’apparier, s’engager dans la récombinaison, puis subir deux divisions
successives (méiose I et méiose II) permettant de produire les quatre spores haploïdes
et recombinées (Figure 1.1). Chaque division de méiose est composée d’une prophase
(condensation de la chromatine), d’une métaphase (alignement des chromosomes sur la
plaque équatoriale), d’une anaphase (séparation des chromosomes) et d’une télophase
(décondensation).

Le terme recombinaison homologue (homologous recombination, HR) regroupe les mé-
canismes de réparation de cassures double-brin de l’ADN par échanges de matériel géné-
tique entre séquences homologues. Deux grands types d’événements sont distinguables :
les crossovers (CO), qui sont des échanges réciproques d’ADN ; et les conversions géniques
(gene conversion, GC), qui sont des échanges non réciproques. Les conversions géniques
peuvent être ou non associées aux CO, et dans ce dernier cas on les appelle non-crossovers
(NCO).

9
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Figure 1.1 – La méiose est composée de deux divisions successives après un seul
cycle de réplication. Les di�érentes étapes sont représentées schématiquement avec le
comportement d’une paire de chromosomes homologues (rouge et bleu). Les cohésines
sont représentées par des cercles violets encerclant les chromatides sœurs. L’étalement
chromosomique (coloration DAPI) de méiocytes mâles d’Arabidopsis correspondant est
montré en dessous. Barre d’échelle = 10µm
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1.1.1 Première division réductionnelle, seconde division équa-
tionnelle

Les chromosomes répliqués sont composés de deux chromatides identiques (aux erreurs
de réplication près) jointes l’une à l’autre par les cohésines, mises en place au moment
de la réplication (Uhlmann et al. 1998). Les cohésines sont un complexe protéique en
forme d’anneau qui permet, selon le modèle dominant aujourd’hui, d’encercler les deux
chromatides sœurs et de les maintenir ensemble (Figure 1.1 et Figure 1.4B, Nasmyth
et al. 2009). En méiose, des cohésines spécifiques sont chargées sur la chromatine, et
notamment REC8 chez Arabidopsis(Nasmyth et al. 2009).

Les deux division méiotiques sont fondamentalement di�érentes du point de vue du
comportement des chromosome : la première division permet la séparation des chromo-
somes homologues alors que la deuxième permet la séparation des chromatides sœurs. Ces
deux types d’événements impliquent donc des modifications importantes de la régulation
de la ségrégation des chromosomes.

En méiose I, les kinétochores des deux chromatides sœurs sont orientés vers le même
pôle de la cellule : ils sont mono-orientés (Hauf et al. 2004). Cette mono-orientation
permet aux sœurs de migrer du même côté en première division (Figure 1.1). Chaque
cellule fille reçoit, en fin de méiose I, un exemplaire de chaque chromosome homologue,
c’est ce que l’on appelle la division réductionnelle. La cohésion centromérique est conservée
lors de cette première division et permet aux deux chromatides sœurs de rester solidaires
et de s’aligner correctement sur la plaque de métaphase II. Cette cohésion centromérique
est protégée de la dégradation par les protéines SHUGOSHIN (Kitajima et al. 2004)
ainsi que PATRONUS chez Arabidopsis (Cromer et al. 2013).

En deuxième division, les cohésines centromériques sont déprotégées, puis clivées, pour
permettre la ségrégation des chromatides sœurs et la formation des 4 gamètes équilibrés
(Sakuno et al. 2009) : c’est la division équationnelle.

1.1.2 Importance de la recombinaison pour la fertilité

Le chiasma est une structure cytologique qui traduit la présence d’un événement de
crossover. Le chiasma est révélé non seulement par l’échange réciproque de matériel gé-
nétique entre les deux chromosomes homologues, mais aussi par le fait que chacun de
ces chromosomes sont tenus par les cohésines. Les deux chromatides engagées dans un
crossover subissent un changement de continuité dû au crossover (passage rouge-bleu, Fi-
gure 1.1) et sont aussi liées par des anneaux de cohésion qui encerclent les chromatides
sœurs. Ainsi, les crossovers permettent donc non seulement de brasser les allèles paren-
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Figure 1.2 – Le chiasma est essentiel à la bonne disjonction des chromo-
somes homologues. Pour chaque stade représenté, l’étalement chromosomique (colo-
ration DAPI) de méiocytes mâles d’Arabidopsis thaliana correspondant est montré au
dessous. Barre d’échelle = 10µm. Les cohésines (en violet) sont mises en place lors de la
réplication et maintiennent les chromatides sœurs ensemble. A) Chez le sauvage. Lorsque
le crossover est formé, les chromatides sœurs subissent un changement de continuité (bleu-
rouge). La cohésion permet de maintenir les deux homologues engagés dans un crossover,
formant l’unité bivalent. Lors de l’anaphase, les cohésines des bras des chromosomes sont
éliminées et les chromosomes homologues peuvent migrer vers les pôles opposés de la
cellule. B) Chez un mutant spo11, qui ne présente aucun crossover, les chromosomes ho-
mologues ne sont plus engagés dans un bivalent mais sont libres et apparaissent comme
des univalents. Ces univalents migrent de façon indépendante vers l’un ou l’autre des pôles
de la cellule lors de l’anaphase.
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taux, mais aussi d’assurer un lien entre les chromosomes homologues en méiose I. Lors de
l’anaphase, cette cohésion est relâchée et les chromosomes homologues peuvent ségréger
(Kudo et al. 2006).

La présence de chiasmas est une condition nécessaire à la bonne disjonction des chro-
mosomes homologues en première division chez l’immense majorité des espèces. En e�et,
les chromosomes homologues qui ne sont pas liés par un chiasma ségrègent aléatoirement
vers l’un ou l’autre pôle de la cellule, indépendamment l’un de l’autre. C’est le cas chez
de nombreux mutants présentant un défaut de crossovers, comme le mutant spo11 ou
les mutants zmm (Figure 1.2B, voir aussi 2.3.1). Ces défauts de crossovers mènent à la
formation de cellules avec des chromosomes manquants ou surnuméraires (cellules aneu-
ploïdes), qui donnent généralement des gamètes non viables. Chez la Femme, 10 à 30%
des ovocytes sont aneuploïdes, majoritairement à cause de problèmes de ségrégation en
méiose I (non établissement du crossover ou disjonction prématurée, et dans certains cas,
séparation des chromatides sœurs en première division) (Terret et al. 2013).

Chez de rares espèces, la ségrégation des chromosomes homologues ne dépend pas de
la formation de chiasmas. C’est le cas chez la drosophile mâle, chez plusieurs phalènes
comme Bombyx nori (Rasmussen 1977) ou Ephestia kuehniella (Traut 1977) du côté
femelle, chez la mante religieuse Bolbe nigra du côté mâle (Gassner 1969), chez le plathel-
minthe Mesostoma ehrenbergii femelle (Oakley 1985). Les mécanismes de distribution
des chromosomes lors des méioses achiasmatiques restent peu connus. Le chromosome 4
de la drosophile ne mesure que 5Mb et ne subit pas de CO lors de la méiose femelle,
pourtant les deux chromosomes 4 ségrègent normalement dans 99% des méiose I, c’est ce
que l’on appelle la ségrégation distributive (Carpenter 1973). Il a été montré que cette
ségrégation repose sur l’homologie de séquences hétérochromatiques (Dernburg et al.
1996 ; Hawley et al. 1993). Chez Saccharomyces cerevisiae, la ségrégation distributive
de chromosomes artificiels ou authentiques serait, elle aussi, basée sur l’homologie de sé-
quence, par un mécanisme encore inconnu (Dawson et al. 1986 ; Guacci et al. 1991). Ces
quelques contre-exemples montrent que la formation de CO est essentielle à la correcte
ségrégation des chromosomes homologues en première division de méiose chez la quasi
totalité des espèces.

1.2 La prophase de méiose

La prophase de première division de méiose (prophase I) est le siège de très nombreux
événements cytologiques et moléculaires, qui se succèdent de façon contrôlée pour obtenir,
en métaphase I, des chromosomes homologues engagés en bivalents.
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Figure 1.3 – Etalements chromosomiques de méiocytes mâles d’Arabidopsis

thaliana coloré au DAPI. A : Leptotène. B : Zygotène. C : Agrandissement d’une
zone synapsée du stade zygotène. D : Agrandissement d’une zone non synapsée du stade
zygotène. E : Pachytène. F : Diplotène. G : Diacinèse. Barre d’échelle = 10µm



15 Introduction - Description cytologique

La prophase de première division est environ trois fois plus longue qu’une prophase
mitotique chez Arabidopsis : sur 33 heures de méiose, 30 heures sont allouées à la prophase I
(Armstrong et al. 2003) contre 8.5h pour les divisions mitotiques de l’embryon (Van’t
Hof et al. 1978). La fin de la prophase correspond à la rupture de l’enveloppe nucléaire.
La recombinaison s’étend tout au long de la prophase I, et se déroule donc dans l’espace
clos qu’est le noyau. On divise classiquement la prophase en 5 stades (Figure 1.3) :

– Le stade leptotène (du grec leptos "mince, ténu" et tenia "ruban") où les chromo-
somes apparaissent en fils minces ;

– Le stade zygotène (du grec zygo "paire") où les chromosomes homologues s’appa-
rient progressivement sur leur longueur. Le synapsis se met graduellement en place ;

– Le stade pachytène (du grec packys "épais, gras") où le synapsis est complet et
la chromatine apparait cotonneuse ;

– Le stade diplotène (du grec diplo "double") où le complexe synaptonémal se dis-
socie. Les chromosomes homologues ne sont plus rattachés que par les chiasmas, qui
sont la manifestation cytologique des crossovers ;

– Le stade diacynèse (du grec dia "à travers, par" et kinesis "mouvement") où les
chromosomes se condensent progressivement et où apparaissent plus distinctement
les chiasmas.

1.2.1 Mise en place des axes chromosomiques

Les premières observations en microscopie électronique des chromosomes en prophase
de méiose furent une avancée majeure pour les cytologistes (Moses 2006).

Lors de la réplication, les cohésines (et notamment REC8) sont mises en place (ci
dessus). D’autres protéines, nommées condensines, sont aussi chargées sur la chromatine
en prophase et participent, avec les cohésines, à l’organisation de la chromatine (Wood et
al. 2010). Notamment, une condensation de la chromatine est observable par l’apparition
de boucles d’ADN qui s’échappent des complexes cohésines et condensines (Figure 1.4B).
Très tôt en prophase I, les axes chromosomiques sont mis en place (axial element, AE) : ces
axes sont formés des cohésines et des condensines, plus des protéines axiales spécifiques
(qui seront évoquées dans le chapitre suivant). Les deux chromatides sœurs, empilées
l’une sur l’autre, forment des boucles dans le plan perpendiculaire à cet axe latéral. Cette
organisation en boucle est étonnamment bien conservée bien que la taille des boucles
d’ADN varie énormément : dans les oocytes de souris, ces boucles mesurent environ 3µm
de long, chacune contenant 120 kilobases (Moens et al. 1988) ; alors que la levure présente
des boucles de 0,2-0,6µm contenant 20kb d’ADN (Borde et al. 2013 ; Kleckner 2006).

Le complexe synaptonémal (synaptonemal complex, SC) est une structure protéique
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Figure 1.4 – Organisation de la chromatine autour des axes et du complexe
synaptonémal. A) Chromosome de la pirale de la farine Ephestia kuehniella en pachytène
en microscopie électronique, les deux axes étant un peu dissociés. Barre d’échelle = 5µm
(Weith et al. 1980). B) Modèle d’organisation de la chromatine en boucle autour des
axes et du complexe synaptonémal. Réalisation : N.Macaisne
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qui va venir ponter les deux axes chromosomiques, pour associer les chromosomes homo-
logues sur toute leur longueur (Figure 1.4A). Le SC est une structure extrêmement bien
conservée chez les eucaryotes, à l’exception de quelques contre-exemples comme Schizo-
saccharomyces pombe et Aspergillus nidulans (Zickler et al. 1999). La mise en place de
l’élément central (central element, CE), aussi appelé synapsis, sera développée ci-dessous
(1.2.3).

1.2.2 Formation du bouquet et alignement pré-synaptique

Comme l’a suggéré Barbara McClintock en 1933, "les chromosomes ont tendance à
s’associer deux par deux en prophase de méiose" (Zickler 2006). L’association des chro-
mosomes homologues culmine par la mise en place du SC, mais commence tout d’abord
par un simple appariement. Avant la mise en place du SC, les chromosomes homologues
s’alignent sur leur longueur. L’initiation de cet appariement se fait par un mécanisme
encore mal connu.

Le bouquet est une structure conservée qui favoriserait l’alignement des chromosomes
avant tout événement de synapsis chez de nombreuses espèces. Au début du stade zygo-
tène, les chromosomes s’attachent à l’enveloppe nucléaire via leurs télomères et s’amassent
ensuite en grappe pour former une structure qui ressemble à un bouquet de fleurs. Le
bouquet a été observé chez toutes les espèces, du maïs aux levures, en passant par la dro-
sophile et le nématode (Harper 2004). Le bouquet peut être très important oour le bon
déroulement de la méiose chez certaines espèces, notamment chez S.pombe qui ne possède
pas de complexe synaptonémal. Chez cette espèces, les chromosomes forment un bouquet
très dense et fermé, puis le noyau est ensuite remué dans la cellule, comme dans une
machine à laver (Chikashige et al. 1994). A l’inverse, chez Arabidopsis, le bouquet est
très transitoire et relâché (Roberts et al. 2009). Il est proposé que le bouquet pourrait
non seulement promouvoir le synapsis, en permettant l’appariement des chromosomes,
mais aussi de restreindre la recherche d’homologie en alignant les chromosomes de fa-
çon colinéaire, limitant la recherche à deux dimensions au lieu de trois. Le bouquet et le
mouvement des chromosomes auraient aussi un rôle dans la résolution des nœuds entre
chromosomes (interlocks) (Zickler et al. 1999). Les mutants a�ectés dans la formation
du bouquet ne présentent pas de phénotype drastique ni chez la levure ni chez le maïs : si
le synapsis est a�ecté il n’est en aucun cas annulé, comme l’indique l’étude des mutants
ndj et pam1 respectivement (Harper 2004). L’attachement des télomères sur l’enveloppe
nucléaire dépend de protéines insérées dans les deux membranes nucléaires : les protéines
SUN et KASH (Hiraoka et al. 2009). Chez la souris, la délétion de la protéine SUN1
induit une stérilité mâle et femelle due au mauvais attachement des télomères et à un
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défaut de synapsis (Ding et al. 2007 ; Lei et al. 2009). Chez Caenorhabditis elegans, la
perte de SUN1 induit des aberrations de synapsis qui se fait alors entre chromosomes
non-homologues (Penkner et al. 2009 ; Sato et al. 2009).

Toutes ces données montrent que, si le bouquet semble être présent chez une grande
majorité des espèces, l’importance du bouquet pour le synapsis et la recombinaison est
plus ou moins important suivant les espèces.

1.2.3 Mise en place du complexe synaptonémal

Le complexe synaptonémal est une structure extrêmement bien conservée, et a été dé-
couvert par Montrose J. Moses en 1956 sur des photographies de microscopie électronique
de chromosomes d’écrevisse (Moses 1956) et de salamandre (Moses 1958). Il écrit alors :

Un complexe linéaire constitué de trois bandes parallèles a été observé au
niveau de l’axe central des chromosomes des spermatocytes. (. . . ) Le terme
complexe synaptonémal est proposé pour décrire cette structure. (. . . ) Dans les
stades décrits, les chromosomes homologues ne sont pas toujours complètement
appariés. L’axe latéral suit le long de chaque chromosome homologue dans ces
cas là. L’élément central apparaît et disparaît, et devrait donc correspondre
au phénomène d’appariement des chromosomes au cours de la méiose.

Dans cette citation, l’auteur utilise le mot appariement pour décrire le phénomène
de synapsis. Je réserve ici l’emploi du mot appariement pour décrire les associations de
chromosomes homologues indépendamment du phénomène de synapsis.

On sait aujourd’hui que le SC est e�ectivement composé d’une structure tripartite
avec un élément central reliant les axes latéraux des deux chromosomes homologues (Fi-
gure 1.4B et Figure 1.5). En se basant sur ce qui ce passe chez Arabidopsis, cet élément
axial peut-être par exemple visualisé par l’immunolocalisation des protéines REC8 ou
ASY1, qui sont des composants de cet axe chromosomique. La Figure 1.5 donne un aperçu
du signal ASY1 au cours de la prophase de méiose chez Arabidopsis. Le signal ASY1 ap-
parait très précocément en prophase le long de chromosomes. Le signal est alors intense,
puis devient plus di�us autour de la chromatine au cours de la progression de la prophase.

Au stade zygotène, l’élément central se met en place à partir de plusieurs sites de
nucléation puis s’étend de manière bidirectionnelle pour associer les chromosomes homo-
logues : c’est le synapsis. Chez Arabidopsis, la progression du synapsis peut être suivie par
immunolocalisation de la protéine ZYP1 (qui est une des protéines de l’élément central, en
vert sur la Figure 1.5). Le synapsis est complet au stade pachytène, puis se désagrège. Au
stade diacinèse, les chromosomes homologues ne sont plus associés que par les chiasmas.
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Figure 1.5 – Mise en place du complexe synaptonémal chez Arabidopsis tha-

liana. Etalements chromosomiques de méiocytes mâles avec immunolocalisation des pro-
téines ASY1 (élément de l’axe chromosomique, en rouge) et ZYP1 (protéine de l’élément
central, en vert) sur la chromatine (coloration DAPI, en bleu). La dernière ligne présente
une juxtaposition des signaux verts et rouges. En leptotène, les axes latéraux sont en
place. Au stade zygotène, il y a apparition du signal vert ZYP1 qui marque l’initiation
du synapsis. Remarquez comme les deux marquages semblent exclusifs. En pachytène, le
synapsis est complet, le signal vert couvre entièrement la chromatine. Dès le leptotène, le
signal s’a�aiblit et le SC se désagrège : présente un profil ponctué. Données personnelles,
Liudmila Chelysheva.
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1.2.4 Recombinaison et cytologie

1.2.4.1 SC et recombinaison

Chez de nombreuses espèces, les liens entre SC et recombinaison sont étroits : le SC est
important pour la recombinaison, et à l’inverse la recombinaison peut aussi être nécessaire
pour le synapsis. En e�et, les défauts de synapsis entraînent des défauts de recombinaison :
les mutants des protéines de l’AE et du CE présentent des défauts de recombinaison chez
Arabidopsis (Armstrong 2002 ; Higgins et al. 2005), comme chez la levure (Holling-
sworth et al. 1989 ; Sym et al. 1993) ou la souris (Wojtasz et al. 2009). A l’inverse,
des défauts d’initiation de la recombinaison (cassures, résection, invasion simple brin, voir
Chapitre 2) entrainent des défauts de synapsis chez Arabidopsis (Couteau et al. 1999 ;
Grelon et al. 2001 ; Li et al. 2004 ; Stacey et al. 2006) comme chez la souris (Pittman
et al. 1998 ; Romanienko et al. 2000 ; Yoshida et al. 1998) et chez la levure (Alani
et al. 1990 ; Bishop et al. 1992). Chez certaines espèces cependant, comme Drosophila
melanogaster ou C.elegans, le synapsis se met en place indépendamment de la formation
des cassures double-brin (Dernburg et al. 1998 ; McKim et al. 1998).

1.2.4.2 Progression de la prophase et de la recombinaison

D’un point de vue cytologique (qui est le point de vue adopté pour ce chapitre), il est
possible de suivre la progression des étapes de la recombinaison au cours de la prophase.
Ces étapes seront abordées plus en détail au cours du chapitre suivant, et seule leur
manifestation cytologique ne seront décrites ici.

La recombinaison homologue méiotique commence par la formation de cassures doubles-
brins de l’ADN (double-strand break, DSB ; voir 2.1). Ces cassures sont ensuite prises
en charge par la machinerie de recombinaison, et notamment par DMC1 et RAD51 en
méiose. L’anticorps DMC1 permet de visualiser les cassures à partir du stade leptotène
(Figure 1.6) : on compte en moyenne 220-240 foyers DMC1 par cellules chez Arabidopsis ,
qui révèlent autant de cassures doubles-brins (Chelysheva et al. 2007 ; Crismani et al.
2012 ; Macaisne et al. 2008). Chez la souris, 150 foyers DMC1 sont détectables (Tarsou-
nas et al. 1999), près de 50 foyers chez S.cerevisiae (Bishop 1994). Chez C.elegans il sem-
blerait que seule une douzaine de foyers soient observables sur les 6 paires de chromosomes
(Youds et al. 2010). Ces foyers permettent de rendre compte du nombre d’intermédiaires
de recombinaison potentiels formés par cellule.

Ces intermédiaires ne donneront pas tous des CO. Il existe de nombreux marqueurs
cytologiques indiquant le nombre et la position de CO, comme la protéine MLH1, aussi
bien chez Arabidopsis que chez la tomate et la souris (Anderson et al. 1999 ; Chely-
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Figure 1.6 – Localisation de la protéine DMC1 comme un marqueur des DSB.
Les foyers DMC1 (en vert) apparaissent au stade leptotène quand les chromosomes ne
sont pas encore synapsés (ZYP1 en rouge) et persistent jusqu’en pachytène où ils finissent
par disparaitre. Données personnelles, Liudmila Chelysheva (Chelysheva et al. 2007).
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sheva et al. 2007 ; Lhuissier et al. 2007). Illustrant le fait que tous les intermédiaires
de recombinaison ne donneront pas des CO, le nombre de foyers MLH1, bien que ne mar-
quant pas la totalité des CO, est bien inférieur au nombre de foyers DMC1 chez un grand
nombre d’espèces : Arabidopsis présente une dizaine de foyers MLH1 par cellule (pour 5
paires de chromosomes, Chelysheva et al. 2007), un peu plus de vingt chez la souris
(pour 20 paires de chromosomes, Anderson et al. 1999) et une quinzaine chez la tomate
(pour 12 paires de chromosomes, Lhuissier et al. 2007). Un marquage équivalent chez
C.elegans avec l’immunolocalisation de la protéine COSA-1 révèle 6 foyers pour 6 paires
de chromosomes (Yokoo et al. 2012).

Pour rendre compte de la dynamique de formation des CO à partir de ces nombreux
intermédiaires, il est possible de suivre la dynamique de formation des foyers HEI10 chez
Arabidopsis (Figure 1.7) et chez Sordaria macrospora (De Muyt et al. 2014), comme
chez la souris (Reynolds et al. 2013).

La dynamique du signal HEI10 est très similaire chez Arabidopsis et chez Sordaria
(Chelysheva et al. 2012 ; De Muyt et al. 2014). Au stade leptotène, de nombreux
foyers HEI10 peu brillants apparaissent (Figure 1.7A). Lorsque le SC se met en place
(suivi par la progression du signal ASY1, en rouge, qui devient plus flou sur les parties
synapsées), des foyers plus gros et plus brillants se mettent en place, uniquement sur les
régions synapsées. En début de pachytène, les deux types de foyers coexistent encore, puis
le nombre de foyers diminue drastiquement pour ne garder que les gros foyers brillants.
Ces foyers persistent en diacinèse où ils colocalisent avec MLH1. Une dynamique similaire
a été mise en évidence chez Sordaria et la souris (De Muyt et al. 2014 ; Reynolds et al.
2013).

L’ensemble de ces données cytologiques montre qu’à partir d’un grand nombre d’inter-
médiaires de recombinaison seule une fraction sera désignée pour donner des crossovers.
Les mécanismes de formation et de limitation de ces CO seront abordés dans les chapitres
suivants.
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Figure 1.7 – Immunolocalisation des protéines HEI10 et MLH1 au cours de la
prophase de méiose. A) Progression de la formation des foyers HEI10 au cours de la mise
en place du synapsis, marqué par la protéine ASY1 dont le signal devient flou sur les
segments chromosomiques synapsés. B) Comparaison des dynamiques de formation des
foyers HEI10 et MLH1. En diacinèse, les deux types de foyers colocalisent aux sites de
crossovers (agrandissements). Données personnelles, Liudmila Chelysheva (Chelysheva
et al. 2012).



Chapitre 2

Description moléculaire de la
recombinaison méiotique

La formation des crossovers dépend de la machinerie de la recombinaison homologue
(HR). La HR est le mode de réparation principal des DSB en méiose, au détriment de
la réparation par ligation de type NHEJ (Non-Homologous End Joining, jonction d’ex-
trémités non-homologues) (Chapman et al. 2012 ; Kass et al. 2010). Les mécanismes
moléculaires de la HR seront développés au cours de ce chapitre. Tout commence par
la formation des DSB, suivi de leur maturation (page 24). Suite à cette maturation, un
des brins lésés envahit l’ADN d’une chromatide homologue (c’est l’invasion simple brin,
page 31), pour former la D-loop. Cet intermédiaire est un carrefour de la HR et peut
être pris en charge par di�érentes voies pour former des crossovers (CO, page 40), ou des
non-crossovers (NCO, page 47). La régulation de la formation des CO sera abordée dans
le chapitre suivant.

2.1 Formation et maturation des cassures double brin
Les cassures de l’ADN peuvent survenir à tout moment de la vie d’une cellule, suite à

des dommages intrinsèques au métabolisme de la cellule (réplication, stress oxydatif, . . .)
ou à l’exposition à d’agents biotiques et abiotiques (agents mutagènes, rayonnements,
virus, . . .). En méiose, les cassures sont spécifiquement induites de façon contrôlée, et
sont indispensables à la formation des crossovers.

2.1.1 SPO11 et les protéines partenaires

Les cassures double brin sont catalysées en méiose par la protéine SPO11, qui est très
largement conservée chez les eucaryotes et peut être même considérée comme une protéine
méiotique universelle (Keeney 2008). SPO11 possède un domaine topoisomérase, homo-
logue à celui de la topoisomérase VI A (Bergerat et al. 1997 ; Keeney et al. 1997). Les
topoisomérases sont des enzymes capables de couper et religuer l’ADN, impliquées dans la
résolution des nœuds formés par l’enchevêtrement des chromosomes lors de la réplication,

24
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la transcription, etc. Les topoisomérases VI sont capables de faire des coupures double-
brin de l’ADN, puis de catalyser la religation. SPO11 catalyse une coupure double-brin
mais n’a pas la capacité de religuer les brins coupés (Massy 2013).

En dehors de SPO11, de nombreuses protéines accessoires nécessaires pour former les
cassures in vivo ont été décrites chez S.cerevisiae. SKI8 forme un sous-complexe avec
SPO11 et est nécessaire à sa localisation (Arora et al. 2004). Un second complexe formé
avec REC102 et REC104 est localisé sur la chromatine et est nécessaire à la dimérisation
de SPO11 (Keeney 2001). Un troisième complexe nommé RMM, pour REC114-MEI4-
MER2, est aussi crucial pour la formation des DSB. Chargé très précocement en prophase
I, il disparaît après la formation des DSB (Massy 2013).

Si SPO11 est extrêmement bien conservée, les protéines accessoires le sont moins. La
mutation des homologues de SKI8 chez S.pombe (Evans et al. 1997) et Sordaria macro-
spora (Tessé et al. 2003) mène à des phénotypes similaires à spo11, indiquant que sa
fonction semble conservée chez ces espèces, mais pas chez les plantes où le mutant ne
présente pas de phénotype méiotique (Jolivet et al. 2006). Chez la souris, le rôle de
l’homologue WDR61 n’a pas été testé en méiose (Massy 2013). REC102, REC104 et
MER2 ne semblent pas conservées en dehors de S.cerevisiae ; REC114 est conservée chez
la souris mais n’a pas été testé pour son rôle méiotique, chez les plantes, l’homologue
PHS1 n’est pas impliquée dans la formation des DSB chez les plantes (Pawlowski 2004 ;
Ronceret et al. 2009). D’autres partenaires essentiels à la formation des DSB ont été
découverts spécifiquement chez d’autres espèces, comme DSB-1 et DSB-2 chez C.elegans
(Rosu et al. 2013 ; Stamper et al. 2013) ; PRD1, PRD2 (proche de MEI4), PRD3 et
DFO chez Arabidopsis thaliana (De Muyt et al. 2009 ; Zhang et al. 2012) ou MEI-P22
et TREM chez D.melanogaster (Lake et al. 2011 ; Liu et al. 2002).

Cette variabilité des protéines accessoires laisse penser que les mécanismes de régula-
tion de la formation des cassures sont di�érents chez les di�érents organismes.

2.1.2 Régulation de la formation des cassures double brin

2.1.2.1 Modèle de formation des cassures double-brin

L’organisation de la chromatine en boucle autour des axes chromosomiques impose
une coordination entre les di�érents événements et les di�érents partenaires. Des études
ont montré que les cassures sont formées sur les boucles, alors que SPO11 colocalise
avec REC8, une cohésine de l’axe (Kugou et al. 2009) avec nombre de ses partenaires
(Blat et al. 2002 ; Kumar et al. 2010 ; Panizza et al. 2011). Le modèle émergeant
est que les séquences subissant la cassure, situées sur une boucle, sont entrainées vers
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Figure 2.1 – L’intensité de formation des cassures doubles-brins n’est pas uni-
forme suivant les régions du génome, la position par rapport à l’axe du SC et la position
des nuclésomes chez S.cerevisiae. Les protéines RMM nécessaires à l’activité de SPO11
sont situées sur l’axe (REC114, MEI4, MER2). SPP1 est aussi située sur l’axe et est im-
pliquée dans le recrutement des séquences sur les boucles vers l’axe pour faire la cassure.
Les marques épigénétiques de type H3K4me2 et H3K4me3 sont essentielles à son action.
C’est dans le contexte de l’axe qu’a lieu la formation des DSB. Adapté de Pan et al. 2011
et Borde et al. 2013.
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l’axe via des interactions protéines-protéines pour procéder à la cassure (modèle tethered
axis-loop, Figure 2.1). Chez S.cerevisiae, SPP1 a notamment été montrée comme étant
essentielle dans ce processus en interagissant spécifiquement avec des marques de l’ADN
au niveau des cassures et avec MER2 sur l’axe chromosomique (Acquaviva et al. 2013 ;
Sommermeyer et al. 2013).

2.1.2.2 Positions des cassures double-brin dans le génome

La formation des DSB est hautement régulée. Le niveau de cassures et la position de
ces cassures sont contrôlés, mais les mécanismes de régulation ne sont pas toujours bien
élucidés chez toutes les espèces, et semblent varier d’une espèce à l’autre.

La distribution des événements de crossovers par mégabase de génome n’est pas uni-
forme : elle varie entre les espèces, et au sein d’une même espèce elle varie entre les
chromosomes et le long des chromosomes (Jensen-Seaman 2004). Il existe des régions
froides et des régions chaudes, ainsi que des loci plus restreints de forte densité en cassures
et en événement de recombinaison : les hotspots. L’anisotropie de distribution des évé-
nements de cassures et de CO est particulièrement frappante chez le maïs. La fréquence
de recombinaison peut varier d’un facteur 1 à 100 entre di�érentes régions du génome,
en allant de 0.06cM/Mb à 8.47cM/Mb (Farkhari et al. 2011). Les régions chaudes sont
des régions subtélomériques, tandis que les régions froides sont centromériques ou proches
des knobs (régions hautement répétées et hétérochromatiques). Ce profil de distribution
se retrouve chez un grand nombre d’organismes, comme le concombre (Lou et al. 2013),
la tomate (Sim et al. 2012) et A.thaliana (Giraut et al. 2011) et probablement chez
S.cerevisiae (Mancera et al. 2008). Chez l’homme, la fréquence de recombinaison varie
de 0 à 5cM/Mb (Kong et al. 2002).

Les premières évidences de points chauds (hotspots) de cassure et de recombinaison
sont venues de la levure S.cerevisiae. Ils sont alors définis comme de courtes de régions
de 1 à 2 kb présentant une fréquence accrue de CO et de NCO (Lichten et al. 1995).
Cette observation s’est étendue aux autres eucaryotes. Par exemple un fragment de 3,5 kb
du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de la souris contient un CO dans 0,6%
des méioses, ce qui représente une fréquence (rapportée à la taille physique) 300 fois
supérieure à la moyenne du génome (Uematsu et al. 1986). Chez Arabidopsis thaliana,
deux hotspots de quelques kb bien étudiés présentent une fréquence accrue de 20 à 30 fois
la moyenne du chromosome 4 sur lequel ils sont situés, avec un CO dans 0.5% des méioses
(Drouaud et al. 2013). Un des hotspot les plus chauds a été décrit chez la souris avec
1% de recombinaison dans 210pb (Guillon et al. 2002).

Les caractéristiques des points chauds ne sont pas bien connues, mais quelques pistes
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peuvent néanmoins être suggérées. Les mécanismes de désignation des hotspots de cas-
sures, bien qu’ils semblent di�érents d’une espèce à l’autre, semblent converger vers un
thème commun : les modifications de la chromatine. On retrouve chez toutes les espèces,
des marques de chromatine ouverte là où sont localisées les hotspots de DSB : méthylation
des histones, variant d’histones et position des nucléosome semblent être les principaux
régulateurs du positionnement des cassures (Baudat et al. 2013 ; Borde et al. 2013 ;
Choi et al. 2013).

La méthylation de la lysine 4 de l’histone H3 (H3K4me), marque présente en 5’ des
gènes, est importante pour la localisation des DSB chez C.elegans (Reddy et al. 2004),
chez Arabidopsis (Choi et al. 2013) et chez S.cerevisiae (Borde et al. 2009). Chez la
levure, SPP1 lit d’ailleurs cette marque via son domaine PHD pour recruter les séquences
sur les boucles vers l’axe et procéder à la cassure (Acquaviva et al. 2013 ; Sommer-
meyer et al. 2013). L’emplacement des nucléosomes (les octamères d’histones structu-
rant la chromatine) régule aussi la formation des DSB : ainsi les cassures se forment
préférentiellement, chez S.cerevisiae, S.pombe et Arabidopsis, dans les régions dépourvues
de nucléosomes (NDR, nucleosome depleted regions, ou LND low nucleosome density)
comme par exemple les sites de départs de transcription des gènes ou leurs terminateurs
(Choi et al. 2013 ; Massy 2013).

Chez les mammifères, un déterminant majeur des sites de hotspots est une séquence
consensus reconnue par la méthyltransférase PRDM9 (Baudat et al. 2010 ; Myers et al.
2010 ; Parvanov et al. 2010). Une fois recrutée, PRDM9 qui pourrait alors méthyler
H3K4 et favoriser la formation des cassures (Buard et al. 2009 ; Grey et al. 2011).
PRDM9 est un déterminant très fort pour établir les hotspots de cassures : Grey et ses
collègues ont montré qu’en changeant le motif de reconnaissance de l’ADN de PRDM9
(le doigt de Zinc), les hotposts de cassures étaient délocalisés, les profils de méthylation
H3K4me3 étaient perturbés et la distribution des CO a�ectée (Grey et al. 2011).

Ces données montrent que si SPO11 est extrêmement bien conservée, la régulation de
la formation des cassures a évolué di�éremment chez les di�érentes espèces, en recrutant
des acteurs et des marques épigénétiques di�érents.

2.1.2.3 Régulation du niveau de cassures double-brin

Le niveau de cassures double-brin est aussi soumis à des régulations. La fenêtre de
formation des cassures est assez courte et les mécanismes de régulation sont encore peu
connus (Keeney et al. 2006). Une interdépendance entre la mise en place du SC et la
formation des DSB a été mise en évidence chez la souris (Kauppi et al. 2013) : (i) la
mise en place du SC est concomitante (dans l’espace et dans le temps) avec la disparition
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des cassures ; (ii) dans un mutant hypomorphe de SPO11, les régions non synapsées du
chromosome X continuent à accumuler des cassures. Tout se passe donc comme si le
synapsis était un signal pour arrêter de former les cassures. Il est probable que la mise en
place du SC agisse comme un point de contrôle régulant la formation et la réparation des
DSB.

Toutes les protéines de l’axe sont nécessaires à la formation d’un niveau normal de
cassures (Kim et al. 2010). De plus, la mutation des condensines, qui sont importantes
pour la compaction de l’ADN et la mise en place de l’axe, entraîne une augmentation
de la longueur du SC et une augmentation du nombre de cassures chez C.elegans (Mets
et al. 2009). L’assemblage correct des axes chromosomiques semble donc réguler le niveau
de formation des DSB.

Des boucles de rétrocontrôle semblent aussi exister : le manque d’intermédiaires de
recombinaison semblerait jouer sur le niveau de formation des cassures. Chez C.elegans,
DSB-2 est un régulateur de la formation des DSB et dans les fonds mutants présentant
des défauts de DSB (him-17 ), DSB-2 persiste plus longtemps sur la chromatine comme
si la cellule répondait au manque d’intermédiaires de recombinaison en prolongeant la
phase de formation des cassures (Rosu et al. 2013). Chez la souris, les mutants zmm,
qui présentent un défaut de formation de CO, présentent un niveau élevé de cassures, ce
qui peut être interprété comme une réponse de la cellule à un manque d’intermédiaires
de recombinaison (Thacker et al. 2014). De la même façon, chez Arabidopsis, le mutant
zmm zip4 présente une augmentation du nombre de foyers DMC1 par rapport au sauvage.
Les auteurs ont interprété ce résultat comme le signe d’un défaut dans la dynamique de
prise en charge de ces cassures, mais il se pourrait que la persistance des foyers DMC1
soit le signe d’une prolongation de la phase de formation des cassures (Chelysheva et al.
2007). Une autre boucle de rétrocontrôle est assurée par la kinase ATM : la formation
des cassures permet de recruter le complexe MRN de résection (cf. ci-dessous) qui active
ATM, qui lui-même régule négativement la formation des cassures (Lange et al. 2011).

Ces données mènent à la conclusion que de nombreuses boucles de contrôle et de
rétrocontrôle existent pour ajuster le nombre de cassures doubles-brins en prophase de
méiose.

2.1.3 Maturation des cassures doubles-brins

Après la formation des DSB, les brins d’ADN sont digérés de chaque côté afin de libérer
des extrémités 3’ flanquantes qui pourront servir d’amorces pour la synthèse d’ADN dans
les étapes suivantes (Figure 2.2). Cette résection des brins clivés se fait grâce à l’action
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Figure 2.2 – Mécanisme moléculaire de la formation des DSB et de leur ré-
section chez S.cerevisiae. SPO11 et ses protéines accessoires sont recrutées sur la
chromatine et procèdent à la cassure grâce à l’activité topoisomérase de SPO11. SPO11
reste accrochée sur la chromatine, le complexe MRX et SAE2 coupe en 3’ de la DSB ce
qui mène au relargage des oligos SPO11. EXO1-SGS1 (et peut-être MRX) dégrade l’ADN
de 5’ vers 3’, libérant l’extrémité 3’ du brin complémentaire. Ce brin est alors pris en
charge par la protéine RPA. Inspiré de Neale et al. 2005.
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combinée du complexe MRX (MRE11-RAD50-XRS2) chez S.cerevisiae, aussi appelé com-
plexe MRN (MRE11-RAD51-NBS1) chez les autres espèces dont Arabidopsis (Mercier
et al. 2008) ; et de SAE2 aussi connue sous le nom de CtIP chez les mammifères (Sartori
et al. 2007) et de COM1 chez C.elegans et Arabidopsis (Penkner et al. 2007 ; Uanschou
et al. 2007). La résection se fait en deux étapes. D’abord par l’action de MRX-SAE2 qui
relâche SPO11 de la chromatine grâce à la formation d’une coupure en 3’ de la liaison
de SPO11 (Neale et al. 2005), libérant ainsi ce que l’on appelle les oligos SPO11. Puis
SGS1, DNA2 et EXO1 agissent pour une résection sur une plus grande longueur (Zhu
et al. 2008).

Les extrémités flanquantes sont ensuite prises en charge par RPA (Shinohara et al.
1992 ; Soustelle et al. 2002). RPA pourrait être impliquée dans l’élimination des struc-
tures secondaires du simple-brin d’ADN pour y favoriser le recrutement des recombinases
(Sung 2003). Arabidopsis possède cinq paralogues de RPA et si RPA1p semble être l’or-
thologue vrai, une certaine redondance est néanmoins probable puisque que le mutant
rpa1p peut encore former quelques crossovers (Osman et al. 2009).

2.2 L’invasion simple brin

La recombinaison homologue procède à la réparation des DSB en utilisant une séquence
homologue comme matrice. En mitose, la HR utilise préférentiellement la chromatide
sœur comme matrice de réparation (Kadyk et al. 1992 ; Lao et al. 2013). En méiose, un
biais vers une réparation sur une chromatide homologue non sœur assure la formation des
crossovers. La recherche d’homologie et l’invasion du brin d’ADN homologue sont réalisées
par deux recombinases, RAD51 et DMC1.

2.2.1 RAD51 et DMC1, deux recombinases

RAD51 et DMC1 sont deux protéines homologues présentant 45% d’identité chez la
levure S.cerevisiae (Bishop et al. 1992) et 50% chez Arabidopsis. Elles sont homologues à
la protéine RECA d’Escherichia coli (15% d’identité) qui s’assemble en filament nucléo-
protéique en spirale autour d’un brin d’ADN (Figure 2.3). Chez E.coli, l’agrégat d’ADN et
de RECA serait capable de faire un grand nombre de contacts avec une matrice ADN pour
chercher l’homologie (Howard-Flanders et al. 1984). Ces contacts seraient établis de
façon transitoire, sur un système d’essai-erreur, jusqu’à trouver une séquence homologue
dont la complémentarité de séquence assure la stabilité de l’interaction (Danilowicz
et al. 2012 ; Danilowicz et al. 2014).

RAD51 et DMC1, comme RECA, possèdent deux domaines actifs principaux : le site I
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nécessaire à la polymérisation sur l’ADN, et le site II nécessaire à la recherche d’homologie
et l’activité d’échange de brins. Après la résection, RAD51 et DMC1 vont être chargées sur
la chromatine en remplaçant RPA (Figure 2.3). Elles sont arrangées en filament, nommé
filament présynaptique, et vont provoquer l’invasion simple brin d’une des extrémités de la
DSB (single end invasion, SEI, Hunter et al. 2001). Cette invasion mène à la formation
de la D-loop (Figure 2.3). Leurs activités in vitro sont donc très proches, mais leurs rôles
biologiques sont pourtant très di�érents (ci-dessous).

2.2.2 RAD51 indispensable à la réparation

RAD51 fait partie d’un même groupe de protéines que RAD50 à RAD57 essentielles
pour la HR somatique et le maintien de l’intégrité du génome chez S.cerevisiae suite
à la formation de cassures double-brin (Game et al. 1974). Ces protéines sont appelées
RAD, pour radiation sensitive (sensible aux radiations). Les mutants rad51 de S.cerevisiae
sont hypersensibles aux radiations ionisante (qui créent des cassures double-brin) et pré-
sentent une diminution marquée de la recombinaison somatique (Saeki et al. 1980). Chez
les mammifères, les cellules accumulent des aberrations chromosomiques et finissent par
mourir après déplétion de la protéine RAD51 (Sonoda et al. 1998).La mutation du gène
RAD51 est létale chez l’embryon de souris au delà de la première division mitotique
(Tsuzuki et al. 1996). Chez Arabidopsis, les mutants rad51 ne montrent pas de défaut
somatique en condition normale, mais sont plus sensibles aux agents génotoxiques (Da
Ines et al. 2013).

En méiose, les mutants rad51 de S.cerevisiae ne produisent pas de spores viables.
Moléculairement, ils accumulent les DSB (Shinohara et al. 1992), ne forment pas de
foyers DMC1, les extrémités 3’ sont résectées sur une plus grande longueur et les mutants
forment trois fois moins de CO que le sauvage (Shinohara et al. 1997). La méiose des
mutants rad51 d’Arabidopsis est fortement perturbée avec une fragmentation importante
(dépendante de SPO11) et aucune formation de graines (Li et al. 2004) (voir Table 2.1).
RAD51 est donc indispensable pour la réparation des cassures double-brin en mitose
comme en méiose.

De nombreux régulateurs de RAD51 ont été identifiés en HR somatique chez S.cerevisiae.
RAD55 et RAD57 interagissent directement avec RAD51 et sont importants pour le char-
gement de RAD51 sur le filament RPA, et la stabilisation du filament RAD51 (Liu et
al. 2011). Le complexe Shu (composé de PSY1, CSM2, SHU1 et SHU2) promeut aussi
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Table 2.1 – Les mutants a�ectés dans l’invasion simple brin chez Arabidop-

sis thaliana. Le nombre de CO est estimé par des techniques cytologiques (étalement
chromosomiques). IH : réparation inter-homologue. IS : réparation inter-sœur. n.d : non
déterminé. N/A : non applicable. Comparaisons aux valeurs chez le sauvage (Col-0 WT) :
úú p < 0, 05≠úúú p < 0, 01.

Synapsis Nombre de
CO

Réparation des
DSB

Foyers
DMC1

Foyers
RAD51

Col-0
(WT)

Complet 9 Complet
(IH+IS)

234±89
(Uanschou
et al. 2014)

224±78
(Uanschou
et al. 2014)

rad51 Absent
(Vignard
et al. 2007)

N/A Défecteux
(fragmentation)

50±11úúú N/A

dmc1 Absent
(Vignard
et al. 2007)

0 IS N/A n.d.

sds Absent (De
Muyt et al.
2009)

0 IS Aucun
(De Muyt
et al. 2009)

n.d.

mnd1 Absent
(Vignard
et al. 2007)

N/A Défecteux
(fragmentation)

87±16úúú 210±41
(Uanschou
et al. 2014)

hop2-1 Absent (De
Muyt et al.
2009)

N/A Défecteux
(fragmentation)

182±47
(Uanschou
et al. 2014)

188±78
(Uanschou
et al. 2014)

hop2-2 n.d. 0.5
(Uanschou
et al. 2014)

IS 227±89
(Uanschou
et al. 2014)

169±39úú

asy1 Partiel 1.63 (Ross
et al. 1997)

IS (IH réduit) Aucun
(Sanchez-
Moran et al.
2007)

n.d.

rad51B Complet
(Bleuyard
et al. 2005)

n.d. Complet
(IH+IS)

n.d. n.d.

rad51C Complet
(Bleuyard
et al. 2005)

N/A Défecteux
(fragmentation)

n.d. n.d.

rad51D n.d n.d Probablement
complet (IH+IS)
(Durrant et al.
2007)

n.d. n.d.

xrcc2 Complet n.d Complet
(IH+IS)
(Bleuyard et
al. 2005)

n.d. n.d.

xrcc3 Complet
(Bleuyard
et al. 2005)

N/A Défecteux
(fragmentation)

n.d. n.d.
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l’activité de RAD51 (Krejci et al. 2012). RAD54 et RDH54/TID1 agissent à la fois po-
sitivement (promotion de l’invasion) et négativement (pour retirer RAD51 et permettre
la synthèse d’ADN) (Chi 2006 ; Mazin et al. 2010 ; Solinger et al. 2002).

Cinq paralogues de RAD51 peuvent être identifiés dans les génomes eucaryotes :
RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 et XRCC3. Ces paralogues proviennent proba-
blement de duplication de gènes, et auraient acquis par la suite de nouvelles fonctions
au cours de leur évolution (Pradillo 2014). Leurs rôles ne sont pas bien définies. Chez
les mammifères, des études biochimiques ont montré que RAD51C pourrait faciliter l’ap-
pariement des chromosomes et que XRCC3 aurait une a�nité particulière pour l’ADN
simple brin (Kurumizaka et al. 2001). Ces deux protéines promeuvent le chargement de
RAD51 de RAD51 sur la chromatine (Bishop et al. 1998 ; Masson 2001 ; Wiese et al.
2002). Chez Arabidopsis, xrcc3 et rad51C présentent le même phénotype méiotique que
rad51 : la prophase montre une absence de synapsis et dès la métaphase, les chromosomes
montrent de la fragmentation (Bleuyard et al. 2005 ; Li 2005 ; Vignard et al. 2007).
Ce n’est pas le cas chez rad51b, rad51d et xrcc2 qui montrent une progression normale de
la méiose (Bleuyard et al. 2004 ; Da Ines et al. 2013 ; Durrant et al. 2007 ; Wang
et al. 2013). Les protéines RAD51B et XRCC2 ont été récemment montrées comme étant
des facteurs anti-crossovers dans une étude chez Arabidopsis (Da Ines et al. 2013). Leur
rôle dans ce processus n’a pas été caractérisé.

2.2.3 DMC1 et le biais inter-homologue

DMC1, le deuxième homologue de RECA chez les eucaryotes, est exprimé de façon
méiose spécifique (Bishop et al. 1992 ; Doutriaux et al. 1998 ; Habu et al. 1996). DMC1
polymérise en filament présynaptique sous l’action de MEI5-SAE3 qui contrecarrent l’in-
hibition de RPA (Ferrari et al. 2009). MEI5-SAE3 sont capables de lier à la fois RPA
et DMC1, ce qui semble confirmer leur rôle dans le recrutement de DMC1 aux filaments
RPA (Ferrari et al. 2009). MND1 et HOP2 sont deux co-facteurs de l’activité d’échange
de brins de DMC1 (Chen et al. 2004). Les foyers MND1 et HOP2 ne co-localisent pas
avec les foyers DMC1 (Vignard et al. 2007 ; Zierhut et al. 2004) et il a été proposé
que ces deux protéines aient plutôt un rôle dans l’accessibilité de la chromatine pour les
recombinases que dans une régulation biochimique per se. Chez Arabidopsis, la cycline
SDS est un régulateur de DMC1 et les mutants sds présentent le même phénotype que
dmc1, avec notamment une absence de synapsis, aucun foyer DMC1 détectable et une ré-
paration des cassures dépendante de RAD51 sur la chromatide sœur (Azumi et al. 2002 ;
De Muyt et al. 2009, Table 2.1).
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Table 2.2 – Les protéines de l’invasion simple brin et du biais inter-homologue
A.thaliana S.cerevisiae C.elegans M.musculus Rôle
Protéines des axes du SC
ASY1 (Caryl
et al. 2000)

HOP1
(Latypov
et al. 2010)

SYCP2
(Offenberg
et al. 1998)

Axe latéral

ASY3
(Ferdous
et al. 2012)

RED1
(Kim et al.
2010)

HIM-3
(Zetka et al.
1999)

SYCP3
(Lammers
et al. 1994)

ASY4 HORMAD1
HORMAD2

ZYP1
(Higgins
et al. 2005)

ZIP1
(Sym et al.
1993)

SYP-1
SYP-2
(Bhalla 2005)

SYCP1
(Meuwissen
et al. 1992)

Élément central

REC8 (Bhatt
et al. 1999)

REC8
(Watanabe
et al. 1999)

REC8
(Pasierbek
2001)

REC8 (Xu et
al. 2005)

Cohésine

RAD51 et ses régulateurs
RAD51
(Doutriaux
et al. 1998)

RAD51
(Shinohara
et al. 1997)

RAD-51
(Alpi et al.
2003)

RAD51
(Tarsounas
et al. 1999)

Recombinase

MEK1
(Terentyev
et al. 2010)

Kinase inhibi-
trice de RAD51

HED1
(Tsubouchi
et al. 2006a)

Inhibiteur de
RAD51

RAD54
(Shaked et al.
2005)

RAD54 (Niu
et al. 2005)

RAD54
(Wesoly et al.
2006)

Phosphorylée
par MEK1,
inhibe RAD51

TID1
(Nimonkar
et al. 2012)

Localisation
de DMC1 et
RAD51

DMC1 et ses régulateurs
DMC1
(Doutriaux
et al. 1998)

DMC1
(Bishop et
al. 1992)

DMC1
(Yoshida
et al. 1998)

Recombinase

SDS
(Azumi et al.
2002)

Localisation de
DMC1

HOP2
(Schommer
et al. 2003)

HOP2
(Leu et al.
1998)

HOP2
(Petukhova
et al. 2005)

Co-facteur de
DMC1

MND1
(Kerzendorfer
et al. 2006)

MND1
(Rabitsch
et al. 2001)

MND1
(Petukhova
et al. 2005)

Co-facteur de
DMC1
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Chez la levure, la prise en charge des DSB par RAD51 en absence de DMC1 est inhibée
par HED1 : le simple mutant dmc1 fragmente mais le double mutant dmc1 hed1 répare
correctement ses DSB sur la chromatide sœur de façon RAD51 dépendante (Hong et al.
2013 ; Lao et al. 2013 ; Tsubouchi et al. 2006a). De la même façon, la kinase MEK1
inhibe l’activité d’échange de brin de RAD51, et le double mutant dmc1 mek1 répare
les DSB en utilisant la chromatide sœur comme matrice (Hollingsworth et al. 1989 ;
Niu et al. 2005 ; Thompson et al. 1999, voir aussi Schwacha et al. 1997). Les mutants
dmc1 d’Arabidopsis montrent une réparation complète des DSB, mais sans qu’aucun CO
ne soit formé, menant à la conclusion que les DSB sont réparées en utilisant la chromatide
sœur comme matrice de réparation, et ce grâce à l’action de RAD51 (Couteau et al.
1999 ; De Muyt et al. 2007 ; Vignard et al. 2007). Toutes ces données impliquent que
DMC1 est essentielle pour la réparation sur le chromosome homologue et pour e�ectuer
la réparation des DSB en formant des crossovers.

Il a été montré que RAD51 était aussi un co-facteur de DMC1. Tout d’abord, la
formation des foyers DMC1 dépend de RAD51, comme l’atteste la diminution drastique
du nombre de foyers chez le mutant rad51 d’Arabidopsis (Vignard et al. 2007, Table 2.1)
et l’absence de formation du filament DMC1 chez les mutants rad51 de levure (Bishop
1994). De plus, RAD51 stimule l’activité de formation des D-loop de DMC1 (Cloud
et al. 2012). Des expériences de mutagénèse dirigée contre le site II de RAD51 (nécessaire
pour son activité d’échange de brin, mais pas pour sa polymérisation sur l’ADN simple
brin) montrent que la polymérisation de RAD51 sur le simple brin d’ADN est nécessaire
et su�sante à la stimulation de DMC1, mais que son activité d’échange de brin est
superflue, faisant de DMC1 la recombinase principale dans l’échange de brin, aidée par
RAD51 (Cloud et al. 2012). Des résultats appuyant cette conclusion ont été obtenus
chez A.thaliana (Da Ines et al. 2013). De même, HED1 stabilise l’association de RAD51
à l’ADN (Busygina et al. 2012) et inhibe son activité d’échange de brin (révélé dans
le fond dmc1 ), impliquant que HED1 convertit la recombinase RAD51 en un "simple"
régulateur de la recombinaison.

Il a aussi été montré que DMC1 régulait négativement RAD51. Chez S.cerevisiae, le
simple mutant hed1 forme moins d’intermédiaires de type SEI et moins de doubles jonc-
tions de Holliday (sur la sœur) que le mutant hed1 dmc1 (Hong et al. 2013 ; Lao et al.
2013). Ces données montrent que dans le mutant hed1, la présence de DMC1 empêche l’in-
vasion simple brin. De la même façon, chez Arabidopsis, tous les mutants hop2 présentent
une fragmentation des chromosomes en métaphase, supprimée par la mutation dmc1, im-
pliquant que la réparation sur la chromatide sœur par RAD51 dans les mutants hop2 est
inhibée par la présence de DMC1 (Uanschou et al. 2014). Cette inhibition serait impor-
tante pour pouvoir promouvoir le choix de la chromatide homologue, dans une relation de
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compétition entre RAD51 et DMC1 pour la réparation des DSB (Liu et al. 2014). Cette
inhibition serait transitoire, pour permettre à RAD51 de réparer certains intermédiaires
sans DMC1 par la suite (Hong et al. 2013 ; Uanschou et al. 2014). Les modalités du
contrôle de l’activité de DMC1 et RAD51 restent encore floues et représentent un domaine
de recherche fécond.

En méiose, la protéine MCM8 d’Arabidopsis pourrait aider RAD51 à réparer les cas-
sures sur la chromatide sœur, en parallèle de DMC1 : le mutant mcm8 montre une légère
fragmentation, amplifiée par la mutation de DMC1 (Crismani et al. 2013). Ces résultats
reflètent ceux obtenus chez la souris : le mutant mcm8 accumule les foyers DMC1, pré-
sente des problèmes de synapsis et un défaut de la réparation des cassures (Lutzmann
et al. 2012). Il a été proposé que MCM8 définirait une voie de réparation des DSB parallèle
à DMC1. En e�et, en absence de la protéine DMC1, les DSB sont e�cacement réparées
chez Arabidopsis en utilisant la chromatide sœur comme matrice de réparation (Couteau
et al. 1999). Cette réparation dépend de RAD51 (De Muyt et al. 2009 ; Vignard et al.
2007) et de MCM8 (Crismani et al. 2013). Les auteurs ont donc suggéré que MCM8 et
RAD51 pouvaient coopérer pour la réparation des cassures.

2.2.3.1 Modèles de chargement de DMC1 et RAD51 autour des cassures

Les modalités de chargement de RAD51 et DMC1, leur mode d’action pour la re-
cherche d’homologie et pour la promotion de l’invasion sur l’homologue connaissent un
regain d’attention ces dernières années. Basés sur des études cytologiques de localisation
des protéines en méiose et des activités biochimiques de chacune, deux modèles existent
aujourd’hui.

Le premier implique que de chaque côté de la cassure, les extrémités 3’ flanquantes
soient prises en charge soit par RAD51, soit par DMC1 (Figure 2.3C), comme le suggère
la présence de doublets RAD51-DMC1 non chevauchants, interprétés comme encadrant
la cassure double-brin (RAD51 d’un côté, DMC1 de l’autre, Kurzbauer et al. 2012 ;
Shinohara et al. 1997). Ce modèle reste attractif puisqu’il est bien corrélé à des ob-
servations génétiques d’asymétrie de la réparation des DSB (un seul brin envahit le brin
homologue, Hunter et al. 2001 ; Neale et al. 2005).

Un autre modèle développé grâce à l’essor de la microscopie à haute résolution propose
que chaque extrémité soit chargée à la fois par RAD51 et DMC1 de chaque côté de la
cassure (Figure 2.3D, Bishop 2012). Ce modèle implique une proximité physique entre
les deux recombinases et permet de prendre en compte les données biochimiques évoquées
ci-dessus, à savoir que RAD51 est un cofacteur de DMC1, et que DMC1 inhibe RAD51.

La proportion de cassures réparées sur la chromatide sœur est di�cile à estimer,
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Figure 2.3 – Invasion simple-brin et formation de la D-loop grâce aux protéines
RAD51 et DMC1. A) Brin d’ADN complexé par la protéine RECA d’Escherichia coli
en microscopie électronique, avec son agrandissement. Photographie issue de Howard-
Flanders et al. 1984. B) La cassure double brin a�ecte l’une des chromatides homo-
logues, puis est résectée et le brin 3’ flanquant est complexé par la protéine RPA. RAD51
et DMC1 sont ensuite chargées à la place de RPA et procèdent à l’invasion simple brin,
pour aboutir à la formation de la D-loop. Deux modèles ont été proposés pour ce char-
gement. C) Modèle de Kurzbauer et al. 2012 où RAD51 et DMC1 sont chargés sur les
brins opposés de chaque côté de la cassure. D) Modèle de Bishop 2012 où RAD51 et
DMC1 sont chacun présents de chaque côté en polymères non mixtes.
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puisque par définition ce mode de réparation n’a pas de conséquence génétique. Des ap-
proches moléculaires chez la levure ont néanmoins permis d’observer ces intermédiaires
et ont montré que seuls 20% des DSB étaient réparées sur la sœur chez S.cerevisiae à
l’inverse de S.pombe qui répare la majorité sur la sœur (Hyppa et al. 2010 ; Schwacha
et al. 1995). Chez les plantes, aucune information n’est disponible sur ce sujet.

2.2.4 Le biais par les protéines de l’axe

En dehors des recombinases et de leurs protéines accessoires, d’autres acteurs sont
nécessaires à un biais e�cace, notamment les protéines des axes chromosomiques et du
complexe synaptonémal.

Le mutant de l’axe red1 de levure présente une réduction de 75% de formation de CO
et de NCO sur l’homologue par rapport au WT, montrant une baisse de l’engagement
des intermédiaires de recombinaison sur le chromosome homologue (Schwacha et al.
1997). Il a aussi été proposé que la phosphorylation de HOP1 (la protéine de l’axe latéral
chez S.cerevisiae) en réponse à la formation des DSB pouvait activer la phosphorylation
de MEK1 qui pourrait alors inhiber RAD51 pour limiter la réparation sur la sœur (Niu
et al. 2005, 2009). Chez Arabidopsis, les mutants asy1 et asy3 présentent un défaut de
formation de CO mais pas de défaut de réparation, ce qui laisse penser que ASY1 et ASY3
(des protéines de l’axe latéral du SC, homologue à HOP1, Table 2.2) est importante pour
imposer le biais inter-homologue (Ferdous et al. 2012 ; Sanchez-Moran et al. 2007).

Chez C.elegans, D.melanogaster et Neurospora crassa, le synapsis précède la recombi-
naison et est indépendant de la recombinaison. De plus, chez ces espèces, aucun homologue
de DMC1 (ni de MND1-HOP2) n’ont été mis en évidence. Des données suggèrent que le
biais vers l’homologue soit lié à la présence de l’axe central du complexe synaptonémal.
HIM-3, une protéine de l’axe latéral chez C.elegans, a été proposée comme inhibant le
choix de la sœur comme matrice de réparation chez cette espèce (Couteau et al. 2004),
tout comme la protéine cohésive ORD de la drosophile est aussi impliquée dans le biais
vers l’homologue (Webber et al. 2004).

Il a longtemps été sous-entendu que le choix de la matrice de réparation par défaut
était la chromatide sœur, et qu’en méiose, le biais vers l’homologue était essentiel à la
formation des CO. Un nouveau modèle est aujourd’hui proposé, basé sur des données du
mutant rec8 chez la levure (Hong et al. 2013) : l’homologue serait choisi par défaut,
d’une façon encore non élucidée, et les cohésines promouvraient un biais vers la sœur en
mitose comme en méiose ("cohesin channeling"). En méiose, l’e�et des cohésines serait
contrebalancé par les protéines RED1, HOP1 et MEK1 pour assurer la formation des CO.
L’établissement du biais par DMC1 mais aussi la maintenance de ce biais (à travers la
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stabilisation des intermédiaires engagés sur l’homologue, par HED1 notamment) seraient
cruciaux pour former les CO en méiose (voir aussi Discussion, page 208).

Toutes ces données montrent que la régulation de l’invasion simple brin est sous le
contrôle de multiples facteurs (axes, DCM1 et ses régulateurs, phosphorylations. . .) dont
les e�ets sont intégrés pour promouvoir e�cacement la formation des CO entre chromo-
somes homologues.

2.3 Les voies de formation des crossovers

Après l’invasion simple brin, di�érentes issues sont possibles et seront détaillées dans
les prochaines parties. La D-loop peut notamment être stabilisée par la capture du second
brin (second end capture, SEC) après extension de la boucle et par complémentarité de
séquence entre le brin sortant et la deuxième extrémité 3’ (Figure 2.5). Des jeux de
synthèses, initiés par les extrémités 3’ qui fonctionnent comme des amorces, permettent
d’obtenir in fine le produit canonique de double-jonction de Holliday (voir 2.3.1). La
représentation faite ici ne tient pas compte de la dynamique incessante de formation et
dénouement des intermédiaires de recombinaison (Figure 2.4, voir aussi section 3.3).

La formation de la D-loop est un carrefour dans la résolution des DSB. Cet intermé-
diaire peut être pris en charge par di�érents facteurs protéiques en compétition les uns
avec les autres pour former deux produits finaux : les crossovers et les non crossovers
(Figure 2.4). Deux voies de formation des CO ont été mises en évidence chez les euca-
ryotes. La première dépend des protéines dites ZMM, l’autre de la protéine MUS81. Ces
protéines sont fonctionnellement très conservées (Table 2.3). Ces deux voies ne forment
pas de CO à partir des mêmes intermédiaires, et les CO produits ne présentent pas les
mêmes caractéristiques (voir ci-dessous et chapitre 3).

2.3.1 Les protéines ZMM

La voie ZMM, ou voie I de formation des crossovers, est la voie principale de forma-
tion des CO chez S.cerevisiae, Sordaria, les mammifères et les plantes (Börner et al.
2004 ; Mézard et al. 2007 ; Reynolds et al. 2013 ; Zickler 2006), et la seule voie chez
C.elegans (Hillers et al. 2003). Le nom de ce groupe de protéines, ZMM, vient des sept
protéines suivantes : les protéines ZIP1-ZIP2-ZIP3-ZIP4, l’hétérodimère MSH4-MSH5 et
l’hélicase MER3. Les homologues de ces protéines ne sont pas appelés de la même façon
chez toutes les espèces (Table 2.3). Quelques membres supplémentaires ont été décou-
verts ensuite : la protéine SPO16 de levure (Shinohara et al. 2008), la protéine PTD
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Figure 2.4 – Modèle présentant les di�érentes voies de formation des CO et des
NCO à partir de la formation de la D-loop. Partie gauche : après l’invasion simple brin,
la capture du second brin peut mener à la formation d’une double-jonction de Holliday
(dHj). Cette dHj peut être stabilisée par les ZMM et résolue pour former un CO (de voie
I), ou alors résolue de façon symétrique pour donner un NCO. Les jonctions peuvent aussi
migrer l’une vers l’autre sous l’action des protéines du complexe BTB dont SGS1 et mener
à la formation d’un hémicaténa qui sera résolu par TOP3, d’où résulte la formation d’un
NCO. Partie droite : MUS81 pourrait agir sur des intermédiaires précoces pour former les
CO de voie II. Les protéines RTEL-1 et SGS1 ont été mises en cause dans la déstabilisation
de l’invasion simple brin, les intermédiaires étant alors pris en charge par la voie SDSA
(synthesis-dependant strand annealing, hybridation des brins dépendante de la synthèse)
qui, après synthèse, va permettre de religuer les brins coupés et former un NCO. Adapté
d’après De Muyt et al. 2012 ; Lorenz et al. 2006 ; Whitby 2005.
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d’Arabidopsis (Macaisne et al. 2008), et les protéine HEI10 (Chelysheva et al. 2012 ;
De Muyt et al. 2014 ; Reynolds et al. 2013). Ces protéines ont été classées dans un
même groupe fonctionnel car leurs mutations sont épistatiques chez la levure, et cette
propriété s’est révélée extrêmement bien conservée chez les autres organismes (Lynn et
al. 2007).

Chez Arabidopsis, les mutants zmm présentent un défaut de formation des CO avec un
taux résiduel de 15% par rapport au sauvage chez shoc1, ptd, hei10, zip4, msh4, msh5 et
25% chez mer3. Contrairement à S.cerevisiae, les mutants ne présentent pas de problèmes
de synapsis (Chelysheva et al. 2007, 2012 ; Higgins et al. 2004, 2008 ; Macaisne et al.
2011 ; Macaisne et al. 2008 ; Mercier et al. 2005). Cette réduction du nombre de CO
entraine un déficit de formation de gamètes viables, donc de graines, ce qui se reflète à
l’échelle macroscopique sur la longueur des fruits chez Arabidopsis, qui sont notablement
plus courts chez les mutants zmm que chez le sauvage. Si ces protéines sont classées dans
le même groupe d’épistasie, aucune homologie de séquence n’existe entre elles, et leurs
fonctions, quand elles sont connues, sont très variées.

ZIP1 est une des protéines de l’élément central du SC (voir 1.2.3) et son implication
dans la formation des CO est di�cilement étudiable en dehors de son rôle structurel dans
le synapsis. ZIP1 interagit avec les autres protéines ZIP (Tsubouchi et al. 2006b) et il
est donc probable que ZIP1 participe à la formation des CO en régulant l’assemblage d’un
complexe ZMM fonctionnel sur l’axe. Chez Arabidopsis, l’inactivation par RNAi des deux
gènes AtZYP1A et AtZYP1B mène à une réduction de seulement 20% de la formation des
CO et à la formation de multivalents et de bivalents entre chromosomes non homologues,
ce qui pourrait laisser penser que ZYP1 pourrait réguler la recherche d’homologie lors de la
formation des CO ou restreindre les interactions ectopiques (Higgins et al. 2005), mais qui
pourrait aussi être un artefact dû à la méthode d’inactivation. Chez l’orge, l’inactivation
par RNAi mène aussi à une réduction du nombre de bivalents, mais sans apparition de
multivalents (Barakate et al. 2014). Chez le riz l’inactivation de l’unique homologue par
insertion d’un transgène mène à une augmentation par 3 du nombre de chiasma sur un
intervalle du chromosome 11 (et à des problèmes de division post-méiotiques entraînant
une stérilité du pollen, Wang et al. 2010b). Ces phénotypes contradictoires sont peut-être
dus à une di�érence fondamentale dans le rôle de la protéine ZIP1 chez ces trois espèces,
ou à l’e�et du mode d’inactivation des gènes.

Chez Arabidopsis, la protéine SHOC1 est l’homologue de ZIP2 (Macaisne et al. 2011).
C’est une bona fide protéine ZMM et sa mutation mène au phénotype canonique des mu-
tants zmm (réduction drastique du nombre de CO, Macaisne et al. 2008). Les protéines
ZIP2/SHOC1 possèdent un domaine HhH semblable à celui des protéines XPF/MUS81,
et il a été montré que SHOC1 fonctionne en duo avec PTD, comme MUS81 avec EME1
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(Macaisne et al. 2011, voir 2.3.2). Le rôle biochimique précis de ZIP2 et de ses homo-
logues est encore inconnu.

Table 2.3 – Les protéines ZMM sont impliquées dans la formation des CO de voie I
A.thaliana S.cerevisiae C.elegans M.musculus S.macrospora

ZYP1 ZIP1 SYP-1
SYP-2

SYCP1 –

SHOC1 ZIP2 – C9ORF84 –
PTD – – – –

ZIP3 ZHP-3 RNF212
HEI10 – – HEI10 HEI10
ZIP4 ZIP4

(SPO22)
– TEX11 –

– SPO16 – – –
MER3 MER3 – HFM1 MER3
MSH4 MSH4 HIM-14

(MSH-4)
MSH4 –

MSH5 MHS5 MSH-5 MSH5 –

Chez la levure, ZIP3 interagit avec MRE11, RAD51 et MSH5 (Agarwal et al. 2000),
ce qui pourrait impliquer cette protéine dans la régulation de la transition entre la résection
et la formation de dHj. ZIP3 est une protéine E3 ligase, qui serait impliquée dans la
SUMOylation et/ou l’ubiquitination de cibles encore inconnues (Qiao et al. 2014). Des
homologues sont identifiables chez d’autres espèces, notamment chez C.elegans (Bhalla
et al. 2008) mais il semblerait qu’une autre E3 ligases, HEI10, soit l’équivalent fonctionnel
chez Arabidopsis et Sordaria (Chelysheva et al. 2012 ; De Muyt et al. 2014). La souris
semble posséder les deux gènes : un homologue de ZIP3 (RNF212, Reynolds et al. 2013)
et un homologue de HEI10 (Ward et al. 2007), qui auraient acquis des rôles di�érents au
cours de l’évolution (Qiao et al. 2014). RNF212 et HEI10 semblent en e�et avoir des rôles
antagonistes : RNF212 serait important pour le chargement des protéines MSH4 et MSH5
(ci-dessous) sur les sites de CO, tandis que HEI10 serait nécessaire à leur élimination
dynamique pour assurer la progression de la réparation des DSB (Qiao et al. 2014). Il
semblerait donc que RNF212 soit l’équivalent fonctionnel de HEI10 chez Arabidopsis et
Sordaria, tandis que HEI10 de souris aurait acquis une fonction di�érente. Pour appuyer
cette observation, la dynamique de RNF212 de souris se rapproche de celle des protéines
HEI10 d’Arabidopsis et de Sordaria macrospora : le signal apparaît d’abord sous forme de
patchs ou de foyers présents sur les parties synapsées des chromosomes, puis est restreint
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aux sites de désignation des crossovers (Chelysheva et al. 2012 ; De Muyt et al. 2014 ;
Reynolds et al. 2013).

Le chargement de ZIP3 sur la chromatine semblerait, chez la levure, permettre le
recrutement de ZIP2 et ZIP4, qui permettrait à leur tour d’initier la polymérisation de
ZIP1 (Agarwal et al. 2000 ; Tsubouchi et al. 2006b).

Les protéines MSH4 et MSH5 sont des protéines homologues à la protéine MutS
d’E.coli qui reconnaît les distorsions de l’ADN dues aux mésappariements (Hoffmann et
al. 2004). MSH4-MSH5 fonctionnent en dimère (Pochart et al. 1997) et agiraient comme
un anneau pour stabiliser les invasions (SEI) et former les doubles jonctions de Holliday
(Snowden et al. 2004). MSH4-MSH5 protègeraient notamment les intermédiaires de l’ac-
tion de SGS1 (De Muyt et al. 2012, voir 3.3).

MER3 est une hélicase et pourrait permettre de favoriser la formation de dHj en
promouvant la synthèse d’ADN et l’extension de la D-loop (Figure 2.5, Guiraldelli
et al. 2013 ; Mazina et al. 2004).

L’ordre dans lequel les protéines ZMM jouent leur rôle pour promouvoir et stabiliser
les dHj reste peu connu. Une étude de l’interdépendance entre ces protéines pour leur
localisation chez le riz a mis en évidence que MSH5 agirait avant ZIP4 (Luo et al. 2013)
qui lui même agirait avant MER3 (Chen et al. 2012). Toujours chez le riz, la localisation
de HEI10 ne dépend pas de MER3 jusqu’au stade pachytène, mais la formation des gros
foyers spécifiques des CO ne se forment pas en l’absence de MER3 (Wang et al. 2012).
Chez la levure, il semblerait que ZIP1 et ZIP3 puissent recruter ZIP2-ZIP4-SPO16 d’un
côté et MSH4-MSH5 de l’autre, MER3 étant alors recruté probablement par MSH4-MSH5
(Agarwal et al. 2000 ; Shinohara et al. 2008).

2.3.2 La voie MUS81

La voie de formation des crossovers dépendante de la protéine MUS81 ne repose pas
sur la formation de double jonctions de Holliday, contrairement à la voie ZMM (Hol-
lingsworth 2004 ; Osman et al. 2003). MUS81 est une protéine à domaine nucléase de
type ERCC4. Elle fonctionne en tandem avec une protéine régulatrice, EME1 chez les
mammifères et MMS4 chez la levure (Ciccia et al. 2008). Il est aujourd’hui considéré que
MUS81 est capable de prendre en charge un grand nombre d’intermédiaires branchés de
l’ADN, considérés comme toxiques pour la cellule d’un point de vue intégrité du génome,
et qu’elle serait l’endonucléase "à tout faire" pour résoudre les molécules complexes non
dissolues et former des CO (Figure 2.6, Jessop et al. 2008 ; Oh et al. 2008). Les CO
formés par la voie MUS81, appelée voie II, représentent 10% des CO chez Arabidopsis
(Berchowitz et al. 2005), 30% chez S.cerevisiae (Argueso 2004 ; Santos et al. 2003)
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Figure 2.5 – Formation et résolution de la double-jonction de Holliday. Après
l’invasion simple brin (SEI) grâce à l’action combinée de RAD51 et DMC1, la réparation
de la cassure commence par une synthèse prolongeant le brin entrant en utilisant le brin
complémentaire. La stabilisation complète se fait grâce à la capture du second brin (second
end capture, SEC) par complémentarité de séquence entre le brin complémentaire et la
deuxième extrémité 3’ flanquante. Une nouvelle synthèse suivie d’une ligation aboutit
à la formation d’une double jonction de Holliday (dHj). La dHj peut alors être résolue
de façon symétrique (à droite) qui mène à la formation d’un non-crossover, ou de façon
asymétrique, pour mener à la formation d’un crossover.
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et la totalité chez S.pombe (Smith et al. 2003).
Chez Arabidopsis comme chez S.cerevisiae, un double mutant zmm mus81 n’abolit pas

totalement la formation des CO (Argueso 2004 et données du laboratoire). Cette donnée
implique qu’il puisse exister une troisième voie de formation des CO, au moins active dans
ce contexte double mutant. Les facteurs protéiques impliqués dans cette troisième voie
putative ne sont pas connus.

2.3.3 Résolution des doubles-jonctions de Holliday et formation
des CO de voie I

Les enzymes responsables de la résolution des dHj sont assez bien caractérisées dans le
cadre de la recombinaison somatique mais, en méiose, celles impliquées dans la résolution
menant aux CO de voie I ne sont pas bien connues. Pour qu’une dHj donne lieu à un CO,
il faut qu’elle soit résolue de façon asymétrique ; la résolution symétrique donnant lieu à
un NCO (Figure 2.5).

Les protéines MLH1 et MLH3 seraient impliquées dans la résolution spécifiquement
asymétriques des dHj pour promouvoir la formation des CO. La protéine MLH1 localise
spécifiquement aux sites de crossovers dépendant des ZMM chez Arabidopsis, la tomate et
la souris (Anderson et al. 1999 ; Baker et al. 1996 ; Chelysheva et al. 2010 ; Lhuissier
et al. 2007). La mutation du gene MLH1 chez la levure provoque une diminution du
nombre de CO de 50 a 70% par rapport au sauvage (Argueso 2004 ; Hunter et al.
1997 ; Wang et al. 1999). Chez Arabidopsis, les mutants mlh1 et mlh3 présentent une
diminution de 60% de la formation des CO, ce qui reste bien inférieur aux 80% observés
chez les mutants zmm (Jackson et al. 2006, données du laboratoire). Ces données peuvent
suggérer que, une fois les dHj formées, la résolution n’est plus biaisée vers la formation
des CO en l’absence de MLH1-MLH3.

Les nucléases responsables de la formation des CO de voie I n’ont pas encore formel-
lement identifiées, mais de nombreuses endonucléases mitotiques pourraient être candi-
dates. Chez la levure, MLH1 et MLH3 fonctionneraient avec l’exonucléase EXO1 dans
cette résolution, sans que le mécanisme moléculaire soit élucidé (Keelagher et al. 2011 ;
Zakharyevich et al. 2010, 2012). Chez C.elegans, MUS-81 mais aussi SLX-1, SLX-4 et
XPF-1 sont importantes en méiose pour la résolution des dHj pour former les crossovers
de voie I (Agostinho et al. 2013). En mitose, YEN1 (GEN1 chez les mammifères) est
capable de cliver les dHj (Ip et al. 2008). Les mutants yen1 de S.cerevisiae ne présentent
pas de phénotype méiotique, mais le double mutant yen1 mms4 n’est plus capable de
résoudre ses dHj, montrant une certaine redondance entre YEN1 et MUS81 chez cette
espèce (De Muyt et al. 2012 ; Ip et al. 2008). Chez les mammifères, le rôle de GEN1
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en méiose n’a pas été étudié (Svendsen et al. 2010), mais il a été montré que l’expres-
sion de la protéine humaine GEN1 pouvait supprimer les défauts d’un mutant mus81 de
S.cerevisiae (Lorenz et al. 2010) et pouvait aussi résoudre les dHj de manière non biaisée,
menant à la formation de 50% de CO et 50% de NCO (Lorenz et al. 2012). Le complexe
SLX1-SLX4 présente une activité de résolution des dHj (entre autres, Svendsen et al.
2010). Les homologues de SLX4 sont présents chez de nombreuses espèces : BTB12 chez
l’humain, MUS312 chez D.melanogaster, HIM-18 chez C.elegans, mais aucun homologue
stricte n’est identifiable chez Arabidopsis. Chez la drosophile, MUS312 est nécessaire à la
formation des CO méiotiques (Yildiz et al. 2002).

Toutes ces données montrent que les résolvases mitotiques sont très probablement
impliquées dans la résolution de certaines des dHj méiotiques, bien que leur rôle respectif
ne soit pas encore déterminé.

2.3.4 Dynamique de la recombinaison et formation des NCO

Un très grand nombre de précurseurs de recombinaison sont formés et le ratio CO/DSB
est souvent très faible, à la notable exception de C.elegans qui présente un faible niveau
de cassures (De Muyt et al. 2009 ; Youds et al. 2011). Il est classiquement accepté que
les DSB non réparées en tant que CO seraient réparées en tant que non-crossovers (NCO).

Le modèle original de réparation des DSB par la recombinaison homologue proposait
que les CO et les NCO provenaient de la résolution di�érentielle d’un seul et même
intermédiaire de recombinaison, la dHj (Szostak et al. 1983). Cependant, des études
moléculaires chez la levure ont pu montrer que, chez cette espèce, les dHj produisaient
très majoritairement des CO et une très faible proportion de NCO (Allers et al. 2001 ;
Börner et al. 2004). Les mutants zip1, msh4, msh5, mlh1 et mer3 de S.cerevisiae ne
forment plus de dJH et montrent une diminution drastique du taux de CO mais un niveau
sauvage de NCO (Allers et al. 2001 ; Hollingsworth et al. 1995 ; Hunter et al. 1997 ;
Nakagawa et al. 1999 ; Ross-Macdonald et al. 1994 ; Storlazzi et al. 1996 ; Sym
et al. 1993), indiquant que la plupart des NCO ne sont pas dépendants des ZMM chez
la levure. Il est aujourd’hui admis que la majorité des NCO est formée par la voie SDSA
(McMahill et al. 2007) qui procède à une simple religation après synthèse des extrémités
coupées, après invasion et dissolution de la D-loop (Figure 2.4).

Des études de dissection de tétrades de levure ont pu mettre en évidence une grande
variété de produits de recombinaison sur un même hotspot, compatible avec l’obtention
de NCO aussi bien par la dissolution que par la résolution de dHj ou par SDSA (Mar-
tini et al. 2011). Des évidences de saut de matrice de réparation (template switching)
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Figure 2.6 – La formation des CO et des NCO est dynamique et régulée à de
nombreuses étapes. La formation et résolution des intermédiaires de recombinaison est
un processus dynamique, et les protéines sont en compétition pour prendre en charge
les mêmes intermédiaires. Les flèches et cadres verts indiquent des voies favorisant la
formation de CO, contrairement aux rouges. D’après De Muyt et al. 2012.
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provenant d’invasions multiples montrent aussi que les intermédiaires peuvent changer de
matrice de réparation au cours de leur réparation (Martini et al. 2011).

Ces données montrent que la réparation des cassures double brin n’est pas un processus
linéaire bien hiérarchisé, et que si la formation des CO est particulièrement bien régulée
(ci-dessus et chapitre suivant), la réparation des DSB non désignées pour être des CO
pourraient être prises en charge par un grand nombre de facteurs protéiques pour donner
des NCO avec des propriétés très di�érentes suivant le processus de réparation (Figure 2.4
et 2.6).

2.3.5 Comment reconnaitre son chromosome homologue ?

La recherche d’homologie et la stringence dans la définition de l’homologie entre deux
séquences sont des processus essentiels lors de la recombinaison. Notamment, il existe des
séquences répétées dans les génomes, qui peuvent servir de matrice de réparation pour les
DSBs alors qu’elles ne sont pas alléliques (au même locus sur un chromosomes homologue
ou une chromatide sœur). Un CO engageant deux séquences non alléliques entraîne des
défauts de ségrégation et des translocations (Jinks-Robertson et al. 1986 ; Nicolas et
al. 2007). Les mécanismes de reconnaissance de l’homologie et de l’hétérologie ne sont pas
bien connus, mais quelques pistes peuvent être évoquées. L’appariement des chromosomes
sur leur longueur, avant la mise en place du synapsis, pourrait notamment être important
(Haber 2000).

Lorsque les intermédiaires de recombinaison sont formés, des hétéroduplexes d’ADN
présentant des mésappariements peuvent apparaître si les séquences homologues pré-
sentent des polymorphismes (SNPs, single nucléotid polymorphism, microsatellites – courtes
régions répétées di�érenciellement entre deux fonds génétiques- ou INDELs, insertions/dele-
tions). En mitose, ces mésappariements sont reconnus par la machinerie de réparation des
mésappariement (mismatch repair pathway, MMR) pour être réparés en remplaçant une
des deux bases par la base complémentaire du deuxième brin. Chez S.cerevisiae, la forma-
tion de ces hétéroduplexes (hDNA) est dépendante de la divergence des séquences : plus
les séquences sont éloignées, moins de hDNA seront formés (Chen et al. 1999). MSH2 est
une des protéines du MMR, capable de reconnaître un large spectre de mésappariements.
Sa mutation n’entraine pas de défaut de recombinaison méiotique dans les lignées isogé-
niques de levure (100% homozygotes) (Hunter et al. 1997). Par contre, dans des lignées
présentant 0,7% de divergence entre les chromosomes homologues (croisement entre SK1
et S288C), la mutation de MSH2 entraîne une augmentation de 20% de formation des
CO par rapport au sauvage (Martini et al. 2011). Ce résultat montre que, chez le sau-
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vage, la formation des CO est limitée par MSH2. Le MMR serait donc important pour
repérer le polymorphisme et limiter les CO dans les séquences divergentes en redirigeant
les intermédiaires vers la chromatide sœur. Le MMR est donc un système de surveillance
local du niveau d’hétérologie, qui permet de limiter les événements de recombinaison entre
séquences divergentes.

Il existerait donc des mécanismes pour réguler la formation des CO entre séquences
trop divergentes, soit que ces séquences sont présentent du polymorphisme, soit parce
qu’elles ne sont pas alléliques (séquences répétées dans le génome). Ces mécanismes ne
sont pas encore bien connus, mais il est clair que cette régulation est fondamentale au
bon déroulement de la méiose.

2.3.6 Comment di�érencier son chromosome homologue de son
homéologue ?

La formation des CO dans les espèces polyploïdes représente un défi important : la
présence de chromosomes homéologues, en plus des chromosomes homologues, chez les
allo-polyploïdes implique une régulation supplémentaire dans le choix de la matrice de
réparation des DSB. Chez de nouveaux allo-tétraploïdes de synthèse, les chromosomes
homologues et homéologues recombinent entre eux, formant des multivalents délétères
pour la ségrégation des chromosomes en première division (Grandont et al. 2013). A
l’inverse, tous les allo-polyploïdes stables ont une méiose régulière et tous les CO sont for-
més entre strictement entre chromosomes homologues. L’obtention d’une méiose régulière
est indispensable à la survie du polyploïde et à sa propagation, et est donc sous pression
de sélection très importante. Chez le blé et le colza, deux loci impliqués pour la régulation
de la recombinaison homéologue ont été mis en évidence en 2006, nommés PH1 et PrBn
respectivement (Griffiths et al. 2006 ; Liu et al. 2006). Les gènes spécifiquement impli-
qués dans la régulation de la recombinaison au sein de ces loci ont été identifiés, mais la
validation fonctionnelle reste compliquée. Le locus PH1 contient un cluster de gènes ho-
mologues à des kinases dépendantes de cyclines (CDK, cyclin dependent kinase), proches
de la protéine humaine CDK2, qui régule l’expression de gènes méiotiques (Yousafzai
et al. 2010). Le locus PrBn contient des gènes méiotiques candidats, mais aucun n’a été
confirmé pour le moment (données personnelles, Aurélien Blary et Eric Jenczewski). Ces
données montrent que la régulation de la recherche d’homologie est contrôlée génétique-
ment, et la caractérisation de ces mécanismes reste un enjeu majeur dans le cadre de
l’amélioration végétale et la sélection variétale.
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Ces résultats montrent qu’ils existent des mécanismes de reconnaissance de l’homologie
à l’échelle du chromosome, qui permettent aux événements de recombinaison de se limiter
à des échanges alléliques entre chromosomes homologues.



Chapitre 3

Régulation des événements de
crossovers

Le nombre de précurseurs de recombinaison est bien supérieur au nombre d’événe-
ments de crossovers : chez Arabidopsis on compte par exemple 250 à 300 foyers DMC1
pour 10 crossovers (Chapitre 1). Cette observation, et celles qui seront évoquées dans ce
chapitre, soutiennent l’hypothèse qu’il existe des mécanismes actifs pour limiter la for-
mation des crossovers en méiose. D’autre part, la formation des CO est aussi contrôlée
spatialement, et je m’attarderai sur la description du phénomène d’interférence (page 55),
puis aborderai des pistes moléculaires possibles pour limiter la formation des crossovers
en méiose (page 64).

3.1 Observations génétiques et cytologiques

3.1.1 Le crossover obligatoire

Les crossovers sont essentiels à la bonne disjonction des chromosomes homologues en
première division de méiose, comme cela a été évoqué (1.1.2). Cette nécessité se traduit
par une proportion de bivalents en métaphase très proche de 100% chez les espèces qui
dépendent des CO pour ségréger leurs chromosomes (Baudat et al. 2013 ; Börner et al.
2004 ; Crismani et al. 2012 ; Yokoo et al. 2012 ; Zickler 2006). Ce phénomène est
appelé crossover obligatoire. Les marqueurs cytologiques de la voie I de formation des
crossovers indiquent que le crossover obligatoire serait sous dépendance des ZMM. Chez
S.cerevisiae, les chromosomes IV et XV présentent moins de 10≠3 bivalents sans foyers
ZIP3 et seul le petit chromosome III présente 1% de bivalents sans foyers ZIP3 (Zhang
et al. 2014a). Chez C.elegans, un foyer COSA-1 est formé sur chaque paire de bivalent
(Yokoo et al. 2012), et chez Arabidopsis ainsi que chez la souris et S.macrospora, chaque
bivalent est marqué par au moins un foyer MLH1 ou HEI10 (Chelysheva et al. 2010 ;
De Muyt et al. 2014 ; Marcon et al. 2003). Les cartes génétiques des chromosomes
d’espèces très di�érentes viennent appuyer les observations cytologiques et montrent que
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tous les chromosomes portent au moins un CO par méiose (Figure 3.1).

Figure 3.1 – Cartes génétiques des chromosomes d’une sélection d’espèces de
plantes, d’animaux et de champignons montrant génétiquement l’existence d’un CO
obligatoire et une limitation du nombre de CO par chromosome : par exemple, 75% des
chromosomes portés sur ce graphe présentent moins de 3 CO, et ce quelle que soit l’espèce
et quelle que soit la taille du chromosome, qui peut varier d’un facteur 1 000. Données
personnelles, Raphaël Mercier.

3.1.2 Une limitation du nombre de CO par chromosome et par
cellule

A l’inverse, le nombre de CO, mesuré cytologiquement (ci-dessus) ou génétiquement
(Figure 3.1), reste souvent proche du seul CO obligatoire par chromosome : par exemple,
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75% des chromosomes représentés sur la Figure 3.1 portent entre 1 et 3 CO par méiose,
toutes espèces confondues. Cette observation est à mettre en regard de la taille des chro-
mosomes, qui elle peut varier de plusieurs ordres de grandeur (par exemple le chromosome
4 du trypanosome – 1.05 Mb - et le chromosome 15 de la souris – 103 Mb – mesurent
respectivement 1.09cM et en moyenne 1.13cM, Cooper et al. 2008 ; Cox et al. 2009).
Ces observations suggèrent que le nombre de CO par chromosome est limité.

Au sein de chaque espèce, une corrélation entre la nombre de CO et la taille des
chromosomes est néanmoins observable (Figure 3.2) : le plus petit chromosome de chaque
génome ; quelque soit sa taille, porte toujours au moins un CO (et mesure donc au moins
50cM), et le nombre de CO augmente linéairement avec la taille du chromosome à partir
d’une taille critique. Ces données suggèrent que les mécanismes régulant le nombre de
CO, bien que conservés dans l’arbre du vivant, se sont adaptés à chaque population de
chromosomes, pour limiter le nombre de CO par chromosome quelle que soit sa taille tout
en garantissant le CO obligatoire.

Figure 3.2 – Nombre de CO par chromosome dans une sélection d’espèce. Des
régressions linéaires (pointillés) et non linéaires (traits pleins) sont proposées pour chaque
nuage de points. Adapté d’après les résultats de la thèse d’A. Popa, http://hal.inria.

fr/tel-00750370/.

Un contrôle plus global du nombre de CO par cellule semble aussi actif, au moins
chez Arabidopsis. Les mutants axr1 et pss1 d’Arabidopsis montrent tous les deux un
nombre de CO marqués par MLH1 inaltéré par rapport au sauvage, mais un nombre

http://hal.inria.fr/tel-00750370/
http://hal.inria.fr/tel-00750370/
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d’univalents élevé. Dans les deux cas, une délocalisation des CO de voie I dans des régions
confinées du génome est observable : les foyers MLH1 apparaissent en grappes sur des
petites régions chromosomiques au lieu d’être répartis de manière homogène sur les 5
paires (« PSS1 (article en cours de révision) » ; « AXR1 (Article sous presse) », en revue).
Ces deux mutants sont des exemples uniques de délocalisation des CO de voie I, et leur
phénotype original suggère qu’il existe une régulation du nombre de CO à l’échelle de
la cellule : chaque méiocyte forme en moyenne une dizaine de foyers MLH1, où qu’ils
soient placés et même si le CO obligatoire n’est pas assuré. AXR1 est une protéine de la
voie de neddylation/RUBylation qui, comme l’ubiquitination ou la SUMOylation, permet
une régulation post-traductionnelle des protéines. PSS1 est une kinésine cytoplasmique
dont l’activité motrice (qui permet classiquement aux kinésines de se déplacer le long
des microtubules) est essentielle à son activité méiotique. Ces deux mutants mettent
en lumière deux nouveaux aspects de la régulation de la formation des CO de voie I :
l’importance de la neddylation et du mouvement des chromosomes en prophase de méiose
pour la distribution des événements de crossovers à l’échelle du génome.

3.1.2.1 L’interférence : observations cytologiques et génétiques

La répartition des CO n’est pas aléatoire dans le génome, mais soumise à l’interférence.
La première observation de l’interférence fut e�ectuée il y a 101 ans, par Alfred Sturtevant
(21 Novembre 1891 – 5 Avril 1970) qui e�ectuait alors sa thèse chez Thomas Hunt Morgan
(25 Septembre 1866 - 4 Décembre 1945). Sturtevant est le premier à compiler des données
de ségrégation de marqueurs multiples pour établir la première carte génétique. Il étudie
notamment la ségrégation de trois marqueurs liés : B (a�ectant la couleur du corps de la
mouche), CO (a�ectant la couleur des yeux) et R (responsable des ailes vestigiales). En
e�ectuant la première carte génétique, il remarque alors (Sturtevant 1913) :

Des doubles crossovers apparaissent entre ces trois marqueurs, mais il faut
noter que la présence d’une rupture de liaison entre B et CO a tendance à
empêcher celle entre CO et R (et vice versa).

C’est encore aujourd’hui la terminologie employée pour définir l’interférence : la présence
d’un CO empêche la formation d’un deuxième CO à proximité. Cette interférence est
facteur de la distance génétique entre les marqueurs : plus les marqueurs sont éloignés
plus la fréquence de double crossover est proche de l’attendue (Sturtevant 1913).

Cette découverte fut maintes fois confirmée, et la grande majorité des espèces à re-
production sexuée montrent de l’interférence, à l’exception de quelques espèces comme
S.pombe et A.nidulans (Munz 1994 ; Zickler et al. 1999). Les foyers MLH1, HEI10,
ZIP3 ou COSA-1 mis en évidence sur les chromosomes de tomate, la levure, Sordaria,
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C.elegans ainsi que chez l’humain montrent de l’interférence, démontrant cytologique-
ment l’existence de ce mécanisme (Anderson et al. 1999 ; Chelysheva et al. 2010 ; De
Muyt et al. 2014 ; Yokoo et al. 2012 ; Zhang et al. 2014a). La force de l’interférence
peut se définir comme la distance (génétique ou physique) sur laquelle joue l’interférence,
c’est à dire la distance à partir de laquelle un deuxième crossover sensible à l’interférence
peut se produire. Si l’interférence est un phénomène quasi universel chez les organismes à
reproduction sexuée, sa force varie d’une espèce à l’autre. Chez Arabidopsis ou Mus mus-
culus, plusieurs foyers MLH1 peuvent être présents sur le même chromosome (Anderson
et al. 1999 ; Chelysheva et al. 2007), tout comme chez S.cerevisiae avec plusieurs foyers
ZIP3 (Zhang et al. 2014a), alors que chez C.elegans on dit que l’interférence est com-
plète : chaque paire de chromosomes reçoit en tout et pour tout un seul et unique foyer
COSA-1 par méiose (Yokoo et al. 2012). Des expériences de fusion de chromosome chez
cette espèce ont même montré que le signal d’interférence pouvait se propager sur une
distance équivalente à la moitié du génome complet de C.elegans (Hillers et al. 2003).

Les crossovers de voie I dépendant des ZMM sont sensibles à l’interférence, tandis que
les crossovers de voie II dépendant de MUS81 ne le sont pas. Cette donnée est appuyée
par des observations cytologiques chez de nombreuses espèces (ci-dessus), et par des ana-
lyse génétiques et mathématiques (Berchowitz et al. 2005 ; Falque et al. 2007, 2010 ;
Mercier et al. 2008 ; Stahl 2008 ; Stahl et al. 2010).

Quelle est la nature du signal d’interférence, comment se propage-t-il et quels sont
les modulateurs de l’interférence sont autant de questions qui restent encore aujourd’hui
ouvertes, 100 ans après la première mise en évidence du phénomène.

3.2 L’interférence des crossovers : mesures et mo-
dèles

3.2.1 Comment mesurer l’interférence ?

Avant de mesurer l’interférence, il faut évaluer la taille génétique des intervalles qui
nous intéressent. La définition première développée par Morgan de la distance génétique
en centiMorgan entre deux marqueurs correspond à la fréquence de recombinants dans
une population ; ainsi pour deux caractères non liés, la probabilité que ces deux caractères
soient associés dans un gamète est de 50% (une chance sur deux) et la distance génétique
pour deux caractères non liés est de 50cM (Morgan 1912). Pour des caractères liés,
la proportion de recombinants est inférieure à 50%. L’hypothèse sous-jacente de Morgan
dans cette définition est que l’interférence est complète et qu’aucun double-CO ne se forme
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sur l’intervalle considéré.
Haldane introduit en 1919 la possibilité que ces doubles événements puissent se pro-

duire (Haldane 1919). Il infère alors que la probabilité d’avoir un double CO est le carré
de celle d’avoir un simple CO (pour 10% de simple CO observés, la fréquence de double-
CO est de 1%), c’est-à-dire que la présence d’un CO n’empêche pas la formation d’un
deuxième, et qu’il n’y aucune interférence. Là aussi, cette mesure s’éloigne de la réalité.

Kosambi propose alors en 1943 de prendre en compte l’interférence dans le calcul de
la distance génétique d’un intervalle (Kosambi 1943). Il utilise pour cela la variable c
de coïncidence créée par Muller (Muller 1916) : prenons trois marqueurs (appelons les
A, B et C), c est alors définie comme la fréquence de double-CO observés entre A et C
rapportée au nombre attendu, obtenu par le produit des fréquences observées dans les
intervalles A-B et B-C. Ce paramètre c donne une mesure de l’interférence (c’est en fait le
CoC, voir ci-dessous). Lors du calcul de la distance d’un intervalle (délimité par seulement
deux marqueurs), il faut alors estimer la valeur de c, or aucune valeur universelle n’existe.
Kosambi a donc estimé la valeur de c chez l’homme et c’est cette valeur qui est utilisée
dans son modèle. Pour les autres espèces, des modèles ont été développés pour évaluer
la valeur de c d’après les données expérimentales (McPeek et al. 1995). La modèle de
Kosambi est donc identique au modèle de Morgan pour c=0 (aucune interférence), et
identique à celui de Haldane pour c=1 (interférence complète).

Ces développements théoriques permettent de préciser la notion de centiMorgan.
Contrairement à ce qui est souvent conceptualisé, un centiMorgan ne correspond pas
à 1% de recombinaison. Même si ces deux quantités sont très proches, l’égalité n’est pas
légitime. En réalité, le centiMorgan pourrait être défini comme la distance séparant deux
loci entre lesquels l’espérance du nombre de CO est de un centième (Vienne 1998).

L’étude de la recombinaison en utilisant des tétrades de spores, qui contiennent les
quatre résultats d’une même méiose, a permis d’améliorer le calcul de la distance géné-
tique. Parce que l’on a accès aux quatre produits d’une même méiose, la quantité d’infor-
mation disponible est démultipliée. L’équation de Perkins (Figure 3.3) permet d’estimer la
distance génétique d’après le comptage de tétrades recombinantes entre deux marqueurs
en prenant en compte les événements de double-CO visibles (qui donnent lieu à des té-
trades dites "ditypes non-parentaux") pour corriger le nombre de double-CO invisibles
(qui donnent lieu à des "tétratypes" ou des tétrades "parentales") (Perkins 1949). Cette
équation est explicitée sur la Figure 3.3. Deux hypothèses sont importantes pour pouvoir
appliquer cette équation : (i) les événements de triple CO sont négligeables, et négligés ;
(ii) il n’y a pas de biais dans le choix des chromatides recombinées, i.e le choix des chro-
matides impliquées dans la formation d’un crossover n’est pas influencé par la présence
d’un autre crossover dans le même intervalle.
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Figure 3.3 – L’équation de Perkins permet de mesurer la taille génétique d’un inter-
valle à partir de données de tétrades recombinantes. La ségrégation de deux marqueurs
(A et B, avec leurs allèles a et b) permet de di�érencier seulement 3 types de tétrades :
les parentales (P, qui ont la même composition de marqueurs que les parents, soit ab ou
AB) ; les tétratypes (T) qui ont deux gamètes parentaux (AB et ab) et deux gamètes
recombinants (Ab et aB) ; et les ditypes non parentaux (non-parental ditype, NPD) dont
les quatre gamètes sont recombinés. Perkins corrige de façon empirique les fréquences de
simples et doubles CO pour tenir compte des doubles événements qu’on ne peut pas voir
dans le résultat final.
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L’interférence peut se mesurer lorsque l’on dispose de données de ségrégation sur
deux intervalles mitoyens, comme c’est le cas dans l’expérience de Sturtevant ou dans
des systèmes d’analyse de tétrades de levures, ou les tétrades fluorescentes (fluorescent
tagged lines, FTL) développé par Gregory Copenhaver chez Arabidopsis (Berchowitz
et al. 2008 ; Figure 3.4). Plusieurs indices mesurant l’interférence ont été développés. Les
plus usités sont le coe�cient de coïncidence (Coe�cient of coincidence, CoC) et le ratio
d’interférence (interference ratio, IR). Ils sont explicités dans la Figure 3.4.

Le ratio d’interférence (interference ratio, IR) développé par Muller (Muller
1916) répond à la question : est-ce que la distance génétique de l’intervalle 1 (I1) est
a�ectée par la présence d’un CO dans l’intervalle 2 (I2) ? S’il n’y a pas d’interférence, la
taille de I1 devrait être la même qu’il y ait ou non un CO dans I2, et IR = 1. On peut
utiliser un test de ‰

2 pour tester si les deux distances sont statistiquement di�érentes, et
par corollaire si IR=1, et ainsi détecter l’interférence.

Le coe�cient de coïncidence (coe�cient of coincidence, CoC) répond à la ques-
tion : est-ce que le nombre de doubles CO entre les deux marqueurs les plus distants (avec
au moins un CO dans chaque intervalle) est égal à l’attendu (produit des fréquences de
chacun des deux intervalles) ? S’il n’y a pas d’interférence, la fréquence de double crosso-
vers doit être égale au produit des fréquences de CO dans I1 et dans I2, et le CoC = 1. Ici
un test de ‰

2 permet de dire si les fréquences attendues et observées sont statistiquement
di�érentes (donc tester si CoC=1) pour détecter l’interférence.

3.2.2 Des mutants a�ectés dans l’interférence ?

Comment détecter des mutants a�ectés dans l’interférence, et comment déterminer si
les mécanismes de l’interférence sont touchés ? L’étude de l’interférence par des expériences
génétiques est souvent compliquée, notamment à cause de la présence des crossovers de
voie II, qui ne sont pas sensibles à l’interférence et qui diluent le signal. Par exemple,
une réduction apparente de l’interférence peut simplement refléter un déficit en CO de
voie I, ou une augmentation du nombre de CO de voie II, alors que les mécanismes
de l’interférence ne sont dans aucun cas a�ectés (Berchowitz et al. 2005 ; Libuda
et al. 2013). Les marqueurs cytologiques indiquant spécifiquement la position des CO
interférents sont donc primordiaux pour l’étude des dysfonctionnements de l’interférence,
comme ZIP-3, HEI10, MLH1 ou COSA-1 (De Muyt et al. 2014 ; Marcon et al. 2003 ;
Yokoo et al. 2012 ; Zhang et al. 2014a). La distance entre ces foyers permet d’estimer la
force de l’interférence. Nancy Kleckner a récemment proposé l’utilisation d’une métrique
descriptive de la force de l’interférence, en µm de SC (Zhang et al. 2014a,b) : la variable L
(en µm) permet de décrire la distance à laquelle l’interférence peut exercer son influence.
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Figure 3.4 – Calculs de l’interférence à partir de données de tétrades avec
3 marqueurs, d’après les catégories de tétrades recombinantes chez Arabidopsis de
Berchowitz et al. 2008. Les calculs sont tirés de http://www.molbio.uoregon.edu/

~fstahl/. P, T et NPD sont définis comme dans la Figure 3.3.

http://www.molbio.uoregon.edu/~fstahl/
http://www.molbio.uoregon.edu/~fstahl/
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Le principe est de mesurer le CoC entre deux intervalles, de plus en plus éloignés. Si les
intervalles sont assez éloignés, les CO apparaissent indépendamment les uns des autres
dans ces deux intervalles, et le CoC = 1. L’indicateur L

CoC

est la distance L entre deux
intervalles dont le CoC = 0.5. Cet indicateur pourrait être très pertinent pour comparer
les di�érents e�ets des mutations testées (Zhang et al. 2014a,b).

Aujourd’hui, les seuls mutants chez qui l’interférence semble réellement perturbée sont
les mutants RNAi contre les éléments du complexe synaptonémal chez C.elegans et un
mutant de topoisomérase chez S.cerevisiae (Libuda et al. 2013 ; Zhang et al. 2014b).

La diminution partielle de l’expression des protéines SYP-1, SYP-2 ou SYP-3, trois
protéines de l’élément central du SC de C.elegans, par interférence ARN (RNAi) augmente
le nombre de foyers COSA-1 qui est normalement strictement restreint à 1 par chromosome
chez le sauvage (Libuda et al. 2013). L’e�et est encore plus flagrant sur le chromosome
artificiel mnT12 issu de la fusion du chromosome sexuel (X) et du chromosome 4. Chez
le sauvage, mnT12 présente entre 1 et 2 foyers COSA-1, et dans les cas où 2 foyers
sont formés, ils se trouvent toujours en position distale (distance maximale entre les deux
foyers). Chez le mutant RNAi syp-1, le chromosome mnT12 peut présenter jusqu’à quatre
foyers, mais surtout, ces quatre foyers sont répartis aléatoirement le long du chromosome
sans apparente régulation. Dans ce contexte, le CoC s’approche de 1 pour des intervalles
très proches, contrairement au sauvage (la L

CoC

, bien que non calculée dans cet article,
doit donc être très faible).

Même chez C.elegans où seule la voie ZMM semble être requise pour former les CO, les
essais génétiques pour étudier les perturbations des mécanismes d’interférence ne sont pas
forcément les plus adaptés. En e�et, le mutant rtel-1 montre une augmentation du nombre
de CO (Youds et al. 2010) qui, chez cette espèce, pourrait être interprétée comme une
perturbation de l’interférence complète. Mais les extra-CO formés dans ce mutant, s’ils
dépendent des ZMM, ne sont en majorité par marqués par ZHP-3 (une protéine ZMM,
Youds et al. 2010), ni COSA-1 (Yokoo et al. 2012). Il est donc très probable que ce
mutant ne perturbe pas l’interférence (voir aussi ci-dessous la section 3.3).

Chez la levure, le marquage ZIP3 permet de marquer les crossovers de voie I (Zhang
et al. 2014b). Ce marquage permet d’estimer la L

CoC

et d’étudier les mécanismes de l’in-
terférence. Dans un mutant topo2 méiose spécifique (mutant nul complémenté par une
version exprimée uniquement en mitose mais pas en méiose), la L

CoC

est diminuée par
rapport au sauvage (Zhang et al. 2014b). TOPO2 est un topoisomérase de classe II,
une classe de protéines impliquées dans la condensation des chromosomes, dans la réso-
lution des interlocks des chromosomes nouvellement répliqués et dans le débobinage des
super structures de l’ADN (Berger et al. 1996). TOPO2 serait donc importante pour
garantir le phénomène d’interférence chez S.cerevisiae. Dans la même étude, les auteurs
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ont aussi étudié d’autres mutants qui pourraient être impliqués dans les mécanismes de
l’interférence : le mutant d’AAA-ATPase pch2 impliqué dans la régulation du synpasis
(voir 5.2.2), le mutant de la protéine de l’élément central du complexe synaptonémal zip1,
le mutant défectueux dans le mouvement des chromosomes en méiose ndj1, le mutant de
l’hélicase homologue à FANCM chez S.cerevisiae mph1, le mutant zmm msh4, le mutant
mlh1, et le mutant de la protéine de la machinerie de réparation des mésappariements
msh2. Aucun de ces mutants ne montrent de défaut d’interférence, et leur L

CoC

est simi-
laire à celle du sauvage. Ces protéines ne sont donc pas impliquées dans la régulation de
l’interférence chez S.cerevisiae.

Le mutant axr1 d’Arabidopsis présente une délocalisation des foyers MLH1 (ci-dessus).
Malgré cette délocalisation, il a été montré que les foyers formés présentent toujours
de l’interférence : les foyers MLH1 et HEI10 sont toujours régulièrement espacés (plus
régulièrement qu’attendu par hasard) sur la portion de synapse où ils sont formés. Ce
mutant n’est donc pas un mutant d’interférence (« AXR1 (Article sous presse) », sous
presse).

3.2.3 Comment est implémentée l’interférence ?

La décision de former un CO ou un NCO semblerait être très précoce, avant la mise en
place du SC et bien avant la formation des dHj, peut-être au moment de la SEI (Bishop et
al. 2004 ; Hunter et al. 2001). La distribution des événements de crossovers proviendrait
de l’implémentation de cette décision, qui elle résulte de l’intégration de multiples niveaux
de régulation. En e�et, les intermédiaires précoces de formation des CO montrent souvent
une faible interférence, qui s’intensifie jusqu’à la résolution des CO : les foyers MSH4
précoces de souris sont moins interférents que les foyers MLH1 (Boer et al. 2006b) et
la dynamique de formation et disparition des foyers HEI10 suggère aussi une sélection
spatio-temporelle progressive des sites de désignations (Chelysheva et al. 2012 ; De
Muyt et al. 2014, (voir 1.2.4.2). Ces données soutiennent un modèle dans lequel les sites
de désignation de CO sont choisis assez précocement, convertissant alors les autres sites
en NCO, mais que l’implémentation de cette décision se fait progressivement

3.2.4 Les modèles de l’interférence

Quel pourrait être le mécanisme et le signal de l’interférence ? Di�érents modèles ont
été développés pour essayer de répondre à cette question, avec plus ou moins de réussite.

Un modèle pragmatique, appelé counting model, propose que chaque CO soit séparé
par un nombre fixe de NCO, qui seraient "comptés". Ce modèle ne s’adapte malheureu-
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sement pas très bien aux données de recombinaison chez S.cerevisiae ou chez l’Homme
(Foss et al. 1995). Une version de ce modèle où les NCO et les CO non interférents
seraient comptés a rencontré plus de succès (Stahl 2004). Une grande limitation de ce
modèle réside en e�et dans l’élément compté : le plus évident serait que les DSB soient
comptées, certaines étant désignées pour former un CO interférent toutes les m DSB, qui
donneraient elles les NCO et les CO non interférents. Cette hypothèse a été mise à mal par
la découverte de l’homéostasie des CO (Martini et al. 2006) qui implique que le nombre
de CO est assuré même quand le nombre de DSB est limitant. Ce modèle n’explique pas
non plus très bien les variations de force de l’interférence le long des chromosomes, comme
cela a pu être démontré chez le blé (Saintenac et al. 2008).

L’idée que l’interférence est un signal qui doit être transduit le long du chromosome
a fait émerger l’idée du modèle par polymérisation (King et al. 1990). Ce modèle
implique que lorsqu’un CO est formé, la polymérisation bidirectionnelle d’un signal em-
pêcherait la formation des CO à proximité. La nature de ce signal n’a pas été élucidée,
et pourrait aussi bien être supporté par la polymérisation du SC, des modifications post-
traductionnelles des protéines de l’axe ou de la structure des chromosomes (phosphoryla-
tion, méthylation, SUMOylation...). L’idée que le SC serve de support pour l’interférence
était attrayante : S.pombe et A.nidulans ne forment pas de SC et leurs CO ne sont pas
sensibles à l’interférence (Zickler et al. 1999). Mais des contre-arguments sont vite ap-
parus : l’extension du synapsis n’est pas nécessaire à l’implémentation de l’interférence
chez S.cerevisiae (Shinohara et al. 2008) et les mutants de souris ayant un SC défec-
tueux présentent une interférence identique au sauvage (Boer et al. 2006a). De plus,
chez D.melanogaster et C.elegans, le SC semble être complet avant la formation des DSB
(Dernburg et al. 1998). Mais les données récentes sur l’implication de SYP-1 dans la ré-
gulation de l’interférence chez C.elegans (Libuda et al. 2013) pourraient peut-être redorer
le blason du modèle par polymérisation (voir aussi ci-dessous).

Les premières études de l’interférence avaient fait suggérer à Muller que l’interférence
pouvait avoir une base physique : la rigidité des chromosomes en méiose pourrait rendre
di�cile la formation de deux échanges proches l’un de l’autre (Muller 1916). Ces consi-
dérations ont fait émerger un modèle de stress mécanique dans lequel les chromosomes
seraient sous tension (stress) à cause de l’arrangement de la chromatine autour d’un sque-
lette protéique et de la succession de condensations-décondensations. La formation d’un
CO provoquerait le relâchement de cette tension, et comme dans n’importe quel autre mo-
dèle physique, ce relâchement se propagerait le long du chromosome (Kleckner et al.
2004). Ce modèle s’adapte très bien aux données expérimentales, et permet d’expliquer
simplement des phénomènes comme le CO obligatoire (la tension mène forcément à une
rupture, le CO) et l’homéostasie des CO (quel que soit le nombre d’intermédiaires pré-
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coces, la tension reste la même) (Zhang et al. 2014b). Ce modèle n’a malheureusement
pas une grande puissance prédictive et n’est pas facilement testable. La nature du stress,
et comment il est implémenté, restent encore de grandes inconnues. Le complexe synap-
tonémal pourrait être le vecteur de cette tension, et des modifications de la composition
du SC pourrait modifier la tension ou au moins dissiper un signal structural empêchant
la formation d’autres CO à proximité, comme cela a été montré chez C.elegans (Libuda
et al. 2013). L’échange des axes à l’endroit du crossover pourrait notamment provoquer
la rupture du stress.

D’autres modèles plus anecdotiques ont été proposés, comme le modèle de "déter-
minisme des chiasma" où un module se déplacerait le long des chromosomes de façon
unidirectionnelle et provoquerait la formation des CO de façon aléatoire. L’implémenta-
tion de l’interférence serait due à un temps de rechargement du module, à l’image d’une
arme à feu qui devrait changer ses cartouches, tout en continuant à avancer (Fox 1973).

L’idée générale qui se dégage de tous ces modèles est que : (i) la structure des chromo-
somes est importante, aussi bien dans le modèle par polymérisation que dans le modèle
de stress mécanique ; (ii) le signal d’interférence pourrait être d’ordre "biologique" (modi-
fication des protéines) ou physique, mais n’a pas formellement été identifié ; (iii) tous ces
modèles cherchent une universalité dans leur mécanisme, qui pourrait s’a�ranchir des dif-
férences entre les espèces (importance du SC, arrangement de la chromatine, partenaires
protéiques di�érents. . .), ce qui imposent de faire des hypothèses testables chez toutes les
espèces.

3.3 Des protéines anti-CO connues

Si la formation des CO méiotiques est limitée, une hypothèse est qu’il doit exister
des facteurs protéiques responsables de cette limitation. Peu avaient été découverts au
moment où j’ai entamé mes travaux de recherche : RTEL-1 et DPY28 chez C.elegans et
SGS1 chez S.cerevisiae. Mais de nombreuses anti-recombinases mitotiques ont été décrites,
et pourraient faire d’excellents candidats anti-CO méiotiques.

3.3.1 Des protéines anti-CO méiotiques

RTEL1 a été identifiée chez la souris comme un régulateur de la longueur des télomères
(Regulator of Telomere Length, Ding et al. 2004). RTEL1 est impliquée dans la stabilité
du génome chez l’homme, en diminuant la réparation par la HR en dissociant les D-loop
(Barber et al. 2008). L’étude de l’homologue chez C.elegans (Youds et al. 2010) a pu
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montrer que le mutant rtel-1 présente une augmentation de 2,5 fois de la distance géné-
tique sur cinq intervalles et que l’interférence n’est plus détectable. RTEL-1 de C.elegans
possède une activité de dissociation de D-loop in vitro, et son activité serait stimulée par
la présence de la protéine RPA. Ces données ont permis de former le modèle dans lequel
RTEL-1 pourrait avoir un rôle très précoce de dissociation des D-loop méiotiques afin
de limiter la formation des crossovers. Il a été montré que les extra-CO de rtel-1 sont
toujours dépendants de la voie canonique de formation des CO chez C.elegans : rtel-1
n’est pas capable de supprimer le défaut de formation de CO du mutant cosa-1 (Yokoo
et al. 2012). Mais, le nombre de foyers ZHP-3 et COSA-1 n’augmente pas en fond rtel-
1 (Yokoo et al. 2012 ; Youds et al. 2010). Il a donc été proposé que COSA-1/MSH5
puissent protéger les intermédiaires de recombinaison de la dissociation par RTEL-1, et
qu’à l’inverse RTEL-1 soit nécessaire au désengagement de COSA-1/MSH5 sur les sites
non-désignés pour devenir des CO. L’absence de RTEL-1 pourrait permettre à ces inter-
médiaires de progresser pour donner des CO, sans pour autant accumuler les protéines
pro-CO de façon à pouvoir les détecter (Yokoo et al. 2012). Il est donc probable que les
mécanisme de désignation des CO et donc l’interférence ne soient pas touchés, mais que
l’implémentation de cette décision soit perturbée par l’absence de RTEL-1.

Une activité biochimique similaire a été décrite pour la protéine SGS1. SGS1 fait partie
d’un groupe fonctionnel de protéines appelé STR chez la levure (pour SGS1-TOP3-RMI1)
aussi appelé BTB chez l’Homme (BLOOM-TOP3-BLAP75) ou RTR chez les autres es-
pèces (RECQ4-TOP3-RMI1). La nomenclature n’est pas strictement suivie, et chez Ara-
bidopsis, le complexe pourrait s’appeler RTB (RECQ4-TOP3-BLAP75) (Chelysheva
et al. 2008). Le rôle de ces protéines a été majoritairement étudié dans un contexte soma-
tique (voir ci-dessous). Il a été montré que SGS1 pouvait dissocier les D-loop in vitro, de
façon analogue à RTEL1, probablement pour limiter la HR dans les cellules somatiques
(Brabant et al. 2000). En méiose, la mutation sgs1 mène à une augmentation du nombre
de CO, et supprime partiellement les défauts d’un mutant zmm (Jessop et al. 2008 ; Oh
et al. 2008), indiquant un rôle anti-CO pour SGS1. En revisitant le rôle de cette protéine,
il a été montré que SGS1 serait capable de désassembler des intermédiaires précoces et/ou
complexes et de les entrainer vers la voie SDSA pour former des NCO (De Muyt et al.
2012). Dans un mutant sgs1, les intermédiaires complexes seraient pris en charge par les
résolvases MUS81, SLX1 et YEN1 pour former des CO (voir aussi 2.3.3).

RTEL1 et SGS1 ont donc des fonctions similaires de dissolution des D-loop et de
promotion de la réparation des cassures par des voies alternatives indépendantes des ZMM,
en favorisant la formation de NCO. Ces deux protéines sont donc de très bons exemples
de protéines anti-CO qui pourraient réguler la balance CO/NCO chez S.cerevisiae et
C.elegans. Une étude chez Arabidopsis a pu montré que les protéines XRCC2 et RAD51B
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pourraient être des protéines anti-CO, sans que le mécanisme n’ait été démontré (Da
Ines et al. 2013). Des mécanismes similaires de régulation de la formation/dissolution de
D-loop pourraient être à l’œuvre dans ces mutants.

Chez C.elegans, le mutant dpy28 induit une augmentation du nombre de cassures
double-brin et une augmentation du nombre de crossovers (Mets et al. 2009). DPY-28
fait partie d’un des complexes condensine impliqués dans la structure des chromosomes et
leur condensation en mitose et en méiose (Losada 2005). La mutation de ces condensines
entraine une augmentation de la longueur de l’élément central du SC (Mets et al. 2009) :
les auteurs proposent que la longueur de l’axe pourrait réguler la fréquence et la position
des DSB, et ainsi influer sur la distribution des CO. Une fois encore, ces extra-CO observés
dans le mutant dpy28 ne sont pas marqués par COSA-1 (Yokoo et al. 2012), et il est
donc très probable que l’interférence ne soit pas a�ectée dans ce mutant. Ce système de
régulation du nombre de crossovers par le nombre de cassures pourrait être spécifique à
C.elegans. En e�et, le ratio entre le nombre de cassures et le nombre de CO chez C.elegans
semble très proche de 1 : le nombre de DSB serait de 2.1 pour 1 CO par chromosome
(Mets et al. 2009 ; Youds et al. 2010). Ce ratio particulièrement bas semble plutôt être
une exception parmi les eucaryotes : l’homme et la souris formeraient quelques centaines
de DSB pour quelques dizaines de CO (Baudat et al. 2007), tout comme Arabidopsis et
les autres plantes (Chelysheva et al. 2007 ; De Muyt et al. 2009), tandis que la levure
formerait 140-170 DSB pour 80-90 CO (Buhler et al. 2007 ; Mancera et al. 2008). Il
est donc probable que chez ces espèces, le nombre de cassures ne soit pas limitant pour
former des CO, contrairement à chez C.elegans.

3.3.2 Quid des protéines anti-CO mitotiques ?

En se basant sur les modèles de voies de recombinaisons (Figure 2.4 et 2.6), il est
possible de mettre en évidence des carrefours menant, ou non, à la formation des crossovers
méiotiques. Quels sont les mécanismes possibles pour limiter les crossovers, et quelles sont
les protéines candidates pour jouer le rôle d’anti-CO ?

Un premier carrefour dans la formation des CO est franchi lors de l’invasion simple brin
(SEI). SGS1 et RTEL-1 jouent un rôle à cette étape (ci-dessus). SRS2 est une hélicase
capable de dissocier le filament RAD51 et d’empêcher l’invasion (Krejci et al. 2003 ;
Veaute et al. 2003), et les mutants srs2 présentent une augmentation de la recombinaison
somatique (Ira et al. 2003), avec un ratio CO/NCO modifié, qui suggère un rôle de SRS2
dans la formation des NCO en mitose (Ira et al. 2003). Il a donc été proposé que SRS2
pourrait envoyer les intermédiaires de recombinaison vers la voie SDSA (Dupaigne et al.
2008 ; Krejci et al. 2003). Tout comme SGS1 et SRS2, les autres hélicases sont aussi de
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bons candidats anti-CO. La protéine MPH1 de S.cerevisiae (FANCM chez les mammifères)
a par exemple été montrée comme capable de dissocier les D-loop (Prakash et al. 2009),
et sa mutation dans les cellules somatiques entraîne une augmentation des NCO formés
par SDSA au détriment de la formation de dHj (Mitchel et al. 2013).

Un deuxième carrefour consiste en la formation et la stabilisation de la double-jonction
de Holliday (dHj). En plus de son rôle dans la dissolution des D-loop, FANCM et son ho-
mologue chez S.pombe, FML1, ont été montrés comme capables de faire migrer les branches
des jonctions de Holliday, les impliquant dans une limitation du nombre de CO lors de la
réparation des DSB somatiques (Gari et al. 2008 ; Sun et al. 2008). Le complexe BTB a
aussi été impliqué dans la dissolution des dHj : l’hélicase BLOOM/RECQ/SGS1 ainsi que
TOP3 feraient d’abord converger les deux jonctions, formant un hémicaténa (Figure2.4).
La résolution de cet intermédiaire toxique se fait grâce à TOP3 et RMI1/BLAP75, et
mène à la formation d’un NCO (Mankouri et al. 2007). Cette double fonction de SGS1
(dissociation de D-loop et dissolution des dHj) conduit à l’idée que la prévention des CO
est une fonction fondamentale et conservée du complexe BTB.

Un dernier carrefour consiste en la résolution de la dHj : asymétrique pour donner un
CO ou symétrique pour donner un NCO. Quelles sont les protéines connues pour leur rôle
en mitose qui pourraient jouer sur la résolution des dHj pour limiter la formation des CO ?
Chez S.cerevisiae, le mutant sgs1 ne forme presque plus de CO dépendant des ZMM, et
les nucléases MUS81-MMS4, SLX1-SLX4 et YEN1 sont alors essentielles à la résolution
des intermédiaires de recombinaison (De Muyt et al. 2012). Dans sgs1, les CO et les
NCO sont diminués, indiquant que ces trois nucléases résolvent les dHj de manière non
biaisée et forment à la fois des CO et des NCO (De Muyt et al. 2012), contrairement
au sauvage où la très grande majorité des dHj sont résolues comme CO (Allers et al.
2001 ; Börner et al. 2004). Tout ceci indique qu’il est théoriquement possible d’influer
sur la résolution des double-jonctions de Holliday pour favoriser, ou non, la formation des
crossovers.
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Dans ces trois derniers chapitres, je me suis attachée à résumer l’état des connais-
sances sur la régulation de la formation des CO méiotiques. L’état de l’art montre que
nos connaissances en la matière restent parcellaires. Il est donc intéressant de développer
de nouvelles approches capables de nous donner un nouvel éclairage sur ces questions.
Notamment, la mise en place de cribles de génétique directe sans a priori peuvent per-
mettre de mettre en évidence de nouveaux acteurs dans ces voies de régulation. De tels
cribles ont été mis en place au sein de l’Equipe Méiose et Recombinaison de l’INRA de
Versailles, et nous avons pu mettre en évidence deux nouvelles voies de régulation des
CO : une dépendant de la protéine FANCM et de ces deux co-facteurs MHF1-MHF2,
ainsi qu’une voie dépendant de la protéine FIGL1. Je vais donc introduire la voie Fan-
coni anemia (page 69) donc FANCM est un partenaire important, ainsi que la famille des
AAA-ATPase dont FIGL1 fait partie (page 77).



Chapitre 4

La voie Fanconi de réparation de
l’ADN

La surveillance de l’intégrité du génome au cours de la vie et de la division cellulaire
est assurée par un grand nombre de voies et de protéines di�érentes (ATM/ATR, RAD51,
complexe MRX, protéines Bloom,. . . ). La voie Fanconi Anemia (FA), du nom de la ma-
ladie humaine, l’anémie de Fanconi, est une voie de signalisation des lésions de l’ADN qui
coopère avec les autres voies pour la résolution de ces lésions.

4.1 L’anémie de Fanconi, une maladie humaine

Dans les années 1920, le pédiatre Guido Fanconi (1892-1979) s’intéresse à des enfants
des vallées alpines (où le taux de consanguinité est à l’époque supérieur aux autres terri-
toires français et italiens) atteints de malformations congénitales avec apparition d’aplasie
médullaire (insu�sance de production de moelle osseuse) et des risques aigus de leucémie
et de cancer. L’anémie de Fanconi est une maladie héréditaire récessive bien caractéri-
sée aujourd’hui. L’espérance de vie des patients est d’une vingtaine d’années. Il existe en
France une association de défense et d’accompagnement des malades atteints de cette ma-
ladie, l’AFMF. Sa prévalence est d’une naissance sur 350 000 et concerne tous les groupes
ethniques.

Il existe une très grande hétérogénéité phénotypique chez les malades atteints de l’ané-
mie de Fanconi et le tableau clinique est très variable d’un patient à un autre, même au
sein d’une même famille (portant la même mutation). Les études sur les patients ont néan-
moins permis de révéler un phénotype cellulaire spécifique à l’anémie de Fanconi : leurs
lymphocytes mis en culture montrent une hypersensibilité aux agents réticulants (cross-
linking agent) de type MMC (mitomycin C) qui induisent des liaisons entre les deux
brins complémentaires de l’ADN (interstrand crosslink ou ICL) (Joenje et al. 2001).
Ces liaisons covalentes empêchent les deux brins de l’ADN de se dé-hybrider et bloquent
les fourches de réplication ainsi que la transcription. La voie FA est une des voies de
réparation de ces ICL, en permettant le recrutement de la machinerie de recombinaison

69
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homologue et la machinerie de réplication trans-lésionnelle (Kee et al. 2010).
Les premières expériences de complémentations cellulaires ont mis en évidence 17 gènes

di�érents responsables de la maladie (Joenje et al. 1997) et ont été nommés avec le préfixe
FANC (Table 4.1). Des cofacteurs de ces protéines ont aussi été mis en évidence : MHF1,
MHF2, les protéines FAAP (FA-associated protein). Bien qu’aucun patient atteint de FA
ne porte de mutation détectée dans les protéines MHF1, MHF2 ou FAAP, les protéines
interagissent directement avec les protéines FANC et leur mutation induit le phénotype
cellulaire canonique de la FA (Ling et al. 2007 ; Singh et al. 2010 ; Yan et al. 2010).

4.2 Rôle somatique des protéines Fanconi

Les 17 gènes FA ainsi que leurs cofacteurs sont classiquement classés en trois sous-
groupes (Table 4.1) : le complexe principal, le complexe FA-ID et les partenaires en aval. Le
fonctionnement global de la voie semble être le suivant : le complexe principal est recruté
aux lésions de l’ADN puis recrute le complexe FA-ID et procède à son ubiquitination,
ce qui permet ensuite de recruter les protéines des autres voies de réparation de l’ADN
(Figure 4.1). L’ubiquitination de FANCD2 (complexe FA-ID) semble être le carrefour
de la voie FA et est primordiale pour le recrutement des partenaires en aval. Certains
partenaires de la voie FA sont conservés chez C.elegans et D.melanogaster (Castillo
et al. 2003 ; Collis et al. 2006 ; Lee et al. 2010 ; Marek et al. 2006) et semblent aussi
être impliqués dans la voie de réparation des ICL indiquant que cette voie est conservée
au moins chez les métazoaires (voir Résulats).

4.2.1 Les protéines du complexe principal

Le complexe principal a une activité E3 ubiquitine ligase portée par FANCL (Meetei
et al. 2004) dont le substrat est le complexe FA-ID (voir 4.2.2). FANCM est une des
protéines qui interagit directement avec l’ADN et qui est capable de débobiner les fourches
de réplication et les jonctions de Holliday grâce à son activité hélicase, et qui sert aussi
de plateforme d’assemblage au complexe principal (voir 4.2.1.1).

FANCG est une protéine de structure qui forme deux sous complexes. Le premier est
composé de FANCA, FANCC et l’endonucléase ERCC1 et serait notamment impliqué
dans la résolution des ICL avant réparation (Wang et al. 2010a). FANCG serait impliqué
dans un deuxième sous-complexe avec FANCD2 (complexe FA-ID) et XRCC3 impliqué
dans la recombinaison homologue (Wilson et al. 2008). FANCE est important pour le
recrutement du complexe FA-ID après liaison du complexe FA sur les lésions de l’ADN
(Polito et al. 2014). Les autres protéines (FANCA, B, C et F) n’ont pas de fonction
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Table 4.1 – Liste des protéines impliquées dans la voie Fanconi Anemia et leur
fonction associée, quand elle est connue
Protéine Fonction Références
Complexe principal
FANCA Participe à la stabilité du complexe principal

avec FAAP20
Ali et al. 2012 ;
Leung et al.
2012

FANCB
FANCC
FANCE Recrute FANCI et FANCD2 pour procéder à

leur mono-ubiquitination
Polito et al.
2014

FANCF
FANCG/
XRCC9

Protéine de structure, possède un motif TPR
mediateur d’intéractions protéine-protéine

Wilson et al.
2008

FANCL Ubiquitine E3 ligase Meetei et al.
2004

FANCM\
FAAP250

Hélicase, sert de plateforme de recrutement
au core complexe

Kim et al. 2008

MHF1\CENP-S\
FAAP16

Cofacteur direct de FANCM qui potentialise
son activité hélicase

Singh et al.
2010 ; Yan et al.
2010

MHF2\
CENP-X\
FAAP10

Cofacteur direct de FANCM qui potentialise
son activité hélicase

Singh et al.
2010 ; Yan et al.
2010

FA-ID et FAN1
FANCI Empêche l’appariation de CDB spontanées,

grande a�nité pour les jonction de Holliday.
Interagit avec FAN1

Smogorzewska
et al. 2007

FANCD2 Lie les extrémités d’ADN double brin et les
les jonctions de Holliday. Son ubiquitination
est essentielle à la réparation des ICL.

Garcia-
Higuera et
al. 2001 ; Seki
et al. 2007

FAN1 Exonucléase et endonucléase, interagit avec
MLH1 et MLH3

Smogorzewska
et al. 2010

Les partenaires en aval
FANCD1\
BRCA2

Régule les recombinases RAD51 et DMC1 en
mitose et en méiose

Scully et al.
1997

FANCJ\ BRIP1
\ BACH1

Hélicase avec un domaine de liaison à
BRCA1, lie préférentiellement les substrat
d’ADN branchés

Guo et al. 2014

FANCN\
PALB2

Forme des oligomères aux sites de lésion de
l’ADN, recrute BRCA2 et régule son intérac-
tion à BRCA1

Xia et al. 2006

FANCO\
RAD51C

Nécessaire à la formation des foyers RAD51
suite à des cassures double brin

Vaz et al. 2010

FANCP\ SLX4\
BTBD12

Endonucléase, résolvase de jonctions de Hol-
liday

Fekairi et al.
2009 ; Svend-
sen et al. 2009

FANCQ\
ERCC4\ RAD1

Endonucléase, a�nité pour les jonctions de
Holliday

Ciccia et al.
2008
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Figure 4.1 – Modèle schématique du fonctionnement de la voie FA, issu de Kee
et al. 2010. A) L’activation de la voie FA commence par le recrutement de FANCM à
la lésion, grâce ses cofacteurs MHF1, MHF2 et FAAP24. Ce complexe recrute ensuite le
complexe principal, qui peut procéder à l’ubiquitination du complexe FA-ID. FANCD2
ubiquitiné peut alors recruter FAN1 et d’autres protéines du groupe des partenaires en
aval, afin de procéder à la réparation de la lésion. B) La voie FA est en dialogue constant
avec les mécanismes de contrôle du cycle cellulaire (ATR-CHK1), la phosphorylation du
complexe principal par ATR étant essentielle au fonctionnement de la voie.
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spécifique connue, mais participent à l’assemblage du complexe, et sont toutes nécessaires
à l’ubiquitination de FANCD2 (Garcia-Higuera et al. 2001 ; Kim et al. 2011 ; Niedz-
wiedz et al. 2004). La plupart des protéines de ce complexe sont des substrats directs
d’ATR et des kinases CHK1 et PLK1, et la phosphorylation est essentielle au fonctionne-
ment de la voie (Kee et al. 2010). Cette interaction entre la voie FA et les protéines de
points de contrôle du cycle cellulaire est essentielle à l’arrêt du cycle de réplication pour
procéder à la réparation des lésions de l’ADN (Figure 4.1).

4.2.1.1 FANCM

FANCM, avec ses homologues chez les levures MPH1 et FML1, est une hélicase/trans-
locase et à ce titre possède les sept motifs conservés chez les hélicases, y compris le
domaine Walker A et un domaine Walker B modifié appelé boîte DEAH (ces deux derniers
domaines sont importants pour la liaison et l’hydrolyse de l’ATP nécessaires à sa fonction).
Chez certaines espèces, FANCM a conservé un domaine nucléase ERCC4 (Meetei et al.
2005), mais même lorsqu’il est présent, ce domaine a apparemment perdu la possibilité
de cliver l’ADN par mutation (chez l’Homme, Ciccia et al. 2007 ; Whitby 2010). Ses
substrats, in vitro, sont principalement des intermédiaires ADN à 3 ou 4 branches (fourche
de réplication, D-loop, jonction de Holliday) et son activité hélicase lui permet de faire
migrer les branches des jonctions de Holliday et de dissocier les D-loop (détaillé dans
Whitby 2010).

La fonction de FANCM au sein de la voie FA est primordiale : l’inactivation de la
protéine induit une réduction de l’ubiquitination de FANCD2 (Singh et al. 2009) et le
complexe principal n’est plus capable de se lier à la chromatine (Kim et al. 2008). FANCM
est capable de se lier à la chromatine grâce à ses cofacteurs (voir 4.2.1.2) et interagit avec
HCLK2, un interactant d’ATR (Collis et al. 2008). FANCM pourrait donc agir comme
un senseur des fourches de réplications bloquées, puis recruter à la fois ATR et le complexe
FA. De façon paradoxale, la mutation de FANCM est capable d’atténuer les e�ets des
mutations dans FANCA (Kim et al. 2008). Ces résultats impliquent que, une fois que
FANCM est recruté, la réparation est engagée dans la voie FA, et que la mutation FANCM
permet de lever cet engagement et de faire appel à d’autres mécanismes de réparation.

Au-delà de son rôle dans la voie FA, FANCM présente un rôle anti-crossover dans les
cellules somatiques : les cellules mutées pour FANCM présentent une augmentation des
échanges entre chromatides sœurs (sister chromatid exchange, SCE) et de la formation de
CO entre chromosomes homologues (Prakash et al. 2009 ; Rosado et al. 2009). Il a été
montré que FANCM pouvait notamment dissoudre les D-loops pour empêcher la formation
des doubles jonctions de Holliday, et ainsi renvoyer les intermédiaires de recombinaison



74 Introduction - La voie FA

vers la voie SDSA (Prakash et al. 2009).

4.2.1.2 FAPP24, MHF1 et MHF2, des cofacteurs de FANCM

En dehors des protéines FANC, de nouveaux composants du complexe principal ont
été découverts lors de l’immunoprécipitation des partenaires de FANCM. Le premier fut
FAAP24 (FA associated protein of 24kDa)(Ciccia et al. 2007). La précipitation réci-
proque, en prenant FAAP24 comme appât, montre que FAAP24 s’associe avec le com-
plexe principal de la voie FA (FANCA, FANCB, FANCG et FANCL). La déplétion de
FAAP24 induit une diminution du nombre de foyers FANCD2 et des instabilités chromo-
somiques dans les cellules traitées à la MMC. Des expériences de retard sur gel montrent
que FAAP24 a une préférence pour l’ADN simple brin. FANCM seul ne lie que peu for-
tement l’ADN, mais en complexe avec FAAP24, son a�nité pour l’ADN simple brin est
fortement augmentée.

De la même façon, en prenant FANCM comme protéine appât, la filtration sur gel
suivie par de la spectrométrie de masse a permis l’identification de MHF1 et MHF2 (Singh
et al. 2010 ; Yan et al. 2010). MHF1 et MHF2 sont deux petites protéines (16kDa et 10kDa
respectivement) qui s’associent en hétéro-oligomère indépendamment du complexe FA
(Wang et al. 2013 ; Yan et al. 2010). MHF1 interagit directement avec FANCM (Singh
et al. 2010) et permet l’assemblage d’un sous-complexe comportant les trois protéines
FANCM-MHF1-MHF2. Les MHFs ont une grande a�nité pour l’ADN double brin et
pour les structures branchées (Zhao et al. 2013) et les MHF seraient indispensables au
chargement de FANCM sur les fourches de réplications bloquées (Yan et al. 2010). MHF1-
MHF2 et FANCM interviennent dans la même voie, à la fois pour l’induction de la voie
FA (ubiquitination de FANCD2) et pour la limitation des SCEs (Yan et al. 2010).

4.2.2 Le complexe FA-ID, FAN1 et les partenaires en aval

Le complexe FA-ID est composé des deux protéines FANCD2 et FANCI. Ces deux
protéines semblent être des activateurs réciproques l’une de l’autre, la déplétion de l’une
entraînant une diminution de l’ubiquitination de l’autre (Smogorzewska et al. 2007).
Les deux protéines sont ubiquitinées par le complexe principal (Meetei et al. 2003). Le
rôle de ces protéines et de leur ubiquitination n’est pas encore clair. Il a été proposé que
FAN1 pourrait interagir avec FANCD2 ubiquitiné pour résoudre les ICL (Kratz et al.
2010 ; Liu et al. 2010 ; MacKay et al. 2010 ; Smogorzewska et al. 2010) en incisant le
brin d’ADN pour procéder à l’excision des paires de bases liées de façon covalente (voir
notamment le shéma interprétatif de Smogorzewska et collègues). Il a aussi été montré
que FANCD2 pouvait interagir avec des protéines de la voie de recombinaison homologue
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BRCA1, BRCA2, RAD51 (Kee et al. 2010). De plus, les partenaires en aval de FANCD2
et FANCI sont des protéines de la machinerie de recombinaison homologue : BRAC2 est
aussi appelé FANCD1 ; PALB2, qui régule BRCA2, a été renommé FANCN ; RAD51C
est FANCO.

4.3 Indications pour de nombreux sous-complexes in-
dépendants de la voie FA

Les expériences d’immunoprécipitation des di�érentes protéines ont permis de mon-
trer que les di�érents partenaires de la voie pouvaient être impliqués dans plusieurs sous-
complexes plus ou moins indépendants de la voie FA per se. Notamment, FAAP100 peut
être purifié en interaction avec FANCB et FANCL indépendamment du complexe prin-
cipal, mais FAAP100 est aussi impliqué dans la voie FA puisque sa mutation entraîne
une diminution de l’ubiquitination de FANCD2 (Ling et al. 2007). Des observations simi-
laires peuvent être faites pour FANCA avec FAAP20 (Leung et al. 2012), avec BRCA1
(Garcia-Higuera et al. 2001), et avec FANCL (Medhurst et al. 2006) ; FANCM avec
MHF1-MHF2 (Singh et al. 2010 ; Yan et al. 2010) et avec FAAP24 (Ciccia et al. 2007) ;
FANCG avec ERCC1, FANCF et FANCA (Wang et al. 2010a) ainsi qu’avec FANCD1,
FANCD2 et XRCC3 (Wilson et al. 2008). Ces observations in vitro n’ont pour la majo-
rité pas été confirmées in vivo, mais il peut être intéressant de considérer que ces protéines
peuvent avoir accumulé des fonctions di�érentes au cours de l’évolution, et que ces sous-
complexes soient le reflet de nouveaux rôles biologiquement importants pour la vie de la
cellule et de l’organisme indépendamment de la voie FA.

4.4 Implication des protéines Fanconi en méiose
Les liens entre voie FA et méiose sont ténus. Le rapprochement est pourtant attrayant :

comme décrit en 2.1, la recombinaison est initiée par la formation de cassures double brins,
qui doivent être réparées au cours de la prophase I. Il serait donc intéressant de savoir si
les protéines FA sont impliquées dans la recombinaison homologue méiotique ou dans la
réparation des DSB indépendamment de la HR. Les patients atteints de FA présentent
souvent des problèmes de fertilité, et les souris mutées pour les gènes FANCA, FANCC et
FANCG sont stériles (Cheng et al. 2000 ; Koomen et al. 2002 ; Whitney et al. 1996).
Aujourd’hui, on ne sait si cette stérilité provient de défauts de réparation pré-méiotique
plutôt que de défauts de méiose.

Le rôle de FANCD2 en méiose a été plus étudié, notamment chez C.elegans (Adamo
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et al. 2010). Chez cette espèce, FANCD2 semble superfétatoire pour la formation des
crossovers, mais le mutant accumule les foyers RAD51 en prophase, ce qui semblerait
indiquer un problème de réparation des DSBs et qui rappelle le phénotype du mutant
brca1. En combinaison avec les mutations dans SYP-2 (élément central du complexe sy-
naptonémal), le mutant fancd2 présente des appariements non-homologues (révélés par
FISH en diacynèse) qui sont supprimés par la mutation supplémentaire de LIG-4, une
protéine impliquée dans le NHEJ. Ces données suggèrent que FANCD2 limite les enga-
gements non-homologues d’intermédiaires de recombinaison et que ces événements non-
homologues sont créés par NHEJ. FANCD2 aurait donc un rôle de limitation du NHEJ
en méiose chez C.elegans. Chez la souris, FANCD2 et BRCA1 sont localisés sur les parties
non synapsées de l’axe des chromosomes sexuels dans les spermatocytes au stade zygotène
(Garcia-Higuera et al. 2001). Il est donc possible que FANCD2 régule le déroulement
de la méiose et de la recombinaison des chromosomes sexuels chez la souris.



Chapitre 5

Les AAA-ATPases

L’énergie nécessaire aux réactions chimiques cellulaires est biochimiquement stockée
sous forme d’ATP (adénosine tri-phosphate) chez tous les êtres vivants (Schopf 2002).
La réaction d’hydrolyse de l’ATP en ADP (adénosine di-phosphate) est une réaction exer-
gonique et produit une énergie équivalente à 25kJ par mole (2mg d’ATP, qui correspond
à peu près à la combustion d’un gramme d’essence). Cette énergie est mobilisable par un
grand nombre d’enzymes, dont les ATPases, qui peuvent convertir cette énergie en force
(chimique, motrice, de torsion).

Les ATPases sont présentes dans tous les règnes du vivant (Frickey et al. 2004) et
ont été classées en diverses familles phylogénétiques et fonctionnelles. La famille de AAA-
ATPase est une des plus grandes et comprend des protéines impliquées dans des fonctions
cellulaires particulièrement diversifiées, d’où leur nom : ATPases Associated with various
cellular Activity (ATPases associées à diverses fonctions cellulaires). Malgré leur grande
diversité de structures et de fonctions, ces AAA-ATPases sont toutes des mécano-enzymes
qui chaperonnent d’autres protéines : elles sont impliquées dans le repliement de protéines,
la modulation d’interactions protéine-protéine, la dégradation par le protéasome ou le
désassemblage de macromolécules (Vale 2000). Parmi les AAA-ATPases, je m’attacherai
plus particulièrement à la protéine FIGDETIN-LIKE-1 (FIGL1) qui a été identifiée dans
nos cribles génétiques (Résultats).

5.1 Qu’est-ce qu’une AAA-ATPase ?

La première AAA-ATPase décrite fut PAS1, une protéine nécessaire à l’assemblage des
peroxysomes chez Saccharomyces cerevisiae (Erdmann et al. 1991). Les auteurs suggé-
rèrent alors que PAS1, qui possède des domaines très conservés, fait partie d’une nouvelle
famille d’ATPases issues d’un même ancêtre commun. Les protéines de ce groupe mo-
nophylétique ayant des fonctions décrites très diverses (contrôle de la division cellulaire,
régulation de l’expression génique chez le virus de l’immunodéficience humaine - VIH), la
notion de AAA-ATPase est née.

77
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5.1.1 Structure protéique des AAA-ATPases

Les AAA-ATPases sont une sous-famille des P-loop NTPases, qui partagent toutes
une structure quaternaire commune constituée d’une succession d’hélices – et de feuillets
— (cœur – — –) ainsi que d’un motif Walker A (GX4GK[S/T]) et Walker B (constitué de
4 acides aminés hydrophobes suivis de [D/E]) (Walker et al. 1982). Ces deux domaines
sont importants pour l’interaction et la liaison aux NTP (ATP ou GTP typiquement). La
famille des AAA+ ATPases contient les AAA canoniques, ainsi que des protéines telles
que la RuBisCO Activase, les protéines Clp et des hélicases virales (Snider et al. 2008).

Figure 5.1 – Les AAA-ATPases présentent des motifs conservés spécifiques.
Alignement du module AAA+ de quatre AAA-ATPases canoniques par T-COFFEE. Les
deux domaines Walker A et B (en rouge) ainsi que le domaine SRH (en vert) sont indiqués.
Les résidus importants sont aussi mentionnés : le doigt arginine (en rose), les domaines sen-
seurs 1 et 2 (en bleu). Les acides aminés conservés sont indiqués en pourcentage d’identité
(100% orange ; 75% jaune). Hs_VCP_P97 : Homo sapiens Valosin Containing Protein,
Mm_NSF : Mus musculus N-ethylmaleimide-sensitive factor, Ec_FtsH : Escherichia coli
ATP-dependent metalloprotease, Ce_Mei-1 : Cænorhabditis elegans microtubule severing
enzyme. Figure réalisée sur Jalview d’après Ogura et al. 2004.

Le module AAA+, qui identifie les AAA-ATPase des autres ATPases, est constitué
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des deux domaines Walker A et B ainsi que d’un domaine dit SRH (Second Region of Ho-
mology), de deux domaines senseurs de l’ATP (senseur 1 et 2) et d’un "doigt d’arginine"
(arginin finger), tous concentrés dans une région de 200 à 250 acides aminés (Figure 5.1).
Le domaine SRH n’a pas de fonction associée connue mais est un marqueur monophylé-
tique fort (Lupas et al. 2002). Il comprend le domaine senseur 1, qui contient un résidu
polaire (Thréonine, Sérine ou Histine) qui pourrait interagir avec l’ATP ou bien avec la
molécule d’eau nécessaire à l’hydrolyse (Karata et al. 1999). Le domaine senseur 2 si-
tué en aval contient un résidu arginine (R) qui interagit directement avec le groupement
phosphate de l’ATP. Le "doigt arginine" est impliqué dans l’hydrolyse de l’ATP (Johnson
2003 ; Karata et al. 1999).

5.1.2 Relation structure fonction des AAA-ATPases

La résolution des structures tridimensionnelles par cristallographie a mis en évidence
chez toutes les AAA-ATPases une structure similaire en hexamère formant un anneau
(Lupas et al. 2002) (Figure 5.2A), dont le substrat est souvent lié à plusieurs sous-unités
(Farr et al. 2000). Un des modèles d’action pour ces ATPases est qu’un changement de
conformation serait transmis au substrat qui serait alors pris comme dans un chevalet
d’écartèlement et désassemblé (Vale 2000), Figure 5.2C). Le lien entre changement de
conformation et hydrolyse de l’ATP n’est pas complètement élucidé. Il est probable que
l’hydrolyse et le relargage du groupement phosphate soit utilisé pour à la fois disloquer le
substrat et le dissocier de son site de liaison. A l’inverse, il est aussi possible que la simple
liaison à l’ATP permette le changement de conformation, et que l’hydrolyse n’intervienne
que pour le relargage du substrat (Vale 2000).

5.1.3 Des substrats très variés

La diversité des rôles biologiques des AAA-ATPases ne résident donc pas dans leur
structure commune, mais dans la possibilité d’adapter cette structure à di�érentes fonc-
tions. Si la partie C-terminale (contenant le module AAA) est conservée, la partie N-
terminale est elle très variable et présente des domaines spécifiques à chaque sous famille
d’enzymes. Ces domaines peuvent par exemple définir ou moduler une spécificité de sub-
strat. C’est le cas notamment du domaine d’interaction avec les microtubules des protéines
Katanin (Stoppin-Mellet et al. 2007). Malheureusement, ces domaines sont rarement
bien définis ou conservés en séquence primaire.

Une autre modulation d’activité a été mise en évidence notamment pour les pro-
téines Clp procaryotes. Des molécules dites adaptatrices, pouvant se lier sur un domaine
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Figure 5.2 – Les AAA-ATPases adoptent une conformation hexamèrique. A)
Vue de haut de la protéine Spastin de drosophile. Les queues C- et N- terminales sont
représentées en bleu et jaune respectivement. Les acides aminés du pore importants pour
la fonction de la protéine (sectionnement des microtubules) sont indiqués en rouge (Roll-
Mecak et al. 2008). B) Certaines AAA-ATPases s’associent pour former un tonneau, ici
la protéine chaperonne GroEl (qui permet notamment le repliement de la RuBisCO, Farr
et al. 2000 ; Shtilerman 1999). C) Modèle d’action déduit par Ronald Vale (Vale 2000).
L’hydrolyse de l’ATP permet un changement de conformation de l’ATPase (en violet) qui
est transmis à son substrat (vert). Ce substrat étant lié à plusieurs sous-unités, il est alors
soumis à une contrainte mécanique et disloqué.
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N-terminal, régulent les Clp et changer leur conformation, moduler leur cinétique enzyma-
tique, ou servir d’adaptateur à leur substrat (Mogk et al. 2004). Si la notion d’adaptateur
a été peu étendue, il peut être intéressant de faire le rapprochement avec le cas des pro-
téines Katanin et Vps4. Dans le cas des Katanin, deux sous-unités sont nécessaires à leur
fonctionnement : la sous-unité catalytique p60 qui est une AAA-ATPase hexamèrique
(Hartman et al. 1999) et la sous-unité p80 qui est importante pour la localisation de
p60 au centrosome des cellules en division et régule négativement son activité (McNally
et al. 2000). Dans le cas de Vps4, de nombreuses régulations, positives et négatives, ont
été décrites. Tout d’abord, les protéines Vps2 et Vps60 stimulent son activité enzymatique
via son domaine MIT et une tierce protéine Vta1 respectivement (AZMI et al. 2008). De
plus, il a été montré que la protéine Vps4 recombinante est essentiellement inactive, mais
que son activité d’hydrolyse de l’ATP est stimulée par la présence d’ESCRT-III, qui est
aussi son substrat (Merrill et al. 2010).

Tous ces mécanismes de régulation montrent que l’étude de l’ATPase seule ne permet
pas toujours de comprendre son rôle biologique et que l’identification des partenaires peut
être cruciale.

5.2 Phylogénie des AAA-ATPases

Les relations phylogénétiques entre les di�érentes familles d’AAA-ATPases ont été
sujettes à de nombreuses études, parfois contradictoires (Ammelburg et al. 2006 ; Iyer
et al. 2004).

La classification des AAA+ relativement aux AAA canoniques a fait débat. Il est
aujourd’hui admis que le domaine SRH est le motif commun nécessaire et su�sant pour
reconnaître une AAA-ATPase (Lupas et al. 2002), excluant notamment les RuvB et les
Clp. Au sein des AAA, six principaux clades ont été identifiés (Frickey et al. 2004,
Figure 5.3 ) :

– les metalloprotéases, dont FtsH, impliquée dans le recyclage des membranes chez
les bactéries ;

– le groupe BSC1, protéines chaperonnes mitochondriales présentent dans tous les
règnes eucaryotes ; ce clade comporte notamment la protéine Pch2 impliquée en
méiose (voir partie 5.2.2) ;

– les sous-unités 26S du protéasome, qui préparent les substrats à leur dégrada-
tion en altérant leur repliement ;

– les protéines à domaines D1, dont NSF (Figure 5.1)
– les protéines à domaine D2, similaires aux D1 ; ces deux derniers clades possèdent
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deux modules AAA ;
– le groupe dit "méiotique" contenant les protéines Fidgetin, Katanin, Spastin,

Vps4 et Msp1.

5.2.1 Le clade des AAA-ATPases dites "méiotiques"

L’appellation "méiotique" date de la première étude phylogénétique des AAA-ATPases
réalisée par Beyer 1997 car ce clade inclut la protéine MEI-1 de C.elegans impliquée
dans la formation du fuseau de division dans l’oocyte. Il regroupe en réalité des pro-
téines aux rôles aussi divers que Vps4 (transport de vésicule, Finken-Eigen et al. 1997),
Msp1 (maintenance de l’ADN mitochondrial, Pelloquin et al. 1999) ou encore Katanin
(désassemblage des microtubules, McNally et al. 1993).

Figure 5.3 – Phylogénie des AAA-ATPase d’après Frickey et al. 2004. La longueur
de chaque branche reflète la longueur de la plus grande branche du clade ; la largeur est
proportionnelle au nombre de protéines dans chaque clade.

5.2.1.1 Les protéines de désassemblage des microtubules

Parmi les AAA-ATPases du groupe "méiotique", les protéines de sectionnement par
désassemblage des microtubules ont été les plus étudiées. Trois protéines sont comprises
dans cette famille : Katanin, Spastin et Fidgetin (Figure 5.4). La première fut Katanin,
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découverte chez le Xenope et l’oursin de mer (Strongylocentrotus purpuratus) en 1993 par
Francis McNally et Ronald Vale (McNally et al. 1993). Leurs travaux sont fondateurs
à plusieurs points de vue. Non seulement McNally et Ronald identifient la première en-
zyme de désassemblage des microtubules, qu’ils nomment Katanin d’après le mot japonais
katana (sabre), mais ils en énoncent toutes les propriétés fondamentales qui seront en-
suite vérifiées chez toutes les autres espèces, à savoir : (1) Katanin est composée de deux
sous-unités (p81 et p60) qui interagissent avec un ratio stoechiométrique 1 :1 ; (2) elle
catalyse le désassemblage des microtubules en monomères de tubuline ; (3) cette activité
est dépendante de l’hydrolyse de l’ATP ; et est (4) stimulée par la présence de microtu-
bules. L’étude de mutants de Katanine chez C.elegans a montré que les mutants mei-1
présentent des défauts de fuseau de division en méiose (Clark-Maguire et al. 1994)
et que, en méiose, l’activité de katanin est essentielle à l’extrusion du premier globule
polaire chez cette espèce (McNally et al. 2006 ; Yang et al. 2003). Chez les plantes,
les mutants katanin (lue1, fra2 et botero) présentent des défauts de croissance liés à une
mauvaise orientation des microtubules dans les cellules somatiques (Bichet et al. 2001 ;
Bouquin 2003 ; Burk et al. 2001), due à une absence de détachement des microtubules
après nucléation (Zhang et al. 2013). Aucun phénotype méiotique n’a à ce jour été mis
en évidence chez les plantes (Yann Duroc et Aurélie Hurel, personal communication).

La protéine Spastin a surtout été étudiée dans un cadre clinique car sa mutation en-
traîne une paraplégie neuro-dégénérative (spastic paraplegia, Hazan et al. 1999). Spastin
a été impliquée dans le développement des neurones chez la drosophile et le poisson zèbre,
en relation avec sa fonction de désassemblage des microtubules (Sherwood et al. 2004 ;
Trotta et al. 2004 ; Wood 2006).

5.2.1.2 Fidgetin, une protéine aux multiples fonctions

La sous-famille des protéines Fidgetin comprend trois membres : Fidgetin (FIDG),
Fidgetin-like-1 (FIGL1) et Fidgetin-like-2 (FIGL2). Ces trois membres sont conservés
chez les mammifères (YANG et al. 2005) et certains autre vertébrés, mais la majorité
des eucaryotes ne semble posséder que FIGL1 (Cox et al. 2000 ; Zhang et al. 2007,
Figure 5.4). Peu de données fonctionnelles sont disponibles sur ces trois protéines.

Fidgetin tient son nom d’un mutant de souris présentant des défauts pléiotropes (pro-
blèmes de développement neuronaux, de morphogenèse du palais, . . .) associés à des dé-
fauts de comportement : les mutants remuent dans tous les sens et dodelinent de la tête.
Le mot fidget en anglais signifiant remuer, gigoter, le gène fut baptisé Fidgetin (Cox et al.
2000 ; Grüneberg 1943). Plus récemment, la protéine FIDG humaine a été démontrée
comme désassemblant les microtubules in vitro (Mukherjee et al. 2012) (Figure 5.5F),
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Figure 5.4 – Arbre phylogénétique des protéines Katanin, Spastin et Fidge-
tin réalisé par maximum de vraisemblance à partir d’un alignement en T-COFFEE sur
www.phylogeny.fr. La mise en page de l’arbre a été réalisée sur Fig Tree. At : Arabidop-
sis thaliana ; Hs : Homo sapiens ; Mm : Mus musculus ; Oc : Ostreococcus tauri ; Ce :
Caenorhabditis elegans ; Xl : Xenopus laevis ; Dr : Danio rerio ; Nb : Nosema bombicis.



85 Introduction - Les AAA-ATPases

la rapprochant fonctionnellement des protéines phylogénétiquement proches Katanin et
Spastin.

La protéine FIGL2 a été très peu étudiée, mais pourrait être une cible pour favoriser
la cicatrisation chez l’animal. Cette découverte a fait l’objet d’un dépôt de brevet (Sharp
et al. 2012) mais pas de publication. La protéine FIGL2 de souris serait nucléaire, et il
est donc peu probable qu’elle ait un rôle en relation avec les microtubules (YANG et al.
2005).

La question reste de savoir si la protéine FIGL1, seule conservée dans toutes les
branches des eucaryotes, possède une activité de déstabilisation des microtubules. Tout
d’abord, FIGL1 semble bien être une bona fide AAA-ATPase de par sa séquence protéique
(voir aussi la partie Résultats 3). De plus, la protéine FIGL1 de C.elegans, seule protéine
de la famille à avoir été purifiée et cristallisée, présente une conformation en hexamère
(Peng et al. 2013) et possède une activité ATPase (Yakushiji et al. 2004, 2006).

Chez la drosophile, FIGL1 semble avoir conservé son activité de section des microtu-
bules. Il a été montré que DmFIGL1 désassemblerait les microtubules ex vivo (dans les
cellules en culture) et serait impliquée dans la régulation du fuseau de division et de la
progression de la mitose (Zhang et al. 2007). Il a notamment été montré que DmFIGL1
était localisée aux kinétochores et stimulerait le flux de tubuline nécessaire à la migra-
tion des chromosomes lors de l’anaphase mitotique (flux de type "Pacman", Figure 5.5C,
Zhang et al. 2007).

Les microtubules sont des structures strictement cytoplasmiques. Chez C.elegans,
FIGL1 est localisée aussi bien dans le cytoplasme que dans le noyau des cellules (ex-
périences ex vivo Onitake et al. 2012, cf. Figure 5.5D, et in vivo Luke-Glaser et al.
2007), ce qui semble indiquer que CeFIGL1 pourrait avoir un rôle indépendant du cy-
tosquelette. De même, dans les cellules en interphase chez le Trypanosome, FIGL1 est
localisée dans le noyau et présente un profil ponctué (Figure 5.5E, Casanova et al.
2009). Dans les cellules en division, FIGL1 est relocalisée au niveau du fuseau de division,
indiquant que FIGL1 pourrait avoir plusieurs rôles chez cette espèce.

Des données chez la souris et l’homme ont apporté un autre éclairage sur le rôle de
FIGL1. Chez la souris, une étude s’intéressant aux déterminants génétiques du poids des
testicules de souris a révélé un QTL contenant le gène FIGL1 (L’Hôte et al. 2011). L’im-
munohistochimie de FIGL1 montre une localisation cytoplasmique péri-nucléaire dans
les spermatocytes au stade pachytène (Figure 5.5A), ce qui pourrait impliquer un rôle
méiotique de FIGL1 chez cette espèce. Au stade métaphase I, le signal apparaît autour
du fuseau de division, sans pour autant le marquer, puis disparaît dans les spermatides
(L’Hôte et al. 2011). Ces données ne sont pas incompatibles avec un rôle lié aux microtu-
bules, mais ne semblerait pas lié au fuseau de division. Chez l’Homme, FIGL1 est localisée



86 Introduction - Les AAA-ATPases

Figure 5.5 – Localisation des di�érentes protéines Fidgetin. En haut, arbre phy-
logénétique des protéines Fidgetin réalisé par maximum de vraisemblance à partir d’un
alignement en T-COFFEE sur www.phylogeny.fr. La mise en page de l’arbre a été réalisée
sur Fig Tree. En bas, données de localisation des di�érentes protéines. At : Arabidopsis
thaliana ; Hs : Homo sapiens ; Mm : Mus musculus ; Oc : Ostreococcus tauri ; Ce : Cae-
norhabditis elegans ; Xl : Xenopus laevis ; Dr : Danio rerio ; Nb : Nosema bombicis ; Trb :
Tripanosoma brucei. A : L’Hôte et al. 2011 ; B : Yuan et al. 2013 ; C : Zhang et al.
2007 ; D : Onitake et al. 2012 ; E : Casanova et al. 2009 ; F : Mukherjee et al. 2012 ;
G : YANG et al. 2005.



87 Introduction - Les AAA-ATPases

dans le noyau et interagit avec RAD51 in vivo. Dans le noyau des cellules irradiées (qui
présentent alors des cassures double-brins), FIGL1 forme des foyers qui co-localisent avec
les foyers “H2AX (Figure 5.5B, Yuan et al. 2013). La formation de ces foyers est dépen-
dante de protéines de la voie “H2AX de signalisation des cassures de l’ADN (MDC1 et
RNF8), mais ne dépend pas de RAD51, tout comme les foyers RAD51 ne semblent pas
dépendre de FIGL1. Cette localisation aux cassures de l’ADN se fait grâce à la partie
N-terminale de la protéine (120 premiers acides aminés). L’inactivation de la protéine
par shRNA induit une diminution de la viabilité des cellules comparable à celle induite
par l’inactivation de RAD51, impliquant que ces deux protéines pourraient e�ectivement
jouer dans une voie commune de réparation de l’ADN.

La liaison à RAD51 se fait via un domaine nommé FRBD (pour FIGL1’s RAD51 bin-
ding domain), conservé chez les FIGL1 de mammifères, mais aussi du xénope, du poisson
zèbre et, de façon plus surprenante, de la drosophile dont le rôle dans le désassemblage
des microtubules est avéré. Ce domaine est aussi conservé chez FIGL1 d’Arabidopsis (voir
Résultats). A l’inverse, il est absent des FIDG et FIGL2 de mammifères ce qui en fait un
bon marqueur spécifique des FIGL1. Ces données semblent indiquer que FIGL1 pourrait
être impliquée dans la recombinaison homologue dans les cellules somatiques.

Il est donc possible que FIGL1 ait plusieurs rôles conservés. Deux hypothèses s’ouvrent
alors : (1) FIGL1 avait la potentialité d’exercer plusieurs rôles chez l’ancêtre commun et
chaque espèce a recruté ces potentialités à des fins di�érentes ; (2) FIGL1 exerce ses
di�érents rôles chez toutes les espèces, aucun des deux rôles n’ayant jamais été étudié
simultanément chez la même espèce.

5.2.2 Pch2, une protéine du groupe BSC1 impliquée en méiose

Pch2 est une AAA-ATPase de la branche BSC1, et a été impliquée en méiose. PCH2
fut mise en évidence dans un crible suppresseur de la mutation zip1 chez S.cerevisiae
(San-Segundo et al. 1999). PCH2 s’associe majoritairement aux régions non synapsées
du génome au stade zygotène et il a été proposé que Pch2 contrôle la mise en place du
complexe synaptonémal, et régulerait par là même le déroulement de la recombinaison et
la formation des CO et des NCO (Börner et al. 2008 ; Joshi et al. 2009).

Sa structure tridimensionnelle a été récemment élucidée chez S.cerevisiae (Chen et al.
2014). Pch2 s’assemble en hexamère et possède une activité ATPase indispensable à son
rôle in vivo. Des expériences in vitro ont montré que Pch2 lie la protéine HOP1 (protéine
de l’axe central du SC, voir 1.2.3) et est capable de dissocier la protéine HOP1 liée à
l’ADN en présence d’ATP.

La recombinaison semble a�ectée dans les mutants pch2 de levure. Le taux de re-
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combinaison est identique au sauvage sur le petit chromosome III mais est augmenté sur
les chromosomes VII, VIII et XV (60% en moyenne), et les crossovers du mutant sont
dépendants à la fois de MSH5 et de MUS81 (Zanders et al. 2009). Les auteurs concluent
aussi que le mutant pch2 aurait un défaut d’interférence, mais ce défaut ne semble se pré-
senter que sur une minorité des loci étudiés. Des mesure de L

C

oC ont d’ailleur démontré
que cette protéine n’était pas impliquée dans le phénomène d’interférence (Zhang et al.
2014b). La mutation de PCH2 entraîne une augmentation du nombre d’invasions simple
brin (SEI) et de dHj (sur la sœur et l’homologue), mais pas à un nombre plus important
de CO dans une étude sur un autre hotspot de CO (Börner et al. 2008). Ces résultats
ont été interprétés comme un défaut de turnover des intermédiaires de recombinaison,
mais pourraient être vus comme une augmentation de la formation des dHj menant à
l’augmentation du nombre de NCO observée. L’ensemble de ces données, bien qu’elles im-
pliquent PCH2 dans la recombinaison méiotique, ne permet pas de définir un rôle précis
de cette protéine dans la régulation de la recombinaison.

En conclusion, l’ensemble de ces données montre que les AAA-ATPases sont capables
de dissocier des complexes protéiques divers, des microtubules au complexe synaptonémal,
de façon ordonnée et spécifique. Leur implication dans des fonctions aussi diverses que le
transport de vésicules et le développement des neurones en font des protéines centrales
dans la vie d’une cellule, quand bien même la caractérisation précise de leur rôle est encore
souvent parcellaire.
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Le constat que le nombre d’événements de CO est contraint chez un grand nombre
d’espèces pose immédiatement la question : comment cette contrainte est mise en place et
quels en sont les déterminants génétiques ? Pour répondre à cette question, une approche
par crible génétique directe a été mise en place au sein de l’équipe Méiose et Recombinaison
de l’Institut Jean-Pierre Bourgin de l’INRA de Versailles. Ces cribles ont pour but d’isoler
et d’identifier les gènes et les protéines qui pourraient avoir une activité anti-crossover, et
d’en étudier le mode d’action pour mettre en évidence les di�érentes voies de régulation.

Les mécanismes de la recombinaison homologue somatiques et méiotiques font appel
à de nombreuses protéines communes. Les cribles de génétique directe sont une façon
élégante de mettre en évidence de nouveaux gènes spécifiquement impliqués dans les
phénomènes qui nous intéresse, ici la régulation des événements de recombinaison. C’est
cette approche qui a été favorisée lors des travaux présentés ci-après. Ces cribles peuvent
mener à l’identification de protéines déjà connues pour avoir un rôle dans la recombinaison
ou la réparation de l’ADN, comme ce fût le cas pour FANCM (page 92) et MHF1-MHF2
(page 117). Ces cribles sans a priori peuvent aussi identifier de nouveaux acteurs qui
n’avaient pas été précédemment impliqués dans ces mécanismes, comme ce fut le cas pour
FIGL1 (page 153).

Depuis maintenant une vingtaine d’année, des cribles de génétique directe visant à
identifier des mutants présentant des défauts méiotiques ont permis de mettre en évi-
dence un grand nombre d’acteurs de la recombinaison méiotique et plus largement de la
régulation de la méiose (Mercier et al. 2008). Ces cribles sont basés sur un critère de
stérilité, partielle ou complète, qui chez Arabidopsis thaliana est facilement observable
grâce à la diminution de la longueur des fruits. C’est notamment le cas des mutants

À l’inverse, des mutations dans des gènes codant des protéines anti-CO pourraient
permettre d’augmenter le nombre de CO par méiose mais ne mèneraient pas à un phéno-
type macroscopique particulier et ne seraient donc pas détectables par des cribles directs
simples. Pour identifier de telles mutations, l’idée fut alors de mener des cribles en partant
d’un mutant présentant un défaut de formation de crossover et donc quasi-stérile, puis en
recherchant des mutants suppresseurs restaurant la longueur de fruits, en partant du prin-
cipe que la mutation d’un gène "anti-CO" devrait rétablir un niveau de CO su�sant pour
restaurer la ségrégation des chromosomes en meiose I et donc la fertilité d’un tel mutant.
Ce crible est donc basé sur la même technique de détection, la longueur des fruits, mais
il s’agit ici de cribler au sein d’une population de plantes stériles, les quelques plantes
fertiles suppresseur. Ces cribles suppresseurs sont réalisables à deux conditions : (i) le
mutant homozygote de départ doit pouvoir fournir des graines pour la mutagenèse et ne
doit donc pas être complètement stérile (les mutants qui présentent de la fragmentation
chromosomique sont donc à exclure) ; (ii) ce mutant doit cependant être su�samment
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Table 1 – Bilan des cribles zmm

Gènes zip4 hei10 msh5 shoc1 msh4 (Ler) Total
Nombre de li-
gnées criblées

2000 2000 1000 1000 1000 7000

FANCM 5 5 5 8 6 29
MHF2 1 2 0 0 0 3
FIGL1 2 4 3 3 2 14
En cours d’iden-
tification

0 8 0 1 8 17

Total 8 19 8 12 17 64

a�ecté pour qu’il soit clairement di�érent d’un sauvage et qu’une augmentation de la
fertilité puisse être facilement détectée sur le longueur des fruits.

Cinq cribles ont été lancés sur cette idée, visant à la suppression de la quasi-stérilité de
mutants zmm : zip4, msh4, msh5, shoc1 et hei10. Ils ont permis d’isoler une soixantaine
de suppresseurs sur 7000 lignées criblées (Table II).

Lorsque j’ai intégré l’équipe Méiose et Recombinaison, un premier crible avait déjà été
lancé, huit suppresseurs avaient été isolés et répartis en trois groupes de complémentation.
J’ai pu participer au projet de caractérisation du premier suppresseur, fancm, ce qui m’a
valu une place de deuxième auteur sur la publication associée, publiée dans le journal
Science (Crismani et al. 2012). J’ai ensuite cartographié et identifié les deux autres
suppresseurs : mhf2 et figl1. Le projet autour de MHF2 et la voie Fanconi a été mené
de front par W. Crismani et moi-même, et a été valorisé par une publication dans le
journal Nucleic Acids Research en co-premier auteur (Girard et al. 2014, sous presse).
Mon temps de recherche a donc principalement été dévoué au projet autour du mutant
figl1, que j’ai identifié et caractérisé (manuscrit en cours de préparation). Parallèlement,
d’autres cribles suppresseurs ont été menés et ont permis l’identification d’autres allèles
de fancm, mhf2 et figl1. Un crible contre msh4 en fond Landsberg a notamment permis
l’identification de nouveaux allèles dans un fond génétique di�érent et de pouvoir ainsi
obtenir des cartes génétiques.

L’ensemble de ces projets ont permis de mettre en évidence deux voies de régulation
de la formation des crossovers en méiose chez Arabidopsis.



Chapitre 1

FANCM, un régulateur majeur de la
formation des crossovers méiotiques

1.1 Introduction et Résumé

Le premier suppresseur étudié porte une mutation dans le gène FANCM. FANCM est
une hélicase impliquée dans la stabilité du génome et connue pour supprimer la formation
des CO dans les cellules somatiques (Prakash et al. 2009 ; Rosado et al. 2009, voir
aussi Introduction 4.2.1.1).

L’inactivation de FANCM est capable de restaurer le niveau de fertilité de tous les zmm
testés (zip4, msh4, msh5, shoc1 et hei10 ), et entraine une augmentation d’un facteur 3 du
nombre de CO par rapport au sauvage, mesurée sur huit intervalles répartis sur quatre des
cinq chromosomes d’Arabidopsis thaliana. FANCM est donc une protéine anti-crossover
majeure chez le sauvage. Les CO observés chez le mutant fancm dépendent de la formation
des cassures catalysées par SPO11, mais ne proviennent pas d’un excès de cassures, comme
le suggère le nombre inchangé de foyers DMC1 par rapport au sauvage. Ces extra-CO sont
aussi dépendants des étapes précoces d’invasion simple brin et formation de la D-loop
(catalysées par DMC1).

Ces extra-CO ne sont pas dépendants des protéines ZMM : fancm est capable de
supprimer la semi-stérilité de tous les mutants zmm testés, et les extra-CO ne sont pas
marqués par MLH1, un marqueur des CO de voie I. Ces données suggèrent que les extra-
CO formés dans le mutant fancm sont dépendants de la voie II. Pour appuyer cette
suggestion, l’interférence n’est plus détectable chez le mutant, suggérant que les extra-
CO ne sont pas interférents. De plus, MUS81 devient essentiel à la réparation des DSB
dans un fond fancm, comme indiqué par la fragmentation chromosomique présent chez
le double mutant fancm mus81. Ce double mutant présente des défauts de croissance et
de développement, ce qui indique que la protéine FANCM serait aussi impliquée dans la
réparation de l’ADN dans les cellules somatiques. Chez Arabidopsis, le mutant rad51 ne
présente pas de défaut de croissance (Li et al. 2004), mais est plus sensibles aux agents
génotoxiques que le sauvage (Bleuyard et al. 2004). RAD51 est important pour les
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étapes précoces de la recombinaison homologue (HR) somatique et méiotique, mais ne
semble pas absolument requis pour le développement de la plante en conditions normales.
Les défauts de croissance du mutant fancm mus81 sont supprimés en fond rad51, montrant
que la réparation de l’ADN dépendante de FANCM, tout comme celle dépendante de
MUS81, dépend des étapes précoces de la HR.

La découverte de fancm comme suppresseur des zmm valide donc les cribles mis en
place. L’ensemble de ces données indique que FANCM est un régulateur majeur de la
formation des CO méiotiques chez le sauvage. FANCM limite la formation des CO dépen-
dants de MUS81, une voie responsable pour la formation de 15% des CO chez Arabidopsis
thaliana. FANCM est capable de dissoudre in vitro des intermédiaires de recombinaison
précoces, les D-loop (Prakash et al. 2009). Nous faisons l’hypothèse que FANCM ac-
complirait son rôle anti-CO en dissociant les intermédiaires de type D-loop, et enverrait
ces intermédiaires dissociés vers la voie SDSA de formation des NCO.

Chez S.pombe, il a été montré que FML1, l’orthologue de FANCM, dirigerait aussi les
intermédiaires de recombinaison vers la formation des NCO. Ces travaux ont été publiés
dans la même édition du journal Science (Lorenz et al. 2012).

1.2 Article 1 : FANCM limits meiotic crossovers
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Abstract: The number of meiotic crossovers (CO) is tightly regulated within a narrow range, 

despite a large excess of molecular precursors. The factors that limit CO remain largely 

unknown. Here, using a genetic screen in Arabidopsis thaliana, we identified the highly 

conserved FANCM helicase, which is required for genome stability in humans and yeasts, as a 

major factor limiting meiotic CO formation. The fancm mutant has a three-fold increased CO 

frequency compared to wild-type. These extra COs do not arise from the pathway which 

accounts for most of the COs in wild-type, but from an alternate normally minor pathway. Thus, 

FANCM is a key factor imposing an upper limit on the number of meiotic crossovers and its 

manipulation holds significant promise for plant breeding. 

 

One Sentence Summary: A helicase imposes an upper limit on the number of meiotic 

crossovers, by limiting a normally minor crossover pathway. 
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Main Text:  

Meiotic crossovers (COs) are necessary for balanced chromosome segregation.  Recombination 

is initiated during meiosis by double strand break (DSB) formation, whose repair can give COs 

and non-crossovers (NCOs) (1). Two pathways to CO formation are known: Class I CO 

formation is subject to positive CO interference where one CO reduces the probability of another 

nearby CO (2) and depends on a group of proteins called ZMMs in addition to MLH1 and 

MLH3; and class II COs that depend on MUS81 and EME1/MMS4 and which are not subject to 

interference (1). Mammals, budding yeast and Arabidopsis thaliana have both classes of COs but 

some organisms have only one or the other (2). Factors that limit meiotic CO number must exist 

because DSB largely outnumber COs (e.g 230 vs ~10 in Arabidopsis Col-0 (3)). To identify 

meiotic anti-CO factors, we designed a screen based on the idea that mutations which increase 

CO frequency, will restore the fertility of CO-defective mutants. Arabidopsis zmm mutants, 

including zip4, have a lack of meiotic CO, causing missegregation of homologues and thus 

reduced fertility leading to shorter fruit that can be visually discriminated from wild-type (3) 

(Figure 1). Arabidopsis zip4 mutants still produce enough seeds, via random chromosome 

segregation, to perform a screen.  zip4-2 seeds  were mutated with EMS and these developed into 

plants indistinguishable from zip4. However among ~2000 families obtained by self-fertilization, 

8 lines segregated plants with increased fertility. The causal mutations were single locus, 

recessive and fell into three complementation groups. The first complementation group contained 

five lines and was further studied here (table S1). Mapping and whole genome sequencing of one 

suppressor (zip4(s)1) identified a missense mutation in the gene At1g35530 as the potential 

causal mutation (figure 2, figure S2, table S1). At1g35530 is the single Arabidopsis homologue 

of the human Fanconi Anemia Complementation Group M (FANCM) (figure S2). FANCM is 



Fig. 1. A screen for genes that limit COs
Wild-type plants have long fruit (A) and !ve bivalents at metaphase I (B), 
whereas zip4 mutants have short fruit (C) and predominantly univalents at 
metaphase I (D). Suppressors of zip4 were identi!ed based on increased fruit 
length (e), and con!rmed to have increased bivalent formation (e). A, C, E 
scale bar = 5 cm. B, D, F scale bar = 5 μm.
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involved in genome stability in various eukaryotes but has no known meiotic function (4, 5). 

Mutations in FANCM were found in the four other allelic suppressors and the suppressor 

phenotype was recapitulated using a T-DNA insertion in FANCM (N620621). Three more allelic 

mutations in FANCM were identified in similar ongoing zmm screens (shoc1 and msh5) (figure 

2, figure S2). The identified mutations resulted in amino acid changes, all in well conserved 

residues of the helicase domain or in splicing sites (figure 2a, figure S2). The single fancm 

mutants were indistinguishable from wild-type in terms of growth and fertility (seeds per fruit: 

wild-type=66.3±7.8, zip4=2.7±1.7, fancm-1 zip4=44±8.4, fancm-1=65.6±6.5). 

In wild-type, each pair of homologous chromosomes is invariably linked by a minimum of one 

chiasma, the cytological manifestation of meiotic CO, resulting in five bivalents at metaphase I. 

In zip4, msh5 or shoc1 only ~1.5 bivalents form, leaving the ~3.5 remaining pairs of homologues 

as univalents (figure 1 and 2b). In contrast, we see a large increase of bivalent formation in all 

the suppressors (figure 2b), ranging from an average of 4.5 bivalents per cell, to essentially 

indistinguishable from wild-type. A large increase in bivalent formation was also observed in 

female meiosis in fancm-1 ( figure S3) and fancm-5 (not shown). In contrast, fancm-1 did not 

restore chiasma formation of spo11-1 or dmc1 (figure 2), showing that chiasmata arising in 

fancm do not depend on ZMM but depend on DSBs catalyzed by SPO11-1 and strand invasion 

on the homologue. We then labeled chromosomes using FISH and examined the shape of 

metaphase I bivalents (figure S4). This technique determines if there is zero or at least one 

chiasma on each chromosome arm. zip4 had a majority of chromosomes with neither arm 

receiving a chiasma,  while wild-type, fancm-1 zip4 and fancm-1 had a majority of chromosomes 

with both arms receiving at least one chiasma (table S2). This confirms that chiasma frequency 

largely increased genome wide when mutating fancm in zip4, to a level approaching the upper 
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Fig. 2. FANCM mutations restore bivalent formation in zmm mutants
(A) The FANCM protein with identi!ed mutations indicated as arrows 
(table S1). The open triangle indicates the position of the fancm-9 T-DNA 
insertion).
(B) Average number of bivalents (blue) and pairs of univalents (red) per 
male meiocyte. Number of cells analyzed is indicated in brackets.
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limit of chiasma number that can intrinsically be detected with this technique. Recombination 

was therefore measured on a series of genetic intervals using tetrad-based analysis of 

fluorescent-tagged lines (FTLs) (6, 7) (figure 3, table S3). Recombination was decreased in all 

intervals by a factor of two to three in zip4 compared to wild-type, consistent with previous 

findings (3). In zip4 fancm-1 the genetic distance in the same intervals was greatly increased, by 

a factor of 1.9 to 3.1 compared to wild-type (p<10-5). This confirms that the FANCM mutation 

not only restores CO formation in the absence of ZIP4, but also, boosts CO frequency far above 

wild-type. In fancm-1 (with a functional ZIP4), recombination was increased even more than in 

fancm-1 zip4 by an average of 12% (p<0.05 on 3 individual intervals among 6). Thus, when 

comparing fancm-1 to wild-type, the genetic distance was massively increased in all eight 

intervals tested,  by a factor ranging from 2 to 3.6 (p<10-8), which highlights the importance of 

FANCM in placing an upper limit on CO frequency. The difference in CO frequency between 

fancm-1 and fancm-1 zip4 is rather limited compared to the difference between fancm-1 zip4 and 

wild-type, suggesting that the frequency of ZMM COs is not increased by the absence of 

FANCM. This was further supported by the result that the number of MLH1 foci, a marker of 

ZMM-dependent chiasmata (8), was identical in wild-type and fancm-1 (11.8 (n=38) and 11.5 

(n=49), p=0.5) (figure 4a and 4b). Furthermore, the chiasmata observed in fancm-1 zip4 are not 

marked by MLH1 (figure 4c).  In addition, the number DMC1 foci is unchanged in fancm-1 

(222±52, n=16) compared to wild-type (215±37, n=14, figure S5)(3). We cannot exclude that 

mutation of FANCM does not also increase DSB, although the unchanged number of DMC1 foci 

does not support this.  

If the extra COs produced in the absence of FANCM arise through a non-ZMM pathway, 

as suggested by the above data, they should be insensitive to interference (2, 9). We measured 
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interference between adjacent intervals (tables S4 and S5) using the interference ratio (6, 7) 

(table S4), which indicated strong interference in each four pairs of intervals in wild type 

(p<3.10-4). In contrast, in fancm and fancm zip4 these ratios were not different from 1 (no 

interference), but were different from the wild-type ratios (p<9.10-3), indicating an absence of 

interference (table S4). Interference was also measured within each interval by calculating the 

Non Parental Ditype ratio (10), which confirmed the absence of interference in fancm zip4 (table 

S5). 

The extra COs arising in fancm are independent of ZIP4, not marked by MLH1 and not 

sensitive to interference. These characteristics are reminiscent of MUS81-dependent COs which 

are relatively minor in wild-type (11, 12). Therefore we tested whether the extra COs were 

MUS81-dependent, by introducing the mus81 mutation into fancm zip4. Notably, fancm mus81 

or fancm mus81 zip4 mutants have a strong growth defect. The fancm mus81 growth defect was 

suppressed by mutating rad51 (figure 4D-I). This suggests that MUS81 and FANCM have 

redundant roles in homologous recombination during somatic DNA repair.  

Despite the growth defect, meiocytes could be obtained from fancm zip4 mus81 and 

fancm mus81 plants. While meiosis appears normal in the double fancm zip4  or single mus81 

(figure 1F, figure S7) the triple mutation leads to a meiotic catastrophe showing an absence of 

bivalents at metaphase I and chromosome fragmentation at anaphase I (figure 4J), further 

arguing that the extra CO appearing in the fancm mutant, are MUS81-dependent.  

In the fancm mus81 double mutant, with a functional ZIP4, the chromosome 

fragmentation defect was still present at anaphase I (figure 4K), suggesting that the ZMM 

pathway cannot repair recombination intermediates that accumulate in the absence of both 

MUS81 and FANCM. However, in fancm mus81, unlike in fancm zip4 mus81, structures 



Fig. 4. fancm extra COs are MUS81-dependent
(A-C) MLH1 immunolocalization at diakinesis. (A) wild-type  (B) fancm-1 
(C) fancm-1 zip4. (D-I) Analysis of the fancm mus81 synthetic growth 
defect. (D) wild-type. (E) fancm mus81. (F)  fancm mus81 rad51 (G) fancm 
(H) mus81 (I) rad51. (J-L) Meiotic chromosome spreads. (J) fancm-1 zip4 
mus81 with chromosome fragmentation. (K, L) fancm-1 mus81 showing 
chromosome fragmentation at anaphase I and !ve bivalent-like struc-
tures at metaphase I, respectively. Scale bars=10µm.
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resembling bivalents were seen at metaphase I, before fragmentation appeared at anaphase I, 

suggesting the formation of chiasmata (figure 4l). In addition, a wild-type number of MLH1 foci 

(8) were observed at diplotene (9.9±2.1, n=33) and diakinesis (9.6±1.8, n=14) (figure S6), 

suggesting that the formation of ZMM-dependent CO is indifferent to the defective MUS81 

FANCM pathways.  

In mitotic cells, budding and fission yeast orthologs of the FANCM helicase, Mph1 and Fml1 

respectively, have been shown to unwind displacement loops (D-loops) in NCO pathways and 

thus to be a somatic CO suppressor (13, 14). FANCM helicases biochemical properties are likely 

similar at mitosis and meiosis. We suggest that FANCM is able to process meiotic DSB repair 

intermediates, possibly D-loops, driving them towards NCO resolution (or sister chromatid 

events) (Figure S1). In the absence of FANCM, MUS81 is able to repair these intermediates as 

interference-insensitive COs, while ZMMs cannot process these intermediates as CO. This 

implies that recombination intermediates on which FANCM can act are distinct from the 

intermediates that ZMMs converts to COs, supporting an early commitment of intermediates 

towards the ZMM or MUS81 pathways (9). To date, only two other meiotic anti-CO factors have 

been described (1), R-TEL in C.elegans (15) and Sgs1 in budding yeast (16, 17). Thus anti-CO 

factors identified so far are helicases, raising the possibility that different helicases are used in 

various organisms to prevent excessive CO. Additionally, our findings show that, while most 

eukaryotes have only one to three COs per chromosome on average, CO number can be largely 

increased without obvious negative phenotypic effects, suggesting that COs are naturally 

constrained below their possible maximum. This finding supports the idea that crossover 

frequency is maintained by natural selection at a specific equilibrium between the long-term 

advantages and costs of recombination (18). Finally, the hyper-recombination provoked by 
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fancm mutation could be of great interest for crop improvement, that relies on the production of 

new allele combinations through meiotic recombination whose frequency is a limiting factor 

(19). 
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Materials and Methods 
 
Genetic material 
The lines used in this study were zip4-1(EJD21), zip4-2 (N568052) (1), shoc1-1 
(N557589)(22), msh5-2 (N526553)(23), mus81-2 (N607515)(12), spo11-1-3 (N646172) 
(24), dmc1-3 (N871769), fancm-9 (N620621), rad51-1(25). 
 
EMS Mutagenesis and mutation identification 
 Incubate seeds for 17 hours at room temperature in 5mL of 0.3% (v/v) EMS.  Neutralize 
by adding 5mL of sodium thiosulfate 1M for 5min and subsequently add 3mL of water to 
make the seeds sink. Remove the supernatant and wash 3 times for 20 minutes with 
15mL of water. Sow the seeds in soil. The genetic analysis of each suppressor was 
performed by back-crossing them with the corresponding zmm mutant. In each case the 
segregation of the F2 population fit with a single-locus recessive mutation.  zip4 
suppressors were crossed together to test allelism. msh5 fancm-1 and shoc1 fancm-1 
plants were constructed to test allelism with msh5 and shoc1 suppressors, respectively. 
Mapping zip4(s)1 using a zip4 mutant in another background (EJD21), identified a region 
of 7.17 Mb (10.86 Mb (ATHS0392) - 18.03Mb (MSAT1.72)) which contained the 
zip4(s)1 mutation. In parallel, the genomic DNA (26) of a double homozygous zip4(s)1 
zip4 was sequenced (Illumina®, Macrogen, South Korea). A list of SNPs were generated 
compared to the reference genome of Arabidopsis thaliana (cultivar Columbia). A SNP, 
G to A conversion, was identified at position 13092696 on chromosome 1 in the gene 
At1g35530. Mutations in At1g35530 were also found in all the allelic suppressors (Table 
S1). zip4(s)1 was back-crossed 3 times prior to phenotypic analysis. 
 
Cytology 
Meiotic chromosome spreads have been performed as described previously (27). The 
FISH technique was performed according to (28). Immunolocalisations  were performed 
as described previously (8, 29). Female meiotic cells were observed as previously 
described (30). 
 
Recombination analyses 
Collection of the FTL (Fluorescent Tagged Lines) data, calculation of genetic distances 
(Perkins equation (21)), strength of inter-interval interference (interference ratio) and 
statistical analyses have been performed according to Berchowitz & Copenhaver (6, 7). 
Strength of intra-interval interference (NPD ratio) has been calculated according to Stahl 
2008 (10). Calculations have been performed based on Stahl Lab Online tools 
(http://www.molbio.uoregon.edu/~fstahl/). 
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Fig. S1. Summary of the main results: FANCM limits MUS81-dependent CO. 
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fancm-7 splicing     fancm-9 T-DNA  fancm-5 G>R 
        

                     
            ..|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Homo sapiens                 [1-75] FCTSAGALWIYPTNCP-VRDYQLHISRAALFCNTLVCLPTGLGKTFIAAVVMYNFYRWFPSGK 136 
Xenopus laevis              [1-177]FDLAAGSLWIYPTNYP-LRDYQFNISYTALLQNTLVCLPTGLGKTFIAAVVMYNFYRWYPSGK 238 
Danio rerio                 [1-61] FDYSAGRVWIYPTNLP-LREYQLRVCEAALLQNTLVCLPTGLGKTFIASVLMYNYYRWFPAGK 122 
Arabidopis thaliana         [1-99] IDPEAAKTWIYPGFVP-LRDYQFAITKTALFSNTLVALPTGLGKTLIAAVVMYNYFRWFPQGK 160 
Oryza sativa                [1-162 LDHEAARTWIYPTNVQ-VREYQKKFVEKALFTNTLVALPTGLGKTFIAAVVMYNYFRWFPEGK 223 
Physcomitrella patens       [1-51] IDYTTASTWIYPANIP-YREYQFNITKTALFSNTLVSLPTGLGKTLIAAVVMYNYFRWFPTGK 112 
Schizosaccharomyces pombe   [1-57] LDESAAQQWVYPINVS-FRDYQFNIVQKALFENVLVALPTGLGKTFIAAVVMMNYLRWFPKSY 118 
Sordaria macroscopra        [1-142 IDLEEMKTWVYPMNLGPIRDYQFSIVKNGLFNNTLVALPTGLGKTFIAATIMLNYIRWTKTAK 204 
Saccharomyces cerevisiae    [1-71] LDYDALSFYVYPTNYE-VRDYQYTIVHKSLFQNTLCAIPTGMGKTFIASTVMLNYFRWTKKAK 132 
Drosophila melanogaster     [1-42] FDMATGHNWIYPNNLP-LRSYQQTIVQSALFKNTLVVLPTGLGKTFIAAVVMYNFYRWYPKGK 103 
 
 

 
             
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Hs  VVFMAPTKPLVTQQIEACYQVMGIPQSHMAEMTGSTQASTRKEIWCSKRVLFLTPQVMVNDLSRGACPA----AEIKCLVIDEAHKALGNYAYCQVVRELVKYTNHFRILALSATPGSDI 252 
Xl  IVFMAPTKPLVAQQIEACFRVMGIPQGHMAEMTGSTQAQNRKNIWETHRVFFLTPQVMVNDLTRGACPA----LEIKCLVIDEAHKALGNHAYCQVVRELTNYTNQFRILALSATPGGDT 354 
Dr  IVFMAPTKPLVAQQIEACYRVMGIPQEHTAELTGSTAAPQRRSLWSSRRVFFLTP-------------------PDRCVVIDEAHKATGNHAYCQVIRELRKQTPQFRVLALSATPGGDV 223 
At  IVFAAPSRPLVMQQIEACHNIVGIPQEWTIDLTGQTCPSKRAFLWKSKRVFFVTPQVLEKDIQSGTCLT----NYLVCLVIDEAHRALGNYSYCVVVRELMAVPIQLRILALTATPGSKT 276 
Os  IVFTAPTRPLVTQQIEACHNTVGIPQEWTIDLKGNLSPSKRSCFWKSKRVFFVTPQVLQNDIQSGICMV----NQLVCLVIDEAHRASRNYAYCVVVRELEAARVPLRILALTATPGSKQ 339 
Pp  IVFTAPSRPLVMQQIEACHNIMGIPQEMAIDMTGQMSPPQRAEEWRSRRVFYVTPQCLEKDIQSGTCPV----NDIVCLVVDEAHRATGNFSYCVVTRELLARNIKFRILALTATPGSKQ 228 
Sp  IVFMAPTKPLVTQQMEACYKITGIPKSQTAELSGHVPVTTRNQYYQSRNVFFVTPQTILNDIKHGICDR----TRISCLVIDEAHRSTGNYAYVEVVHLLSLSNKNFRILALSATPGNKL 234 
Sm  AVFVAPTKPLASQQVQACLSIAGIPRSQATLLTGETPPVLREDEWATKRLFFMTPQTLMNDLSKGYADP----KSIVLLVIDEAHRATGDYAYVKVVEFLRRFSKSFRILALTATPGSSL 320 
Sc  IIFTAPTRPLVAQQIKACLGITGIPSDQTAILLDKS-RKNREEIWANKRVFFATPQVVENDLKRGVLDP----KDIVCLVIDEAHRATGSSAYTNVVKFIDRFNSSYRLLALTATPASDL 247 
Dm  IVFMAPTRPLVSQQIHASQKIMPFPSEDTVQLTGQLPRPKRAELWASKRVFFATPQVVHSDMLEADGECSFPFGSIKLIVVDEAHRAKGRYAYTQVADCLMARNRYFRMLALSATPGRTM 223 
 
             
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Hs  KAVQQVITNLLIGQIELRSEDSPDILTYSHERKVEKLIVPLG--------EELAAIQKTYIQILESFARSLIQRNVLMRRDIPNLTKYQIILARDQFRKNPSPNIVG-IQQGIIEGEFAI 363 
Xl  KSVQQVVSNLLISQIELRSEDSSDIQPYSHARQLEKFVVPLG--------EELESVQKTYLQLLDTFAGRLIQNNVLSRRDIPNLTKYQIILSRDQFRKNPPANIIG-AQQGVIEGDYAL 465 
Dr  KAVQQVISNLLISHIELRSEDSPDVQTHVHQRSLEKMVVPLG--------ESLTHYQTRYLQVLERFSSRLTQMRLLNQRDLRAFSKYQIILAREQFRRNPPPHIQGPQQQGVLEGDFAL 335 
At  QAIQGIIDNLQISTLEYRNESDHDVCPYVHDRKLEVIEVPLG--------QDADDVSKRLFHVIRPYAVRLKNFGVNLNRDIQTLSPHEVLMARDKFRQAPLPGLPH-VNHGDVESCFAA 387 
Os  PAIQNVINNLRISELVHCDESDPEVSRYIQRRTVEPLEVCMDSDKFIPVGDEAEQVNDKLLDVIRPHLVKLRSARVIDHRDASNWSPHQLRMLKDKFDQAPPPNIPL-ADKKEIGISFQA 458 
Pp  VTIQAVVDNLLMSCLEYRDENDPDVSQYTHNRKLELIQVKMN--------AETNKIKDIYLEILKPVVDKLYHLGVFYSREFARLSPFEFITARDKFRQAPPQSLQQ-HQYREVESFFSM 339 
Sp  EAIQNVIDSLHISRIEIRTENSIDISQYVQKKEVDFFPVDLS--------AEITDIRDRFSSILEPMLQKLNKGNYYRIQNAKDITSFTVVQAKQAFLAMSGQNFPA-NQKWDILNTFDA 345 
Sm  EGVQDVIDNLGISHVEIRTEESIDIRQYVHSRDINTITFDPS--------DEMMEVRDLFSKALKPLVTKLSSQNIYYGRDPMSLTTYGLMKARNDWMAGPGKHVNQ-GNKFSVIATFAI 431 
Sc  EGVQEVVNNLDISKIEIRTEESMDIVKYMKKRKKEKIEVPLL--------LEIEDIIEQLGMAVKPVLQQAIELGIYEECDPSQINAFKAMQQSQKIIANP--TIPE-GIKWRNFFILQL 356 
Dm  EDVAAVCRNLYISNLQVRWDTSIDVQPYIHRRTIRTIVVSLK--------ERIKEPRERLLQIIEPYLRQLMEAEIFKG-NKGTVSRNSLLFEQKSFVERSAQGQRH-PDHNIIMGNFAM 333 
 

   fancm-8 G>E 
     
             
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Hs  CISLYHGYELLQQMGMRSLYFFLCGIMDGTKGMTRSKNELGRNEDFMKLYNHLECMFARTRSTSANG---ISAIQQGDKNKKFVYSHPKLKKLEEVVIEHFKSWNAEN--TTEKKRDETR 478 
Xl  CISLYHGYELLLQMGTRSLYSYLHGIIDGSKGMTRARNELSRNGDFMELYKQLEKMFSDTKVAEGNGSLLFNSSLRADAKKPFLYSHPKLKKLEEVVVQHFKSWKNGDQNSSNQTPEGTR 585 
Dr  LISLYHGFELLLQMGIRSLFLFIQNIFTGPRESSRVRNELQRCSLFMDLYREMENMFNTASRG---------------LEEPYVYTHPKLQKLDEVVLRHFQTCAE----SSDVSAVDTR 436 
At  LITLYHIRKLLSSHGIRPAYEMLEEKLKEGP----FARLMSKNEDIRMTKLLMQQRLSHGAPS------------------------PKLSKMLEILVDHFKVKDPKT----------SR 469 
Os  LTLLYGIMKMLLSYGIKAAHQSIEAKYKEG-----SWKVLTRNNTFLEVKKTMENFLSQGILS------------------------PKVRTLVEVLLDHFR-KNPKD----------SR 538 
Pp  AITLYHIYKLLHSHGVRPALEMLQTKMQEG-----TLRLLARNSRLQEIKNLMQESVGHGAPS------------------------PKLVKLEAIILQHFRDHDPLT----------TR 420 
Sp  LATFAYPLNLLLNHGIRPFYQ---KLREVEEECF---VGRSGYKKRIINHENYRPLMDDIEILLRD---------------QSFVGHPKLEHL-ERIVTEYFEKEQTK---------DTR 434 
Sm  LQSLAHSIKLLNFHGIKPFYNNLAEFRSTEEEKG---GKGSKLKRQVLEDENFQKMINMIEGWMKI---------------DGFLGHPKLEYLCETLVNHFMDAGEGS---------NTR 524 
Sc  LNNVGQMLKRLKIYGIRTFFNYFQNKCTEFTTKYNLKKSTNKIAAEFYYHPILKNIKNQCENYLSD---------------PKFVGHGKLQCVRDELMDFFQKRG--S---------DSR 450 
Dm  CISMYHSLDLMERHGLRVFVNNFDADDDGREKFVLARDGNLRNLVEQVRQELGANPLDYTTHAMTNG-------EVPPLPSDLDFGHAKYEKLRQVLVQHFQANP------------DSR 434 
 

     fancm-1 G>D 
             
                              
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Hs  VMIFSSFRDSVQEIAEMLSQHQ-PIIRVMTFVGHASG----------------------------------------------------------KSTKGFTQKEQLEVVKQFRDGGYNT 539 
Xl  IMIFSSFRDSVQEIAEMLNHHH-PTVRVMTFVGHSSAG---------------------------------------------------------KGVKGFTQKEQLEVVKRFREGGFNT 647 
Dr  VMIFSSYRESVQEIAEMLNRHQ-PLVRVMTFMGQASAG---------------------------------------------------------RGVRGFTQKEQLEVVWRFREGGFNT 498 
At  VIIFSNFRGSVRDIMNALSNIG-DMVKATEFIGQS----------------------------------------------------------SGKTLKGQSQKIQQAVLEKFRAGGFNV 530 
Os  VIIFAHYRECVKEILCSLRNIDGELVRPAAFIGQSS---------------------------------------------------------TGDQLKGQTQKMQQAILHKFRSGEYNI 601 
Pp  VIIFTNFRESVKDILEALLKVG-HIVKAMEFIGQSSVIGGL----------------------------------------------RMGHVYPGKASKGQTQKMQQAVLQKFRSGGFNT 493 
Sp  IMIFVEIRSSAEEILRFLGKFY-PNVRPAIFIGQSAVRK----------------------------------------------------------AAGMSQKLQNETVKQFQKGEVNT 495 
Sm  AIVFSEYRDSAEEIVRILNNQ--PLTKATVFVGQADSKR----------------------------------------------------------SEGMKQKQQIETIQKFKDGVYNV 584 
Sc  VIIFTELRESALEIVKFIDSVADDQIRPHIFIGQARAKEGFDEVKYTRKHAPKGRKKVERLHRQEQEKFLEAERTKRAANDKLERSARRTGSSEEAQISGMNQKMQKEVIHNFKKGEYNV 570 
Dm  AIVFCEYRESVMLIHRLLLQHR-PVLRPRCFVGQGSTVG---------------------------------------------------------ASYALTQKQQLQIMTDFRSGTSNV 496 
 

fancm-6  S>F             fancm-4 E>K               fancm-2 splicing            
             
 
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
Hs  LVSTCVGEEGLDIGEVDLIICFDSQKS-PIRLVQRMGRTGRKRQGRIV--------IILSEGREERIYNQSQSNKRSIYKAISSNRQVLHFY-QRSPRMVPDGINPKLHKMFIT[643-2048] 
Xl  LVSTCVGEEGLDIGEVDLIICFDAQKS-PIRLVQRMGRTGRKRQGRIV--------VILCQGREERTYNQSQSNKRSIYKAILGNNKMLHLH-PQSPRMVPEGLNPKVHKMFIT[751-2166] 
Dr  LVSTCVGEEGLDIGEVDLIVCFDAQKS-PIRLVQRMGRTGRQRQGRIV--------VILAEGREERTYNQSQSNRRSINKSIMGNKHSFQMF-SDSPRMLPADVTPALHKMHIS[602-1761] 
At  IVATSIGEEGLDIMEVDLVICFDANVS-PLRMIQRMGRTGRKNNGRP-------LLVLACEGSEKNSYMRKQASGRAIKKHMRNGGTNSFNF-HPSPRMIPHVYKPEVQHVEFS[635-1390] 
Os  LVATSIGEEGLDIMEVDLVVCFDANIS-ALRMIQRMGRTGRKNEGRVD------ILFLEMKG-----YLSKQGNTKTMKKLLRD--RRRFEY-HDSPRMVPHVYNPEVKFVELS[700-1418] 
Pp  IVATSIAEEGLDIMEVDLVICFDANIS-PLRMIQRMGRTGRKRDGRVDILINTYSLVLASEGAEVQGYLKKQAKNKALGKHMQHGGVNSFSF-HPSPRMVLFPSR---------[596-624] 
Sp  LIATSIGEEGLDIGEVDMIICYDASAS-PIRMLQRMGRTGRKRKGYIY--------MLLTRGKEEAKWERAKDAYRTLQDNIVSGRGLSLS--EKSYRILPEKFRPVCDKRVIE[598-834] 
Sm  LVATSIGEEGLDIGQVDLIVCYDASAS-PIRMLQRMGRTGRKRAGNIV--------LLLMKGKEEDKFNEAKDNYATMQKMICDGSRFSFRH-DLSTRIVPRDIRPEVEKKVVE[688-1039] 
Sc  LVCTSIGEEGLDIGEVDLIICYDTTSS-PIKNIQRMGRTGRKRDGKIV--------LLFS-SNESYKFERAMEDYSTLQALIS---KQCIDY-KKSDRIIPEDIIPECHETLIT[670-993]] 
Dm  LVATSIGEEGLDVGEVEMIVCFDICSTNPTRFIQRIGRTGRKKNGEVV--------MLVTEGREQQVLKDVLANKDQINKKLLNSSVVKLSLYEQNPRMVPSKFQPKCEEKHME[602-1489] 
      

DEHDc

HELICcfancm-3 splicing 

 

Fig. S2. A clustalW multiple alignment of the helicase region of FANCM family 
representatives.   
Black and grey shading indicate amino acids identical or similar, respectively, 
(BLOSUM62) in at least six of the ten proteins. The red boxes indicate the seven 
conserved motifs of the SF2 helicase domain. The positions of the mutations identified in 
this study are shown. At At1g35530/NP_001185141.1; Hs FANCM NP_065988.1; Xl 
NP_001171151.1; Dr NP_001107132.1; Os AAX96303.1; Pp XP_001753469.1; Sp 
Fml1 Q9UT23.2 ; Sc Mph1 NP_012267.1, Dm NP_650971.2 
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Fig. S3. fancm-1 mutation restores bivalent formation in zip4 at female meiosis. 
(A-B) zip4 and (C-D) fancm-1 zip4. In zip4, univalents are visible at metaphase I (A), 
leading to unbalanced segregation at anaphase I (B). In fancm-1 zip4 five bivalents are 
observed at metaphase I (C), leading to balanced segregation at anaphase I (D). Scale 
bars=10µM. 
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Fig. S4. FISH analysis 
Chromosome morphology together with 5S (red) and 45S rDNA (green) FISH probes 
allow distinction of each pair of homologous chromosomes and chiasma scoring at 
metaphase I. Chromosome numbers are indicated.  (A) Wild-type. (B) zip4. (C) fancm-1 
zip4. (D) fancm-1. 
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Fig. S5. Intervals for crossover and crossover interference analysis. 
The position of transgenes encoding red, yellow and cyan fluorescent proteins (filled 
circles) are shown on the five Arabidopsis chromosomes (green bars) (6).  Crossover 
frequencies and interference were measured in the intervals (black brackets) between 
pairs of markers.  The position of the QUARTET1 (QRT1) gene is also indicated.  The 
Arabidopsis Information Resource “chromosome map tool” was used to scale the 
chromosomes and place the transgene insertion points on the physical map 
(www.arabidopsis.org). 
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Fig. S6. DMC1 localization in wild type and fancm 

(A to C) Wild type. (D to F) fancm-1. (A and D) Chromatin is revealed by DAPI. (B and 
E) DMC1 immunolocalization. (C and F) Merge. Scale bars=10µM. 
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Fig. S7. Meiotic chromosome spreads at Anaphase I 
(A) Wild type. (B) fancm-1. (C) fancm zip4. (D) mus81. (E) rad51. (F) fancm mus81 
rad51. Scale bars=10µM. 
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Fig. S8. MLH1 localization in fancm mus81 double mutant. 
(A) Diplotene. Chromosome axes are revealed by ASY1 immunolocalization .(B) MLH1 
immunolocalization. (C) Merge. (D) Diakinesis. DNA is stained with DAPI. (E) MLH1 
immunolocalization. (F) Merge. Scale bars=10µM 
 



Chapitre 2

Implication de la voie Fanconi dans
le contrôle de la formation des

crossovers méiotiques

2.1 Introduction et Résumé

Les cribles suppresseurs des mutants zmm ont permis d’identifier trois allèles de mhf2
(Table II). MHF2 est un co-facteur de FANCM au sein de la voie de réparation de l’ADN
appelée voie de l’anémie de Fanconi (voie FA, voir Introduction 4.2.1.2).

MHF2 est capable de supprimer le défaut de bivalent de tous les mutants zmm testés
(hei10, msh5, zip4 ), et le simple mutant mhf2 présente une augmentation de 60% de la
fréquence de CO par rapport au sauvage. MHF2 est donc une barrière à la formation des
CO chez le sauvage. Le double mutant mhf2 fancm montre la même fréquence de formation
de CO que le simple mutant fancm, indiquant que les deux protéines agissent dans la même
voie pour limiter la formation des CO. Confirmant cela, les extra-CO présents chez mhf2
présentent les mêmes caractéristiques que ceux présents chez fancm : ils ne dépendent pas
des ZMM, ne sont pas marqués par MLH1 et diminuent le signal d’interférence. De plus, le
double mutant mhf2 mus81 présente la même fragmentation chromosomique que le double
mutant fancm mus81. Tout ceci montre que MHF2 et FANCM limitent la formation des
CO de voie II par le même mécanisme.

Cette découverte nous a poussés à regarder si les autres membres de la voie FA pou-
vaient avoir un rôle dans le contrôle de la fréquence de CO chez Arabidopsis thaliana.
Nous avons tout d’abord identifié les partenaires de cette voie dans le génome Arabidop-
sis : en plus de FANCM et MHF2, FANCD2, FANCE, FANCL, FANCI, FANCJ et MHF1
sont identifiables par homologie de séquence protéique chez l’arabette. Nous avons ensuite
choisi des lignées d’insertion T-DNA dans chacun de ces gènes et testé la faculté de cha-
cune de ces mutations à supprimer le manque de bivalents du mutant msh5. Il s’avère que,
parmi les mutations testées, seule mhf1 est capable de restaurer le niveau de bivalent, au
même niveau que mhf2. Parmi les protéines FA testées, seule MHF1 est donc une protéine
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anti-CO.
MHF1 et MHF2 jouent bien un rôle dans la même voie : le triple mutant mhf1 mhf2

zmm présente statistiquement le même niveau de bivalent que chacun des doubles mhf1
zmm et mhf2 zmm. Par transitivité, FANCM et ses deux cofacteurs MHF1 et MHF2,
mais pas les autres protéines de la voie FA, limitent la formation des CO chez Arabidopsis
thaliana.

2.2 Article 2 : FANCM-associated proteins MHF1
and MHF2, but not the other Fanconi anemia
factors, limit meiotic crossovers



FANCM-associated proteins MHF1 and MHF2,  

but not the other Fanconi anemia factors, limit meiotic crossovers 

 

Chloe Girard1,2*, Wayne Crismani1,2*, Nicole Froger1,2, Julien Mazel1,2, Afef Lemhemdi1,2, 

Christine Horlow1,2, Raphael Mercier1,2  

1. INRA UMR1318, Institut Jean-Pierre Bourgin, RD10, 78000 Versailles, France  

2. AgroParisTech, Institut Jean-Pierre Bourgin, RD10, 78000 Versailles, France 

*The authors wish it to be known that, in their opinion, the first two authors should be 

regarded as joint First Authors.  

To whom correspondence should be addressed. Tel: +33-1-30-83-39-89. Email: 

raphael.mercier@versailles.inra.fr.  

ABSTRACT 

Genetic recombination is important for generating diversity and to ensure faithful segregation 

of chromosomes at meiosis. However, few crossovers are formed per meiosis despite an 

excess of DNA double strand break precursors. This reflects the existence of active 

mechanisms that limit crossover formation. We previously showed that AtFANCM is a 

meiotic anti-crossover factor. The same genetic screen now identified AtMHF2 as another 

player of the same anti-crossover pathway. FANCM and MHF2 are both FA (Fanconi 

Anemia) associated proteins, prompting us to test the other FA genes conserved in 

Arabidopsis for a role in crossover (CO) control at meiosis. This revealed that among the FA 

proteins tested, only FANCM and its two DNA-binding co-factors MHF1 and MHF2 limit 

CO formation at meiosis. 

 

Article accepted in Nucleic Acids Research
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INTRODUCTION 

One prominent feature of eukaryotic sexual reproduction is meiosis, a specific type of cell 

division where two rounds of chromosome segregation follow a single round of DNA 

replication. This produces haploid spores from a diploid mother cell. At the first division, 

correct chromosome segregation relies on physical connections between homologues which 

are provided by crossovers. COs are reciprocal exchanges of genetic material between 

homologues. These events are initiated by the formation of DNA double-strand breaks 

(DSBs) which will be repaired by homologous recombination as COs or non-crossovers 

(NCOs). At least two pathways to CO formation exist with different genetic requirements. 

Species exist with only one of these pathways however Arabidopsis, humans and budding 

yeast for example have both (1). The first pathway, which is prominent in most species, is 

dependent on a group of proteins collectively referred to as ZMMs (for Zip1, Zip2, Zip3 and 

Zip4, Mer3 and Msh4–Msh5) and on the Mlh1–Mlh3 heterodimer, first identified in 

Saccharomyces cerevisiae and conserved in a large range of eukaryotes (2, 3). The COs that 

arise from this pathway are sensitive to a phenomenon known as CO interference where one 

CO reduces the probability of another CO occurring at adjacent loci (4). The second pathway 

of CO formation involves the endonuclease MUS81 and produces COs that are not sensitive 

to interference (1). Interestingly, CO number is relatively low in most eukaryotes, being very 

close to the one, obligatory, CO per chromosome pair, despite a large excess of recombination 

precursors (5). This suggests that active mechanisms limit CO frequency, whose molecular 

factors remain largely unknown. The helicase Fanconi Anemia Complementation Group M 

(FANCM) has been found to be a major meiotic anti-CO factor in Arabidopsis, limiting 

MUS81-dependent crossover formation, a normally minor pathway of CO formation in 

Arabidopsis thaliana (6). This function seems to be evolutionary conserved as Fml1, the 



!

!

3!

fission yeast FANCM ortholog also directs NCO formation (7).  

Fanconi Anemia (FA) is a rare heritable human disease that is characterized by early onset of 

bone marrow failure and susceptibility to certain cancers. The FA pathway, which implicates 

at least 16 proteins in human cells, appears to be present in all eukaryotes and promotes 

genome stability by resolving blocked replication forks (8, 9). The FA genes have been 

initially identified as preventing FA in humans. The FA proteins can be categorized into three 

groups, according to their biochemical function. (1) The core complex is the first recruited to 

DNA stalled replication forks, using FANCM as a loading pad. Two newly discovered co-

factors of FANCM, namely MHF1 and MHF2, have been shown to stimulate FANCM DNA-

binding activity and its targeting to chromatin (10, 11). (2) The FA-ID complex is recruited 

and ubiquitinated by the core complex at the damage site. (3) The downstream partners are 

thought to act independently of the first two groups but have strong links with the 

homologous recombination machinery, and mutation of any leads to development of the 

disease in Human (8). Implication of FANCM in the control of meiotic CO formation raises 

the question whether other FA proteins limit meiotic COs, or if the FANCM meiotic function 

is unique among FA proteins. Here, using both forward and reverse genetic screens, we show 

that from a series of FA proteins conserved in Arabidopsis, only AtMHF1 and AtMHF2 were 

identified as CO-limiting factors. We propose that FANCM and its direct DNA-binding 

cofactors MHF1 and MHF2 prevent meiotic CO formation, without the other FA proteins 

being involved. 
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MATERIAL AND METHODS  

FA protein identification 

Homologs and putative homologues of FA-associated genes were identified using literature 

searches and reciprocal BLASTp and PSI-BLAST, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, 

http://www.arabidopsis.org/ and http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza.) 

Genetic material 

The lines used in this study were Atmhf1-3 (N576310), Atfanci (N555483), Atfancd2 

(N613293), Atfance (N553587), Atfancl (37079 – was identified in the Max-Planck Institute 

für Züchtungsforschung collection from Köln, Germany (12)), zip4-1 (EJD21) (13), zip4-2 

(N568052) (13), shoc1-1 (N557589) (14), msh5-2 (N526553) (15), mus81-2 (N607515) (16), 

spo11-1-3 (N646172) (17), fancm-1 (6), hei10-2 (N514624) (18). FTL lines I2ab 

(FTL1506/FTL1524/FTL965/qrt1-2) (19). Genotyping by PCR was performed with two 

primer pairs. The first pair is specific to the wild-type allele, and the second pair is specific to 

the left border of the inserted sequence as follows: Atmhf1-3 (N576310U 5’-CCTAAACC-

ATCCTCCAGCTTC-3’ and N576310L 5’-CAATTTAAAGACGCAGGATCG-3’, 

N576310L and LBSalk2 5’-GCTTTCTTCCCTTCCTTTCTC-3’); Atfanci (N555483U 5’-

AGTCCAACACATGTCCTCCAC-3’ and N555483L 5’-TGAGTTTGGTGATTCGAAAGG-

3’, N555483L and LBSalk2); Atfancd2 (N613293U 5’-AATTCACCGGAATGTCACAAC-3’ 

and N613293L 5’-AATTCACCGGAATGTCACAAC-3’, and N613293L and LBSalk2); 

Atfance (N553587U : 5’- TCAGCTGATGAAGACAGCATG-3’ and N553587L 5’-

ATGTCAACCCACAGAGGATTG-3’, and N553587L and LBSalk2); Atfancl (FANCL-U 5’-

ACAGAGATAAGAAGGGAAGAG-3’ and FANCL-L ATTATCATTAACCCGTCATTC, 

and FANCL-L and LB Gabi o8409 5’-ATATTGACCATCATACTCATTGC-3’). mhf2 alleles 
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were genotyped by CAPS as follows  : mhf2-1 locus amplification with 5’-

ATCTGCGAGCTTTTTTATTCGATTGCGATGAA-3’ and 5’-

AGGAGTTACGATACCAAATGA-3’, subsequent digestion by MboII (104+33bp for the 

wild-type amplicon and 137bp for the mutant); mhf2-2 locus amplification with 5’-

AAGCGTTTATGTATTTTTAGA-3’ and 5’-CTTCTGGTTCGTTTATACACT-3’, 

subsequent digestion with BseNI (350bp for the wild-type and 330+20 for the mutant).  

Atzip4(s)2  (Atmhf2-1) was sequenced using Illumina technology. Mutations were identified 

through MutDetect pipeline developed by Bioinformatics and Informatics IJPB team 

(Supplementary Methods). 

Cytology 

Meiotic chromosome spreads have been performed as described previously (20). Immuno-

localisations were performed as described in (21). Observations were made using a ZEISS 

AxioObserver microscope. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

zmm suppressor screens  identified MHF2 as an anti-CO factor 

We sought to find Arabidopsis mutants with increased CO-formation. However, increased 

meiotic CO formation does not confer any obvious macroscopic phenotype preventing easy 

genetic screening (6). In contrast, reduction in CO formation is easily detectable because 

without the physical connection provided by CO, pairs of homologous chromosomes do not 

associate as bivalents at metaphase I and appear cytologically as univalents that segregate 

randomly at anaphase I. At the macroscopic level, this lack of CO is reflected by reduced 

fertility easily noticed by shorter fruit. For instance, zmm mutants show a 75% reduction in 

bivalent formation and are almost sterile (2). Here we continue a previously described genetic 

screen, based on the idea that mutations increasing CO frequency will restore the fidelity of 

chromosome segregation and subsequently restore the fertility of zmm mutants (6). We 

continued the Atzip4 (13) suppressor screen that previously revealed AtFANCM as an anti-CO 

gene. Among 2000 lines screened, eight recessive suppressors were found, falling into three 

complementation groups, the first of which corresponding to FANCM (6). The second 

complementation group contained one line, zip4 suppressor 2 (zip4(s)2), and is the focus of 

this study. Map-based cloning defined a region between 27.15Mb and 30.29Mb on 

chromosome 1 as containing the causal mutation. Following whole genome sequencing, we 

identified a candidate mutation in the splice donor site of exon 2 in the gene At1g78790. In 

parallel, we ran a second screen looking for suppressors of another zmm mutant, Athei10 (18). 

Among 2000 lines screened, nineteen suppressors were found. Systematic sequencing of 

At1g78790 in the suppressors revealed that two lines (hei10(s)174 and hei10(s)170) also 

contained a mutation in this gene: one non-sense mutation deleting the last five amino acids of 

the protein and one in the splice donor site of exon 4 (Table S1, Figure S1). The hei10(s)174 
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Figure 1. Bivalent formation analysis at metaphase I.
(A-C) Metaphase I chromosome spreads of male meiocytes in three representative genotypes (A) 
wild type, (B) Atzip4 (C) Atzip4 Atmhf2-1. Scale bar=5µm. (D) Average number of bivalents (blue) 
and pairs of univalents (red) per male meiocyte at metaphase I. Number of cells analysed is indica-
ted in parentheses. fancm zip4 and zip4 data are from (6).
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and hei10(s)170 mutations were shown to be allelic, confirming that mutations in At1g78790 

cause the fertility restoration of zmm mutants.  

This gene encodes a protein with high similarity with mammalian MHF2, and reciprocal 

BLAST analyses showed that At1g78790 encodes the single MHF2 homologue in the 

Arabidopsis genome (Figure S1). We then named At1g78790, AtMHF2, and the three 

mutations Atmhf2-1 (zip4(s)2), Atmhf2-2 (hei10(s)174) and Atmhf2-3 (hei10(s)170) (Table 

S1). Human MHF1 and MHF2 were recently identified as a heterotetramer promoting 

FANCM activity and participating in somatic DNA damage repair and genome maintenance 

(10, 11). Further, MHF1 and MHF2 have been shown to direct meiotic recombination 

outcome to non-crossovers in fission yeast (7). 

In the three suppressors with mutations in AtMHF2, chromosome spreads were performed to 

assess the level of bivalent formation. This showed that the restored fertility was indeed 

associated with increased bivalent formation at metaphase I compared to their zmm 

counterpart (Figure 1), suggesting that MHF2 has an anti-CO activity at meiosis in 

Arabidopsis. The restoration of bivalent formation was not complete, the zmm mutants, zmm 

mhf2 double mutants and wild type having ~1, ~4 and 5 bivalent pairs, respectively (Figure 

1). In contrast, Atfancm mutation almost completely restored bivalent formation of zmm 

mutants (4.9 bivalent pairs) suggesting that mutating AtMHF2 has a lesser anti-CO effect than 

mutating FANCM at meiosis (Figure 1).  

In the single Atmhf2 mutants, metaphase I was indistinguishable from wild type with 

five bivalents (Figure 1, Figure S2). Meiotic CO frequency in Atmhf2 was then measured 

genetically using pollen tetrad analysis (19, 22) (Figure 2, Table S2). In the single mutants 

Atmhf2-2 and Atmhf2-1 map distances increased by ~60% compared to wild type on the two 

intervals tested  (Z-test, p<6x10-3), demonstrating that MHF2 is a crossover-limiting factor. 

This increase, while significant, is lower that what is observed in fancm (p<10-6), further 
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Figure 2. Genetic distances (cM) are increased in mhf2 mutants. 
Genetic distances in two adjacent intervals on chromosome 2 using !uorescent-tagged lines 
(FTLs) (19) were calculated with the Perkins Equation (34) and are given in centiMorgans. Raw 
data and calculation can be found in table S2. One tetrad example and its interpretation are 
shown on the top right corner.
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supporting the conclusion that AtFANCM is a more effective barrier to CO formation than 

AtMHF2  

 

Mutations in MHF1, but not FANCL, FANCE, FANCI nor FANCD2 restore CO 

formation in zmm mutants 

The identification of AtMHF2 (this study) and AtFANCM (6) as factors limiting CO formation 

in Arabidopsis, prompted us to test for a similar role of other FA proteins. First, we examined 

the conservation of FA proteins among a selection of eukaryotes through reciprocal BLAST 

analysis and literature survey (Table 1). The FA proteins known in humans can be categorized 

into three classes, according to the cascade of events in the process of repairing blocked 

replication forks: the FA core complex, the FA-ID complex and the downstream factors (8, 

10, 11). Many FA proteins are conserved in animals and plants, suggesting that the pathway 

may be conserved in these kingdoms, making Arabidopsis a suitable model to address the 

function of FA factors. In contrast, fungi seem to lack the majority of FA components. In 

Arabidopsis, unique homologues of components of the core complex (in addition to FANCM 

and MHF2) were identified (FANC -E, -L, MHF1), as well as all three FA-ID complex 

members (-D2, -I, FAN1). Among the downstream genes two unique homologues were 

identified (-D1, -O), and a third possesses two homologues organized as a tandem duplication 

(-J). No putative homologues were found for the other FA members (Table 1). For MHF1, 

two genes predictions corresponding to the same locus are present in the Arabidopsis 

databases: AT5E46180 (23) and AT5G50930.1 (24) but it has recently been shown that only 

the transcript corresponding to AT5E46180 exists in vivo (25). 

We analysed mutant lines in the three members of the core complex (AtMHF1, AtFANCE, 

AtFANCL) and two members of the FA-ID complex (AtFANCD2, AtFANCI) (see Methods).  



Table 1. Conservation of FA proteins among a selection of eukaryotes. Experimentally 

tested and putative homologues based on sequence similarity are shown.  

"-": No gene encoding protein with significant similarity was found.  

"∗" Experimental evidence of a role in DNA repair 

 

 H. sapiens A. thaliana S. cerevisiae S. pombe D. melanogaster C. elegans 

FA  

Core Complex 

FANCA (8) - - - - - 

FANCB (35) - - - - - 

FANCC (8) - - - - - 

FANCE (8) FANCE (At4g29560) - - - - 

FANCF (36) - - - - - 

FANCG/XRCC9 (8) - - - - - 

FANCL (8) FANCL (At5g65740 (37)) - - FANCL (38)∗ - 

FANCM/FAAP250 (8) FANCM (At1g35530 (6, 39)∗) Mph1(40, 41)∗ 
Fml1(7, 

42)∗ 
FANCM (38) 

FANCM-1/DRH3 (43, 

44)∗ 

MHF1/CENP-S/FAAP16 (10, 11) MHF1 (At5g50930) (25) Mhf1 (10)∗ Mhf1 (7)∗ - MHF1 (Y48E1C.1) 

MHF2/CENP-X/FAAP10 (10, 11) MHF2 (At1g78790)  Mhf2 (10)∗ Mhf2 (7)∗ - MHF2 (F35H10.5) 

FAAP20 (45) - - - - - 

FAAP24 (46) - - Faap24 - - 

FAAP100 (47) - - - - - 

FA-ID 

and FAN1 

FANCI (8) FANCI (At5g49110) - - FANCI FANCI-1 (43, 44)∗ 

FANCD2 (8) FANCD2 (At4g14970 (37)) - Fancd2 FANCD2 (38)∗ 
FACD-2 (43, 44, 48, 

49)∗ 

FAN1(8) FAN1 (At1g48360) - Fan1 (50)∗ - FAN-1(51–53)∗ 

FA  

downstream 

partners 

FANCD1/BRCA2(8) FANCD1 (At5g01630 &At4g00020 (28)∗) - - BRCA2 (54)∗ BRC-2 (44, 55)∗ 

FANCJ/BRIP1/BACH1(8) FANCJ (At1g20720 & At1g20750 (56)) - - - DOG-1 (57)∗ 

FANCN/PALB2 (8)  - - - - - 

FANCO/RAD51C (8) 
FANCO/RAD51C (At2g45280(26, 27, 

58)∗) 
- - Spindle D (59)∗ RFS-1/RAD51C(60)∗ 

FANCP/SLX4/BTBD12  (61) - Slx4(62)∗ Slx4 (63)∗ MUS312 (64, 65)∗ HIM-18/SLX4 (66)∗ 

FANCQ/ERCC4/XPF/RAD1 (67) FANCQ/RAD1 (At5g41150 (30, 68)∗) Rad1(69)∗ Rad16(70)∗ MEI9 (65)∗ XPF (66)∗ 

!
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For each targeted gene, we identified a T-DNA insertion that disrupts the genomic coding 

sequence (Figure S3). We did not analyse the downstream partners AtFANCD1/BRCA2 and 

AtFANCO/RAD51C because they are essential for the repair of meiotic recombination 

intermediates in Arabidopsis and CO formation (26–28), and are therefore unlikely candidates 

for a role in limiting meiotic COs that could be detected. We did not analysed FANCJ either, 

because it is present as a tandem duplication, making its mutation unrealistic to obtain. None 

of the tested lines showed any obvious somatic defects. Meiosis was indistinguishable from 

wild type on chromosome spreads in Atmhf1, as shown above for Atmhf2 (Figure S2). This 

contrasts with the situation in fission yeast where MHF1/CENP-S and MHF2/CENP-X are 

required for balanced segregation of chromosomes at meiosis, through the establishment of 

proper kinetochore function, independently of FANCM and recombination (29). However a 

low frequency of univalents was detected in Atfancd2, Atfance, Atfanci and Atfancl, 

suggesting that these genes may have a minor role in promoting crossover formation (Figure 

1D and Figure S2).  

To assess the putative anti-CO activity of these genes we tested if their mutation could 

suppress the zmm lack of bivalents, as do the mutation in the genes FANCM and MHF2. For 

each T-DNA line, we obtained a double mutant with either Atmsh5 or Athei10 (15, 18). None 

of the mutations of AtFANCE, AtFANCL, AtFANCD2, AtFANCI (Figure 1) nor 

AtFANCQ/RAD1 (30) increased the number of bivalent in a zmm background. Even if we 

cannot formally exclude that some activity could be retained in the T-DNA mutants (although 

it appears unlikely in view of the positions of the 4.5kb T-DNA insertions, Figure S3), these 

results suggest that these FA genes do not have any anti-CO activity like FANCM and MHF2. 

In contrast, the double mutant Atmhf1-3 Atmsh5 showed a large increase of bivalent formation 

compared to Atmsh5 (Figure 1), showing that AtMHF1 possesses a meiotic anti-CO function. 

The Salk_119435 insertion (mhf1-1 in (25)), which is inserted 41 base pairs in 3’ of the  ATG 
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was unable to restore bivalent formation of Atmsh5. This suggests that a functional MHF1 

protein is produced at meiosis in this line.  

The effect of AtMHF1 depletion at meiosis was similar to that of AtMHF2, and thus 

weaker than that of FANCM, suggesting that like MHF2, MHF1 is a less efficient barrier to 

CO formation than FANCM. In summary, these data suggest that only a subset of the FA 

associated proteins, namely FANCM, MHF1 and MHF2, are involved in limiting meiotic 

crossovers.  

 

MHF1, MHF2 and FANCM act in the same pathway to limit meiotic COs. 

We then tested whether AtMHF1, AtMHF2 and AtFANCM act in the same pathway to limit 

meiotic COs. First, a triple mutant hei10 mhf1 mhf2 showed the same level of bivalent 

formation compared to msh5 mhf1, msh5 mhf2, or hei10 mhf2 (Figure 1D), suggesting that 

AtMHF1 and AtMHF2 act in the same pathway. As fancm mutation restores bivalent 

formation of zmm mutants to near wild-type levels, it cannot be tested if bivalent formation 

can be restored further in combination with mhf1or mhf2. This limitation can be overcome by 

measuring genetic crossover formation. We therefore tested the effect of mutating both 

AtFANCM and AtMHF2, using tetrad analysis on one pair of adjacent intervals (I2a/I2b) 

(Figure 3). The genetic distances in Atfancm Atmhf2-2 double mutant was higher than wild 

type (Z-test, p<10-5) and Atmhf2-2 (Z-test, p<10-4), but not different from Atfancm (p>0.05), 

demonstrating that AtFANCM and AtMHF2 limit COs in the same genetic pathway. This 

predicts that the extra COs in an Atmhf2 mutant would arise from the class II pathway, as 

described for Atfancm (6). Consistently, the number of MLH1 foci per cell, a marker of class 

I, ZMM-dependent COs, are unchanged in Atmhf2-1 compared to wild type [9.2± 1.7 (n = 21) 

and 8.9±1.4 (n = 16), p= 0.54] (Figure S4). Further, as class II COs do not display 



Wild type mus81 fancm-1 fancm-1 
mus81 mhf1-3 mhf1-3

mus81 mhf2-2 mhf2-2
mus81

mus81 fancm-1 mus81 mhf1-3 mus81 mhf2-1 mus81

A

B

Figure 3.  Genetic interaction of Atmhf1, Atmhf2 and Atfancm with Atmus81. 
(A) Six weeks old plants are shown with the corresponding genotype indicated below. The 
arrow points to the sick Atfancm Atmus81 double mutant for which an enlargement (top view) 
is shown. (B) Anaphase I chromosome spreads. Chromosome fragmentation can be observed 
in Atfancm-1 Atmus81, Atmhf1-3 Atmus81 and Atmhf2-1 Atmus81. Scale bar = 5µm.
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interference, interference should be impaired in Atmhf2 mutants. We used the tetrad data set 

to analyse interference through the estimation of the interference ratio (IR) (Table S2). IR 

measures the effect of having recombination in one interval on the genetic distance of the 

adjacent interval. IR is close to 0 when having COs in one interval prevents CO formation in 

the adjacent interval, thus indicating positive interference; IR = 1 when interference is absent 

(22). Interference was detected in wild-type (Interference Ratio I2b/I2a = 0.37; p(IR = 1) = 

1.2 10-6) but was undetectable in Atmhf2-1 (IR I2b/I2a = 0.89 ; p = 0.6) and Atmhf2-2 (IR 

I2b/I2a = 1.02; p(IR = 1) = 0.9) (Table S2C).  Finally, as MUS81 promotes class II CO, we 

produced Atmhf1-3 Atmus81 and Atmhf2-1 Atmus81 double mutants (Figure 3). In these 

double mutants, chromosome fragmentation was observed at anaphase I, while this is not the 

case for the respective single mutants; Atmhf1, Atmhf2 and Atmus81 (Figure 3B). This shows 

that in absence of MHF1 or MHF2, MUS81 becomes necessary for efficient repair of DNA 

double-strand breaks. This is reminiscent of the Atfancm Atmus81 meiotic defects  (6). 

Altogether this confirms that MHF1 and MHF2 act in the same pathway of FANCM to 

restrain class II meiotic CO. However, based on the partial restoration of bivalent formation in 

a zmm context (Figure 1) and on the measurement of recombination levels (Figure 2), it 

appears that MHF1 and MHF2 have a less prominent role than FANCM in limiting CO. 

While Atfancm-1 Atmus81 plants are barely viable (6), growth and development of Atmhf1-3 

Atmus81 and Atmhf2-1 Atmus81 plants did not have the same synthetic growth defect (Figure 

3) until they enter into the reproductive phase and have reduced fertility. Similar results have 

been reported by Dangel and colleagues (25). This suggests that MHF1 and MHF2 have a less 

important role than FANCM in the repair of somatic DNA damage, as they have a less 

important role in limiting meiotic crossovers. Similarly, in human HeLa cells, the absence of 

MHF1 or MHF2 leads to less severe genotoxic agent sensitivity than the absence of FANCM 

(10). Further, the MHF1 and MHF2 form a hetero-tetramer that enhances FANCM DNA 
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binding and DNA branch migration activity in vitro but FANCM alone retains some activity 

independently of these two co-factors (10, 11, 31, 32). We thus propose that during meiosis, 

MHF1 and MHF2 support the FANCM helicase anti-CO activity, but that FANCM is able to 

function partially in the absence of MHF1/MHF2. The other conserved members of the FA 

pathway, including the members of the core complex, do not seem to play a role in the 

FANCM-MHFs anti-CO activity. It has been previously suggested that FANCM, in addition 

to being a core component of the FA pathway, also has a function in somatic DNA repair 

independently of the FA pathway (discussed in (33)). Here we showed that the FANCM-

MHF1-MHF2 module ensures a specific function as a barrier to CO formation in meiosis. 
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Table S1. MHF2 alleles found in the zmm suppressor screens. 

Alleles Genomic position of 

the mutation 

Change in DNA 

sequence 

Change in protein sequence 

zip4(s)2 mhf2-1 Chr2 : 29,624,529 C > T Affects splicing acceptor site of exon 3 

hei10(s)174 mhf2-2 Chr2 : 29,623,950 G > A Q > STOP - deletion of the 5 last amino 

acids  

hei10(s)170 mhf2-3 Chr2 : 29,624,034 C > T Affects splicing acceptor site of exon 8 

 

Table S2. Analysis of recombination using FTL tetrads.  

Table A shows in each genotype the number of tetrads of each class observed according to the 

classification of Berchowitz and Copenhaver (19). The data have been obtained from sister 

plants, and the wild type and fancm figures have been pooled with the corresponding data 

(which were not significantly different from their respective genotypes) from (6) to increase 

statistical power. Table B shows genetic distance ± S.D (standard deviation) in the two 

adjacent intervals calculated according to Perkins equation (34). Table C shows Interference 

between the intervals is estimated by the interference ratio (19, 22).  
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A 

I2a I2b Total A B C D E F G H I J K L 

Wild type 4481 3831 395 242 6 1 1 1 3 1 0 0 0 

mhf2-1 1847 1441 268 115 2 3 6 8 3 0 0 1 0 

mhf2-2 1092 856 140 82 1 1 4 3 3 1 1 0 0 

fancm-1 1556 932 364 186 17 10 15 10 14 4 3 1 0 

fancm-1 mhf2-2 1226 766 268 129 9 10 11 11 14 3 4 1 0 

 

B 

 
I2a I2b 

 

cM SD cM SD 

Wild type  2.87 0.18 4.71 0.24 

mhf2-1 3.79 0.34 8.28 0.50 

mhf2-2 4.49 0.50 7.92 0.75 

fancm-1  8.71 0.62 16.68 0.94 

fancm-1 mhf2-2 8.08 0.69 17.05 1.16 

 

C 

 

Wild type mhf2-1 mhf2-2 fancm-1 
fancm-1 

mhf2-2 

d(I2b) without CO in I2a 4.68 8.35 7.91 17.10 16.79 

d(I2b) with CO in I2a 2.40 7.41 8.06 14.43 18.54 

Interference ratio 0.51 0.89 1.02 0.84 1.10 

p (IR=1) 1.18x10-6 0.56 0.97 0.31 0.64 

p(IR=IRWT) - 0.21 0.16 0.01 4.15x10-3 
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Figure S1. MHF1 and MHF2 protein alignments.
T-co!ee protein alignment of MHF1 and MHF2 representative proteins. Position of MHF1 and MHF2 
mutations studied here are indicated. Shading indicates 50% (light grey), 80% (medium grey) and 
100% (dark grey) identity. Hs: Homo sapiens, Ce: Caenorabditis elegans, Sp: Schizosaccharomyces
 pombe, Sc: Saccharomyces cerevisiae. At: Arabidopsis thaliana.



Figure S2. Male meiotic chromosome spreads in mhf1-3 mhf2-1, fancd2, fance, fanci, and fancl.
(A-E) Wild type. (F-J) mhf1-3. (K,O) mhf2-1. (P) fancd2. (Q) fance. (R) fanci.  (S) fancl. (A, F, K) Pachytene. (B, G, L) 
diakinesis. (C, H, L, P, Q, R, S) Metaphase I. (D, I,N) Metaphase II. (E, J, O) Telophase II. Scale bar = 10µm.
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Figure S3. Structure of genes and position of mutations studied. 
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tions are indicated with orange triangles. 
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Figure S4. MLH1 immunolocalization.
Chromosome spreads of male meiocytes in (A) 
wild type and (B) mhf2-1. DNA stained by DAPI 
appears in red and MLH1 immuno-localization in 
green. Scale bar=5μm. (C) Quanti"cation of MLH1 
foci per cell.



Chapitre 3

FIGL1 limite la formation des
crossovers

3.1 Introduction et Résumé

Les cribles suppresseurs ont aussi permis de révéler que la mutation du gène FIDGETIN-
Like-1 (FIGL1 ) est une protéine anti-crossover chez Arabidopsis thaliana.

Nous avons pu montrer que la mutation de FIGL1 supprime le défaut de bivalents
chez tous les zmm testés, et le simple mutant figl1 présente une augmentation de 75%
de la fréquence de CO sur six intervalles du génome d’Arabidopsis, faisant de FIGL1 une
bona fide protéine anti-CO chez le sauvage.

FIGL1 limite la voie II de formation des CO : les extra-CO présents dans le mutant
figl1 ne sont pas marqués par MLH1 et l’interférence n’est plus détectable. De plus, le
double mutant figl1 mus81 montre de la fragmentation chromosomique en anaphase I,
révélant que MUS81 est indispensable à la réparation des cassures en fond mutant. Ces
caractéristiques sont similaires à celles des extra-CO présents chez le mutant fancm, mais
nous avons pu montrer que FIGL1 et FANCM agissent dans deux voies de régulation
di�érentes : le double mutant figl1 fancm présente 6 fois plus de crossovers que le sauvage,
soit deux fois plus que dans le simple fancm. Cet e�et cumulatif des deux mutations
implique que FIGL1 et FANCM régulent deux étapes di�érentes de la recombinaison
homologue méiotique. Les mutations figl1 et fancm alimentent donc toutes les deux la
voie II de formation de CO mais par des mécanismes di�érents.

Pour vérifier l’e�et anti-CO des ce mutations à l’échelle du génome, nous avons réa-
lisé les cartes génétiques des cinq chromosomes d’Arabidopsis dans les di�érents fond
génétiques mutants. Ces données sont encore préliminaires (analyse de 50 plantes par gé-
notypes seulement). Les cartes du mutant figl1 confirment le rôle anti-CO de FIGL1 sur
l’ensemble du génome. L’augmentation moyenne de la fréquence de CO est de 26% com-
parée au sauvage, avec de grandes variations le long des chromosomes. Nos données préli-
minaires ne permettent pas de détecter d’augmentation significative de la taille génétique
chez fancm comparé au sauvage. Des données d’analyse de tétrades en fond Columbia-
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Landsberg permettent tout de fois de dire que, sur certains intervalles au moins, fancm
est capable d’augmenter la fréquence de CO significativement par rapport au sauvage en
fond hybride. Nous présentons des arguments pour montrer que FANCM est une barrière
très e�cace à la formation des CO en fond pur (Columbia, Landsberg et Wassileskija),
mais moins en fond hybride (Columbia-Landsberg ou Columbia-Wassileskija). La carte
génétique du double mutant figl1 fancm montre une augmentation significative de la taille
génétique par rapport au sauvage (2.5 fois), significativement plus importante que celles
des deux simples mutants. Ce résultat confirme l’e�et cumulatif des deux mutations et
que FANCM et FIGL1 limitent la formation des crossovers aussi bien en fond pur qu’en
fond hybride.

Nous montrons aussi que FIGL1 pourrait agir très précocement dans la voie de for-
mation des CO, au moment de l’invasion simple brin (SEI, voir Introdution 2.2). La
recombinaison homologue procède à la réparation des cassures double-brin en utilisant
une séquence homologue comme matrice modèle. La chromatide sœur ou l’une des chro-
matides du chromosome homologue peuvent être choisies comme matrice de réparation.
En mitose, la chromatide sœur est préférentiellement choisie, mais en méiose, des échanges
avec le chromosome homologue permettent de former les crossovers. On parle de biais vers
l’homologue. La protéine DMC1 et ses cofacteurs, dont la cycline SDS, sont essentiels à
ce biais vers l’homologue. Les protéines des axes du complexe synaptonémal, et en par-
ticulier ASY1, l’homologue de HOP1 chez Arabidopsis, sont aussi nécessaires au biais.
Nous avons pu montrer que FIGL1 et SDS jouent des rôles antagonistes sur DMC1, SDS
jouant sur son chargement ou sa stabilisation tandis que FIGL1 pourrait dissocier DMC1
de la chromatine en absence de SDS. Dans un contexte où les axes latéraux du SC ne
sont pas correctement assemblés et où le biais est altéré (asy1 ), FIGL1 devient nécessaire
à la réparation des cassures. Nous proposons donc que FIGL1 soit capable de restreindre
le nombre d’invasions sur l’homologue, et que les extra-CO du mutant figl1 proviennent
d’un surplus d’intermédiaires choisissant l’homologue comme matrice de réparation, aux
dépends de la chromatide sœur.

FIGL1 est une AAA-ATPAse, une famille de mécano-enzymes capables de déplier
des macromolécules (voir Introduction 5). Nous proposons un modèle dans lequel FIGL1
pourrait être capable de dissocier le filament présynaptique en perturbant l’assemblage
de DMC1 et/ou de RAD51, et de limiter les invasions sur le chromosome homologue et
ainsi le nombre de crossovers.
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3.2 Article 3 : Meiotic non-interfering crossovers are
limited at two di�erent steps : one depends on
FIDGETIN-LIKE 1, the other on FANCM
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ABSTRACT!!

Meiotic! crossovers! (COs)! generate! genetic! diversity! and! are! critical! for! the! correct!

completion! of! meiosis! in! most! species.! Their! occurrence! is! tightly! constrained! but!

mechanisms! underlying! this! limitation! remain! poorly! understood.! Here! we! show! that!

Arabidopsis! FIDGETIN)LIKE)1! (FIGL1)! is! a! negative! regulator! of! CO! formation:! figl1!

mutation! is! able! to! restore! CO! in! zmm! mutants,! which! are! defective! in! interfering! CO!

formation,!and!provokes!a!global!increase!of!recombination!genome!wide!compared!to!wild!

type.!!Similarly!to!what!was!shown!in!the!fancm!mutant,!the!extra)COs!in!figl1!arise!from!the!

non)interfering!pathway!of!CO!formation,!which!is!minor!in!wild!type.!However,!the!effect!

of!figl1!and!fancm!mutations!on!recombination!are!cumulative,!leading!to!a!six!fold!increase,!

without! impairing! chromosome! segregation.! This! shows! that! FIGL1! and! FANCM! act!

independently.!This!additive!effect!was!confirmed!genome!wide,!however!in!F1!hybrids!the!

effect! of! mutating! FANCM6was! less! pronounced! than! in! inbred! lines.! Further,! our! data!

support!that!FIGL1!act!at!an!earlier!step!in!the!recombination!pathway!than!FANCM.!Thus,!

FIGL1! and! FANCM! act! at! two! distinct! steps,! both! to! prevent! the! occurrence! of! non)

interfering!CO.!!

!

INTRODUCTION!!

Meiotic! crossovers! (COs)! shuffle! parental! alleles,! introducing! genetic! variety! on!

which! selection! can! act.! COs! also! provide! a! physical! link! between! homologous!

chromosomes!which! is! crucial! for! the!proper!segregation!of! chromosomes!at!meiosis! I! in!

most!species!(Zickler!and!Kleckner,!1999).!Despite!an!excess!of!recombination!precursors,!

most! species! only! form! close! to! the! one,! obligatory,! CO! per! chromosome.! Mechanisms!
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underlying!this!limitation!are!currently!being!unravelled,!but!still!very!few!anti)CO!proteins!

are! known! (Crismani! et! al.,! 2012;! Lorenz! et! al.,! 2012;! De!Muyt! et! al.,! 2012;! Youds! et! al.,!

2010).!!

At! meiosis,! double)strand! breaks! (DSBs)! are! formed! by! SPO11.! These! DSBs! are!

repaired! through! homologous! recombination! (HR)! using! either! the! homologous!

chromosome!or!the!sister!chromatid,!and!this!leads!to!the!formation!of!both!crossovers!and!

non)crossovers! (NCO).! A! bias! toward! the! homologous! chromatids,! at! the! expense! of! the!

sister!chromatid,!is!enforced!by!the!recombinase!DMC1!and!its!co)factors,!including!RAD51!

(Cloud! et! al.,! 2012;! Lao! and! Hunter,! 2010).! In! Arabidopsis6 thaliana,! the! cyclin! SDS! is!

essential!for!the!DMC1)mediated!bias!(Azumi!et!al.,!2002;!De!Muyt!et!al.,!2009).!The!choice!

of! the! template! for! repair! is! crucial! to! form! COs! during! meiosis,! and! the! mechanisms!

ensuring!the!homologous!bias!are!debated!(Hong!et!al.,!2013).!!

At!least!two!pathways!co)exist!to!produce!COs!in!many!species!including!Arabidopsis6

thaliana6(Higgins!et!al.,!2004;!Mercier!et!al.,!2005):!the!first!depends!on!a!group!of!proteins!

collectively! referred! as! the! ZMM! proteins! and! the! other! depends! on! the! MUS81!

endonuclease.!The!ZMM!pathway!accounts!for!the!formation!of!approximately!85%!of!CO!in!

Arabidopsis6 thaliana,! and! these!COs!exhibit! interference:! they! tend! to!be!distributed!non)

independently! along! the! chromosomes! (Berchowitz! and! Copenhaver,! 2010).! The!MUS81!

pathway!is!a!minor!pathway!of!CO!formation!in!Arabidopsis,!and!MUS81)dependent!COs!are!

not!sensitive!to!interference!(Berchowitz!et!al.,!2007;!Higgins!et!al.,!2008a)!

In!this!study,!using!a!previously!described!genetic!screen!that!identified!FANCM!and!

MHF1)MHF2! as! anti)CO! factors! (Crismani! et! al.,! 2012;! Girard! et! al.,! 2014),! we! identify!

FIDGETIN)Like)1! (FIGL1)! as! a!new!protein! limiting!CO! formation! in!Arabidopsis6 thaliana.!

We! show! that! FIGL1! limits! MUS81)dependent! COs:! extra)COs! in! figl1! mutants! are! not!
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marked!by!MLH1!(a!marker!of!ZMM)dependent!CO),!and!interference!is!greatly!diminished.!

While!these!characteristics!are!reminiscent!of!the!properties!of6 fancm!extra)COs,!we!show!

here!that!FANCM!and!FIGL1!act!in!two!non)redundant!pathways!to!limit!meiotic!crossovers:!

tetrad!analysis!showed!that!the!effects!of!both!mutations!are!cumulative,!leading!to!a!6)fold!

increase! of! CO! formation.! Genome)wide!CO! analysis! confirmed! this! additive! effect.!While!

FANCM!likely!dissolve!D)loop!intermediates!to!produce!NCO!(Crismani!et!al.,!2012;!Lorenz!

et!al.,!2012),!we!provide!evidence!suggesting!that!FIGL1!could!act!earlier!than!of!FANCM,!by!

regulating!the!invasion!step!of!homologous!recombination.!!!

!

RESULTS!

Identification!of!FIGL1:!A!suppressor!of!the!zmm!reduction!of!chiasmata!

CO)deficient!mutants! (e.g.!zmm!mutants)6of!Arabidopsis6 thaliana6display! reduced! fertility,!

noticeable!by!their!reduction! in! fruit! length.!This! is!due!to!homologous!chromosomes!not!

segregating! correctly! at! meiosis! I! and! the! ensuing! formation! of! aneuploid! gametes.! We!

designed!a!genetic!screen!to!identify!anti)CO!factors!in!Arabidopsis,!as!described!previously!

(Crismani! et! al.,! 2012).! Using! fruit! length! as! a! proxy! for! the! level! of! CO! formation,! we!

screened!for!suppressors!of!CO!deficient!mutants,!based!on!the!idea!that!mutation!of!‘anti)

CO’!genes!would!restore!the! level!of!CO!formation!and!therefore!the!correct!chromosome!

segregation!and!fertility!of!the!plants.!Mutants!of!the!following!genes!were!used!as!bait;!the!

pro)CO! factors,!ZMMs! (namely!zip4,!shoc1,!hei10,!msh46and!msh5,!Table!S1)! and! the!plant!

specific! cyclin6 SDS,! helper! of! DMC1! at! the! invasion! step! of! homologous! recombination!

(Azumi!et!al.,!2002;!De!Muyt!et!al.,!2009).!!

The! zip4! suppressor! screen! led! to! the! isolation! of! three! complementation! groups.!

The!study!of!the!first!two!revealed!FANCM!and!MHF1)MHF2!as!anti)CO!proteins!that!act!in!
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the! same!pathway! (Crismani!et! al.,! 2012;!Girard!et! al.,! 2014).!Here!we! focus!on! the! third!

complementation!group,!that!has!two!allelic!suppressors,!zip4(s)4!and!zip4(s)5!(Table!S1).!

Using!mapping!and!whole!genome!sequencing,!we!identified!a!putative!causal!mutation!in!

zip4(s)5,!a!deletion!of!one!base!pair!in!the!gene!At3g27120.!This!mutation!was!confirmed!as!

being!causal!by!the!sequencing!of!At3g271206in6the!allelic!suppressor!zip4(s)4.!Other!zmm!

screens!then!led!to!the!identification!of!12!other!allelic!mutations!(Figure!1!and!Table!S1).!

All!mutations!fall!into!the!AAA)ATPase!domain!or!the!VPS4!domain.!These!two!domains!are!

essential! for!ATPase! activity! and! hexamerization! of! AAA)ATPase! enzymes,! both! of!which!

are!crucial!for!their!role!in6vivo6(Lupas!and!Martin,!2002;!Vajjhala!et!al.,!2006;!Vale,!2000).!!

In! wild! type! Arabidopsis! meiosis,! the! five! pairs! of! homologs! always! form! five!

bivalents!at!metaphase!I,!whereas!zmm6mutants!have!few!bivalents!(on!average!1.3!bivalent!

per!meiosis).!All!alleles!of!figl1!largely!–!but!never!entirely!–!restored!bivalent!formation!in!

all!zmm6backgrounds!tested!to!an!average!of!3.7!per!meiosis!(Figure!1B).!No!somatic!defect!

was!observed!in!figl16mutants.!!

Sequencing! of! the! cDNA! revealed! a! mis)annotation,! as! the! two! in6 silico! predicted!

genes!AT3G27120! and!AT3G27130! correspond! to! one!mRNA! in6 vivo! (Genbank! accession!

KM055500)!(Figure!S1A).!Reciprocal!BLAST!analysis!showed!that! the!protein!encoded!by!

this! gene! is! the! single! representative! of! the!AAA)ATPase! FIDGETIN! family! in!Arabidopsis!

(Figure! 1A! and! Figure! S1).! The! FIDGETIN! protein! family! comprises! three! proteins! in!

mammals! (FIDGETIN,! FIDGETIN)Like)1! and! FIDGETIN)Like)2).! Phylogenetic! analysis!

showed!that!only!FIDGETIN)Like)1!(FIGL1)! is!conserved! in!other!branches!of!eukaryotes,!

including!Arabidopsis6(Figure!S1).!We!therefore!named!this!gene!FIGL1.!FIDGETIN)Like)1!is!

present!in!most!eukaryotes!clades;!however,!we!could!not!detect!any!representative!of!the!

FIDGETIN!family!in!fungi,!with!the!exception!of!the!early!divergent!Microsporidiaes!genera!
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that! possesses! a! FIGL1,! suggesting! that! this! gene! was! lost! early! after! the! fungi! lineage!

divergence.!!

No!specific!signal!was!detected!using!an!antibody!raised!against!N)terminal!part!of!

FIGL1.! However,! using! over)expression! of! the! protein! in! Tobacco! leaves! (transient!

expression),!we!were! able! to! detect! a! strong! signal! restricted! to! the!nucleus! (Figure! S2),!

indicating!that!FIGL1!may!be!a!nuclear!protein.!

!

FIGL1!limits!meiotic!COs!independently!of!FANCM!

To!test!the!effect!of!FIGL16mutation!on!CO!frequency,!we!performed!tetrad!analysis!

(Berchowitz! and! Copenhaver,! 2008).! These! data! showed! that:! (i)! the! figl1I16 zip4! double!

mutant! had! CO! frequencies! far! greater! than! zip4,! reflecting! the! cytological! observations6!

(Figure!S3D);!(ii)!in!the!single!mutant!figl1I1,!CO!frequency!is!increased!on!average!by!72%!

compared!to!wild!type!on!the!six!intervals!tested,!leading!to!the!conclusion!that!FIGL1!is!a!

barrier!to!CO!formation!!(Figure!1C);!(iii)!while!single!fancm!mutants!displays!a!three)fold!

increase! in!genetic!distances,!a!six)fold! increase! is!observed! in! the! figl1I16 fancmI1!double!

mutant! compared! to! wild! type,! showing! that! the! effect! of! each! mutation! is! cumulative!

(Figure! 1C! and! below).! This! result! shows! that! FIGL1! and! FANCM! act! by! two! distinct!

mechanisms! to! limit! crossover! formation! at! meiosis.! The! double! mutant! figl1I16 fancmI16

plants!are! indistinguishable! from!wild!type! in!terms!of!growth!and!fertility!(57.5±6!seeds!

per!fruit!in!figl16fancm6(n=13)!and!55.2±6!in!WT!(n=24;!T)Test!p=0.42)).!Meiosis!proceeds!

normally!in!this!double!mutant!(Figure!S4)!leading!to!the!conclusion!that!having!six!times!

more!crossovers!per!meiosis!does!not!affect!chromosome!segregation.!!

!

!
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Genetic!maps!of!figl1!reveal!an!overall!global!increase!in!CO!formation!

We!sought!to!analyse!the!genome!wide!frequency!and!CO!distribution!in!mutants!for!

FIGL16 and! FANCM.! We! obtained! mutant! alleles! in! another! genetic! background! by!

performing! a! suppressor! screen!with!msh4! in! a! Landsberg! (Ler)! background! (Table! S1).!

Tetrad!analyses!were!performed!on!hybrid!F1!Col/Ler!plants!and!compared!to!the!pure!Col!

data.!In!addition,!genetic!maps!were!obtained!through!genotyping!of!the!F2!plants!obtained!

by! self)fertilization! (see! Material! and! Methods).! [Genetic! data! are! preliminary,! with!

approximately! fifty! plants! analysed! for! each! genotype.!More! data!will! be! analysed! in! the!

final!version!of!this!manuscript].!

In!the!hybrid!figl1!mutant,!tetrad!analysis!showed!an!increase!of!recombination!on!

the!four!intervals!tested!compared!to!hybrid!wild!type,!with!a!79%!average!increase!(Figure!

1C).!This!result!is!similar!to!the!observed!increase!in!inbred!Col!background!(above).!!

Genetic! maps! showed! a! global! increase! genome! wide! (Figure! 1D! and! Figure! S5,! with! a!

+26%! of! total! map! length! (T)Test! p<0,001,! see! Material! and! Methods).! The! increase!

appears! to! be! variable! along! chromosomes! [more! data! are! required! to! explore! this!

question].! These! genetic! data,! while! preliminary,! confirm! that! FIGL1! is! a! barrier! to! CO!

formation.!

!

Effect!of!FANCM!mutations!in!inbreds!and!hybrids!

The!msh46screen!in!a!Ler!background!also!led!to!the!identification!of!several!fancm6

mutants,!including!fancmI126(Table!S1).!Fruit!length!in!fancmI12!msh46(Ler)!was!as!high!as!

in!fancmI1!msh46(Col)!(Figure!2,![bivalent!counting!in!progress])!confirming!that!fancm6is!a!

bona6 fide! suppressor! of!zmm! in! both!Columbia! and!Landsberg!backgrounds.!However,! in!

the!F1!plants!between!fancmI126msh46(Ler)!and!fancmI16msh46(in!Col)!(thus!double!fancm6
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msh4!mutant,!hybrid!Col/Ler),!the!increase!in!bivalent!compared!to!msh46(Col/Ler),!while!

significant!(p<0,01),!was!much!lower!than!in!either!parental! lines!(T)Test,!p<10)6).! It!thus!

appears! that! the! fancm! mutation! is! barely! able! to! restore! CO! formation! of!msh4! in! the!

Col/Ler!hybrid,!while! it!does!very!efficiently! in! inbred!Col!and!Ler.! !We!then!introgressed!

the!fancmI1!mutation!in!another!background,!Wassilewskija!(Ws),!through!four!consecutive!

backcrosses! and!marker)assisted! selection.! In!Ws,! fancmI1!was! able! to! efficiently! restore!

bivalent!formation!of!the!zip4!mutant!(Figure!2).!The!fancmI16zip46hybrid!Col/Ws!showed!!

restored!bivalent! formation! compared! to!zip4,! but! again!much! less! efficiently! than! in! the!

two!parental!lines.!Our!data!and!previous!findings!(Crismani!et!al.,!2012)!thus!revealed!that!

FANCM6mutation!is!very!efficient!at!suppressing!zmm!lack!of!COs!in!inbred!lines!(Columbia,!

Landsberg!and!Wassilewskija)!but!less!efficient!in!hybrids!(Col/Ler!and!Col/Ws).!Measure!

of! recombination!by! tetrad!analysis! recapitulated! this!conclusion!with!an!average!+200%!

increase!when!fancm!is!compared!to!wild!type!in!Col!(this!study!and!(Crismani!et!al.,!2012))!

but!only!an!average!+22%!increase! in!the!F1!hybrids!Col/Ler!on!the! four! intervals! tested!

(Figure!1C).! !Moreover,!genetic!map!distance!of! fancm! in!hybrids!Col/Ler!was!448cM,!not!

statistically!different!from!the!400cM!of!the!hybrid!wild!type!(T)Test,!p=0.18).!!

Finally,!we! performed! additional!marker! segregation! analysis! using! fancm6 in! pure!

Columbia)0! using! an! additional! mutant! allele! of! FANCM.! EMS)induced! mutations! from!

fancmI26 (Crismani! et! al.,! 2012)6 were! used! as! molecular! markers! to! cover! an! arm! of!

chromosome! 1! and! the! centromere! (Figure! S6).! Genetic! distances! in! fancmI1/fancmI26

increased!significantly!(on!average,!117cM!compared!to!67cM!in!wild!type,!T)Test!p<10)6).!

Of!interest,!the!interval!spanning!the!centromere,!which!has!a!low!recombination!frequency!

in!wild!type,!remains!similarly!low!in!fancm.!The!increase!(+74%,!p<10)6)!was!greater!than!

in!the!same!region!in!the!F1!hybrid!(+26%,!not!significantly!different!from!wild!type,!T)Test!



0 

1 

2 

3 

4 

5 

Colu
mbia

-0 
(n=

97
) 

Col/
W

s F
1 

zip
4 (

Col)
 

zip
4 (

W
s)*

 

zip
4 C

ol/
W

s F
1  

(n=
13

) 

msh
4 C

ol/
Le

r F
1 (

n=
13

) 

zip
4 f

an
cm

-1 
Col 

(n=
49

) 

zip
4 f

an
cm

-1 
W

s (
n=

35
) 

zip
4 f

an
cm

-1 
F1 C

ol/
W

s (
n=

60
) 

msh
4 f

an
cm

-10
/fa

nc
m-1 

Col/
Le

r (
n=

23
) 

zmm mutants
fancm zmm 
inbred lines

Figure 2 : fancm is an e!cient anti-CO in inbreds but not in hybrids
Mutation in FANCM restores bivalent formation (in blue) in zmm backgrounds in inbreds, either Columbia (Col), 
Landsberg (Ler) or  Wassilewskija (Ws), but not in hybrids (both Col/Ws and Col/Ler).
* Countings from Chelysheva et al., 2007
[Countings for msh4 fancm-12 in pure Ler are in progress]

fancm zmm 
hybrid lines

U
ni

va
le

nt
s/

B
iv

al
en

ts



!

!

p=0.8! [More! data! needed! to! test! if! there! is! any! effect! of! fancm! in! hybrid]),! further!

confirming!that!fancm!has!a!greater!effect!in!inbred!than!in!hybrids.6

! The! mutation! of! both! FANCM6 and! FIGL16 in! a! Col/Ler! context! led! to! increase! of!

recombination! compared! to! wild! type! on! the! four! interval! intervals! tested! with! tetrads!

analysis!(Figure!1C),!with!an!2.5)fold!increase!on!average.!This!is!higher!than!in!both!single!

mutants,!showing!that! fidg!and! fancm!have!a!cumulative!effect!also! in! the!hybrid!context.!

However,!this!increase!is! lower!than!what!was!observed!when!comparing!figl16fancm!and!

wild!type!in!Col!lines!(6!fold).!!This!is!only!due!to!fancm!being!less!efficient!in!hybrid!than!in!

inbred.!Indeed!there!is!the!same!effect!of!mutating!figl1!in!a!fancm!mutant!either!in!hybrid!

or! inbred! (figl16 fancm6 vs6 fancm:! 1.96! and! 2.03! average! ratio,! respectively)! whereas!

mutating!fancm!in!figl1!mutant!is!much!less!effective!in!hybrid!than!in!inbred!(figl16fancm6vs6

figl1:! 1.42! and! 3.45! average! ratio,! respectively).! ! The! total! map! length! increased! from!

400cM! in!WT! to! 769cM! in! figl16 fancm! (T)Test,! p<10)6),!which! is! higher! than! both! single!

mutants!(448cM!in!fancm!and!515cM!in!figl1,!T)Test,!p<10)6).!Altogether,!these!data!showed!

that!(i)!FIGL16and!FANCM!mutations!have!cumulative!effect!in!inbreds!as!in!F1!hybrids;!(ii)!

FANCM!is!a!more!efficient!anti)CO!protein!in!inbred!than!in!hybrid!contrary!to!FIGL1!which!

is!equally!efficient!in!both!contexts.!!

!

figl1!limits!MUS81Jdependent!crossover!formation!

We!then! investigated! the!molecular!origin!of! the! figl1! extra)CO.!Mutating!SPO11! is!

figl1! abolished! bivalent! formation! (Figure! 1B),! showing! that! CO! formation! in! figl16 arises!

from! SPO11)dependent! double)strand! breaks.! Moreover,! immuno)detection! of! DMC1!

showed!that!the!level!of!DSB!formation!in!figl16was!not!different!from!wild!type,!suggesting!

that! the! extra)CO! in! figl1! do! not! arise! from! an! excess! of! DSBs! (Figure! 3A).! At! least! two!
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Figure 3: FIGL1 limits MUS81-dependent CO formation. 
A: DMCI foci count in wild type, !gl1-1 and !gl1-1 sds shows no statistical di!erence. B: MLH1 foci number at 
diakinesis is not changed in !gl1-1 compared to wild type. C-D: Anaphase I in mus81 (C) and !gl1 mus81 double 
mutant (D), the latter displays chromosome fragmentation indicative of unrepaired recombination intermediates.
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classes!of!COs!coexist!in!Arabidopsis6thaliana:!one!dependent!on!ZMM!proteins,!marked!by!

the! proteins! MLH1! and! subject! to! interference;! and! one! dependent! on! MUS81! which! is!

insensitive!to! interference!(Berchowitz!et!al.,!2007;!Chelysheva!et!al.,!2010;!Mercier!et!al.,!

2005).!Immuno)labeling!of!MLH1!did!not!reveal!any!differences!between!figl16and!wild!type!

(Figure! 3B)! suggesting! that! the! extra)COs! observed! in! figl1! are! not! class! I! crossovers.!

Corroborating! this,! the! strength! of! interference!was!weaker! in! figl1!mutant! compared! to!

WT!on!all!intervals!tested!(Figure!S3C),!suggesting!that!extra)COs!in!figl1!are!not!sensitive!

to! interference.!Moreover,! in! the! figl16mus81! double!mutant,! chromosome! fragmentation!

was!observed!(Figure!3D)!showing!that!MUS81!becomes!essential!for!the!proper!repair!of!

recombination!intermediates!in!figl1.!We!thus!propose!that!FIGL1!limits!MUS81!dependent!

CO! formation,! which! normally! accounts! for! only! ≈15%! of! COs! in! wild)type! Arabidopsis6

(Berchowitz!et!al.,!2007).!!

Synapsis! in! figl16 was! not! different! from! wild! type,! as! measured! by! immuno)

localisation! of! the! central! element! of! the! synaptonemal! complex! (SC),! ZYP1.! We! also!

measured! ZYP1)marked! SC! lenght! ! in! fancm,6 which! was! not! different! from! wild)type!

(125.6μm![n!=!32]!v!125.5μm![n!=!33]).!This!shows!that! increasing!the! frequency!of!non)

interfering!COs!does!not!affect!the!SC!length.!While!SC!length!has!been!shown!to!be!tied!to!

genetic! distances! (discussed! in! (Drouaud! et! al.,! 2007)),! it! would! seem! that! these!

fluctuations!may!be!dependent!only!upon!the!ZMM!COs.!

!

FIGL1!could!regulate!the!invasion!step!of!homologous!recombination!at!meiosis!

In!mitosis,! COs! tend! to! occur! between! sister! chromatids;!whereas! at!meiosis,! COs!

tend!to!engage!two!chromatids!from!the!two!homologous!chromosomes!(Lao!and!Hunter,!

2010).!The!widely!conserved!DMC1!and!the!plant)specific!cyclin!SDS!are!essential! for! the!
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Figure 4 : FIGL1 genetically 
interacts with SDS
Synapsis (A), DMC1 foci (B) and 
bivalent formation (C) are seen 
in both wild type and !gl1 
mutant but not in sds. All are 
restored in !gl1 sds double 
mutant compared to sds. 
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repair!of!DSBs!on!the!homologous!chromosome!in!Arabidopsis,!and!favour!the!formation!of!

COs!at!meiosis:!synapsis!is!abolished!in!dmc16and!sds!mutants,!no!COs!are!formed!(Figure!4!

and!Figure! S7)! and!DSBs! are! repaired! through! the! activity! of!RAD51,! likely! on! the! sister!

chromatid! (Azumi! et! al.,! 2002;! Couteau! et! al.,! 1999;! De!Muyt! et! al.,! 2009;! Vignard! et! al.,!

2007).! Although! fancm6 sds6 display! the! same! phenotype! as! sds6 (not! shown),! figl1I16 sds!

double! mutant! displayed! a! phenotype! different! from! either! single! mutant.! First,! while!

synapsis!was!virtually!abolished!in!sds,!mutation!of!figl1I1!in!this!background!restored!full!

synapsis,! as! revealed! by! chromosome! spreads! and! the! immuno)labelling! of! the! ZYP1!

protein!(Figure!4A).!The!restoration!of!synapsis!and!bivalent! formation!suggests!that!SDS!

and!FIGL1!may!have! antagonistic! roles! towards!DMC1.!To! support! this!hypothesis,!while!

DMC1!foci!formation!was!abolished!in!sds6(De!Muyt!et!al.,!2009),!it!was!restored!in!figl1I16

sds!(Figure!3B!and!Figure!4B).!!

At!metaphase!I,!~5!bivalent)like!structures!were!observed!in!the!double!mutant!figl16

sds! whereas! sds! forms! only! univalents! (Figure! 3C! and! S7).! Further,! figl1I16 sds! showed!

massive!chromosome!fragmentation!at!anaphase!I!(Figure!4D),!demonstrating!that:!(i)!SDS!

is!essential!for!the!repair!on!the!homolog;!(ii)!in!absence!of!SDS,!FIGL1!is!essential!to!repair!

DSBs;!(iii)!FIGL1!may!suppress!the!repair!of!DSBs!on!the!homologous!chromosomes!since!

its!absence!leads!to!the!formation!of!extra!COs.!!!

Restoration!of!synapsis!and!bivalent!formation!in!figl1I16sds!are!dependent!on!both!

DMC1! and! RAD51:! figl1I16 sds6 dmc16 and! figl1I16 sds6 rad51! showed! neither! synapsis! nor!

bivalent! formation! (Figure! S7).! Of! interest,! figl1I16 sds6 dmc1! did! not! show! fragmentation!

either,! implying! that! the! fragmentation! observed! in! figl16 sds! was! due! to! the! presence! of!

DMC1.!However! figl1I16sds6rad516showed!major!fragmentation!like!rad51.6This!argues!for!

an! inhibition! of! RAD51! by! DMC1! to! repair! DSBs,! as! observed! previously,! in! Arabidopsis6
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thaliana6and!in!yeast!(Cloud!et!al.,!2012;!Uanschou!et!al.,!2013).!All!these!data!point!towards!

a! role! for! FIGL1! at! the! invasion! step! of! meiotic! homologous! recombination! to! limit! the!

formation!of!crossovers.!!

To!support!to!this!hypothesis,!the!double!mutant!figl16asy1!displayed!fragmentation!

at!anaphase! I! (Figure!S8).!ASY1! is! the!homolog!of!HOP1! in!Arabidopsis,!and!asy16mutants!

present! an! absence! of! synapsis! and! very! few! bivalents! at! metaphase! I,! indicative! of!

defective!bias!DSB!repair!towards!the!homolog!(De!Muyt!et!al.,!2009;!Sanchez)Moran!et!al.,!

2008).!The!fact!that!in!an!asy1!background,!further!mutation!of!FIGL1!induces!chromosome!

fragmentation!indicates!that!in!absence!of!ASY1,!FIGL1!is!essential!for!the!correct!repair!of!

DSBs,!most!likely!on!the!sister.!

!

!

DISCUSSION!

FIGL1!is!a!new!antiJCO!factor!limiting!MUS81Jdependent!COs!

Despite! the! fact! that! COs! are! essential! to! ensure! the! faithful! segregation! of!

homologous! chromosomes! at! meiosis! I! in! most! species,! CO! formation! is! constrained.!

Factors!promoting!CO! formation!are!well! known,!but!mechanisms! that! limit! it! at!meiosis!

are! only! starting! to! be! deciphered.! Here!we! identified! FIGL1! as! a!meiotic! anti)CO! factor.!

FIGL1!limits!the!class)II!pathway!of!CO!formation,!dependent!on!MUS81.!This!characteristic!

is!reminiscent!of!that!of!FANCM!(Crismani!et!al.,!2012),!but!we!showed!here!that!FIGL1!and!

FANCM! act! at! two! different! steps! of! DSB! repair! that! prevent! CO! formation.! It! therefore!

seems! that! FIGL1! and! FANCM! mutations! fuel! the! same! pathway! of! CO! formation! by! two!

distinct!mechanisms.!Genome!wide!genetic!maps!confirmed!that!mutating!both!FIGL16and!
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FANCM6 leads! to! a! cumulative! increase! of! CO! frequency,! thus! establishing! that! FIGL1! and!

FANCM!limit!CO!formation!at!two!different!steps!in!hybrids!as!in!inbreds.!!

However,! fancm6 effect! on! CO! frequency! was! greatly! reduced! in! Col/Ler! hybrids!

compared!to!inbred!Columbia!lines,!with!a!+200%!increase!in!Col!but!only!+22%!in!Col/Ler.!

This!drastic!reduction!is!specific!to!fancm,!as!figl1!effect!on!recombination!is!not!affected!by!

the! hybrid! status! (+72%! in! Col! and! +79%! in! Col/Ler).!We! currently! cannot! explain! this!

phenomenon.! One! could! imagine! that! the! sequence! divergence! between! Columbia)0! and!

Landsberg!could!affect!the!efficiency!of!FANCM!as!an!anti)CO!protein.!DSB!repair!proceeds!

to! the! invasion! of! a! homologous! sequence! that! leads! to! the! formation! of! the! D)loop!

intermediate.! It! was! proposed! that! FANCM! could! disrupt! these! D)loops! to! prevent! CO!

formation!(Crismani!et!al.,!2012;!Lorenz!et!al.,!2012).!The!invasion!step!could!be!affected!by!

the!heterology!between!Col!and!Ler!sequences,! leading!to!less!D)loop!formed!upon!which!

FANCM!could!act.!However,!the!fact!that!D)loop!are!thought!to!be!only!few!base!pairs!long!

(Drouaud! et! al.,! 2013)! and! that! polymorphism! ratio! between! Col! and! Ler! is! only! 1! SNP!

every! ~250)300pb! (Nordborg! et! al.,! 2005)! do! not! support! this! hypothesis.! There! may!

therefore!be!additional!sequence)!or!not!sequence)base!mechanisms!that! impair! the!anti)

CO!activity!of!FANCM!in!hybrids.!

We!present!here!evidence! that! support!a! role! for!FIGL1!early! in! the!process!of!CO!

formation,! different! from! FANCM's! D)loop! dissociation! proposed! activity.! Notably,! FIGL1!

and! SDS! have! antagonizing! roles! toward! DMC1;! DMC1! loading! and! maintenance! on! the!

nucleoproteic! filament! requires! SDS,! while! its! removal! is! promoted! by! FIGL1! in! the! sds!

background.! We! thus! propose! that! FIGL1! could! act! at! the! invasion! step! of! homologous!

recombination!to!destabilize,!directly!or!indirectly,!DMC1!presynaptic!filament!(see!below).!!

!
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FIGL1!is!a!conserved!AAAJATPase!

FIGL1! is! an! AAA)ATPase! (Beyer,! 1997;! Frickey! and! Lupas,! 2004),! a! family! of!

unfoldase!proteins!(Vale,!2000)!involved!in!the!disruption!of!protein!polymers!as!different!

as! microtubules! or! chromosome! axis! components! (Chen! et! al.,! 2014;! McNally! and! Vale,!

1993).!All!mutations!identified!in!the!screen!fall!into!the!two!conserved!domains:!the!AAA)

ATPAse! domain! and! the! VPS4! domain.! This! indicates! that! ATPase! activity! and!

oligomerization! of! FIGL1! are! important! for! its! anti)CO! activity! (Lupas! and!Martin,! 2002;!

Vajjhala!et!al.,!2006;!Vale,!2000).!FIGL1!is!the!only!member!of!the!Fidgetin!sub)family!to!be!

widely!conserved!(Figure!S1C),!contrary!to!FIDG!and!FIGL2.!!

Human!FIGNL1,!the!homologue!of!Arabidopsis!FIGL1,!as!well!as!FIGL1!from!C.elegans!

have!been!showed!to!form!an!hexameric!ring!oligomer,!which!is!the!classical!conformation!

for!AAA)ATPases!(Chen!et!al.,!2014;!Peng!et!al.,!2013;!Vale,!2000).!Human!FIGNL1!has!been!

shown!to! interact!with!RAD51,!and!to!co)localize!with!RAD51!in!the!nucleus!of! irradiated!

cells! (Yuan! and! Chen,! 2013).! The! FRBD! domain! (FIGNL1's! RAD51! binding! domain)! is!

necessary! for! the! interaction,! and! this! domain! is! conserved! in!Arabidopsis6 (Figure! S1B).6

FIGNL1!appears! to!be! involved,!alongside!RAD51,! in! the!repair!of!DSBs! in! irradiated!cells!

(Yuan! and! Chen,! 2013).! This! would! implicate! FIGNL1! in! homologous! recombination!

mechanisms!in!somatic!cells.!Also,!mouse!FIGNL1!was!found!as!the!best!candidate!for!a!QTL!

of!reduced!testis!weight,!and!FIGNL1!was!shown!to!be!expressed!in!meiocytes!at!pachytene!

(L’Hôte! et! al.,! 2011).! This! could! indicate! a! putative! role! for! FIGNL1! in!meiosis! in!mouse.!

Altogether! this!may! point! toward! a! conserved! function! for! FIGL1! in! limiting!meiotic! CO!

formation.!!

!

!
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FIGL1!mechanism!to!limit!CO!formation!

! At! meiosis,! DSBs! are! induced! by! SPO11! (Grelon! et! al.,! 2001;! Keeney! and! Giroux,!

1997),!are!then!repaired!by!the!homologous!recombination!(HR)!machinery!and!lead!to!the!

formation!of!crossovers!and!non)crossovers!(gene!conversions).!!An!early!step!of!HR!is!the!

invasion!of!a!homologous!chromatid!that!will!act!as!a!template!for!repairing!the!break.!The!

two!recombinases!DMC1!and!RAD51!are!loaded!on!DSBs!early!in!prophase!I!(Chelysheva!et!

al.,!2007;!Kurzbauer!et!al.,!2012;!Sanchez)Moran!et!al.,!2008),!and!will!favour!the!choice!of!

the! homologous! chromosome! as! a! template! for! repairing! the! DSB,! at! the! expense! of! the!

sister! chromatid! (Lao! and!Hunter,! 2010).! DMC1! and!RAD51! form! a! presynaptic! filament!

that! scans! available! templates! for! regions! of! homology! (Danilowicz! et! al.,! 2014),! and!

invades! the!homologous! template! (single)end! invasion)! that!will! lead! to! the! formation!of!

the!D)loop!(Hunter!and!Kleckner,!2001).!!!

FIGL1!being!an!AAA)ATPase,!an!attractive!model!would!be!that!FIGL1!could!disrupt!

the!presynaptic!filament,!hence!inhibiting!D)loop!formation.!In!this!model!(Figure!5),!FIGL1!

would! remove,! directly! or! indirectly,! DMC1! from! the! resected! ends,! allowing! RAD51! to!

repair!on!the!sister!chromatid,!but!not!on!the!homologous!chromosome.!In!the!absence!of!

FIGL1,!more!DSBs!would!retain!DMC1,!leading!to!more!invasion!events!on!the!homologous!

chromosome!and!more!COs.!This!model!mirrors!PCH2!action!on!HOP1!(Chen!et!al.,!2014).!

PCH2! is! also! an! AAA)ATPAse,! from! another! sub)family! than! FIDGETIN! proteins! (Frickey!

and! Lupas,! 2004).! It! has! been! shown! that! PCH2,! which! also! assembles! as! a! ring! shaped!

particle,!is!able!to!disrupt!the!axial!element!of!the!synaptonemal!complex!HOP1!from!DNA!

(Chen!et!al.,!2014).!This!correlates!with!studies!in!mouse!showing!the!Hop1)like!HORMAD1!

and!HORMAD2!proteins! are! depleted! from! chromosome! axes! by! the! actions! of! the! PCH2!
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Figure 5 : Proposed model for the anti-CO activity of FIGL1
FIGL1could mediate the removal of DMC1 from the presynaptic !lmaent and would allow RAD51 to 
repair on the sister chromatid. FIGL1 action would therefore result in the promotion of sister chroma-
tid events. SDS would be important to counteract FIGL1 e"ect and activate and/or stabilise DMC1. 
Stabilised DMC1, together with RAD51, would be able to promote crossover formation. In a !gl1 
mutant, more CO would be formed due to more invasions on the homologous chromosome. In a sds 
mutant, FIGL1 would remove all DMC1 from the presynaptic !lament. In the !gl1 sds double mutant, 
DMC1 would not be removed nor activated, resulting in blocked intermediates which could not be
 repaired, leading to chromosome fragmentation.
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ortholog! Trip13! (Wojtasz! et! al.,! 2009).! A! PCH2! homologue! is! present! in! the!Arabidopsis!

genome!but!has!not!been!functionally!characterized!yet.!

Our!data!support!the!proposed!model.!In!an!sds!background,!FIGL1!would!be!able!to!

remove!DMC1!from!the!DSB!repair!intermediates.!SDS!would!hence!be!necessary!to!balance!

the! action! of! FIGL1! in! WT! meiosis.! We! showed! that! figl16 sds6 displays! chromosome!

fragmentation,!which! is! suppressed! by! the! further!mutation! of!DMC1.6This! suggests! that!

DMC1!could!have!an!inhibiting!role!upon!RAD51!for!its!strand!exchange!activity,!as!this!has!

been!shown!previously,!in!Arabidopsis6and!S.6cerevisiae!(Cloud!et!al.,!2012;!Uanschou!et!al.,!

2013).! In!sds,!DMC1!would!not!be!activated! for! its!strand!exchange!activity!and!would!be!

removed!by!the!action!of!FIGL1.!However,!in!the!double!mutant!figl16sds,!DMC1!would!not!

be!removed!anymore,!leading!to!intermediates!with!both!DMC1!and!RAD51!loaded.!DMC1!

would!not!be!able!to!perform!its!strand!exchange!activity,!due!to!the!absence!of!SDS,!and!

RAD51's!own!strand!exchange!activity!would!be!inhibited!by!the!presence!of!DMC1.!These!

intermediates! would! be! a! dead)end! for! the! HR,! and! would! result! in! un)repaired! DSBs,!

leading!to!the!observed!chromosome!fragmentation.!!

!

We!have! identified!a!new!anti)CO! factor,!FIGL1,!whose!mutation! increases!meiotic!COs! in!

wild)type!Arabidopsis! independently!of!the!other!known!anti)CO!factor!FANCM.!This!work!

also! revealed! that! increasing! recombination! up! to! six! fold! is! not! problematic! for!

chromosome! segregation! at! meiosis! I.! ! We! provide! evidence! to! support! a! model! where!

FIGL1! could! antagonize! the! homologous! bias! promoted!by!DMC1! and! SDS,! and! therefore!

limit! homologous! invasion,! D)loop! formation! and! subsequent! CO! formation! at! meiosis.!
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Material!and!methods!

Genetic!resources!

The! lines! used! in! this! study! were:! ! spo11I1I36 (N646172)! (Stacey! et! al.,! 2006),6 dmc1I36

(N871769)6(Pradillo!et!al.,!2011),6sdsI26(N806294)!(De!Muyt!et!al.,!2009),6rad51I16(Li!et!al.,!

2004),6 zip4I1! (EJD21)6 (Chelysheva! et! al.,! 2007),6 zip4I26 526 (N568052)6 (Chelysheva! et! al.,!

2007),6 shoc1I16 (N557589)6 (Macaisne! et! al.,! 2008),6 msh5I2! (N526553)! (Higgins! et! al.,!

2008b),6 mus81I26 (N607515)! (Berchowitz! et! al.,! 2007),6 fancmI16 (Crismani! et! al.,! 2012),6

hei10I26 (N514624)! (Chelysheva! et! al.,! 2012).! Tetrad! analysis! lines! were:! I2ab!

(FTL1506/FTL1524/FTL965/qrt1I2),!I3bc!(FTL1500/FTL3115/FTL1371/!qrt1I2)!and!I5cd!

(FTL1143U/FTL1963U/FTL2450L/! qrt1I2)! from! G.Copenhaver! (Berchowitz! and!

Copenhaver,! 2008).! Atzip4(s)56 (figl1I1)! was! sequenced! using! Illumina! technology.!

Mutations!were!identified!through!the!MutDetect!pipeline!(Girard!et!al.,!2014).!

Cytology!technics!

Meiotic! chromosome! spreads! have! been! performed! as! described! previously! (Ross! et! al.,!

1996).! Immuno)localisations!of!MLH1!were!performed!as!described! in! (Chelysheva!et! al.,!

2010),! ASY1! and! ZYP1! as! in! .! Observations! were! made! using! a! ZEISS! AxioObserver!

microscope.! Graphs! of! Figure! 3! were! made! using! the! GraphPad! software! Prism6!

(http://www.graphpad.com).!!

!

!

!
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Cloning!and!transient!expression!in!N.bentamiana!

FIGL1!open! reading! frame!was!amplified!with!DNA!primers!bearing! the!AttB1!and!AttB2!

and!cloned!into!Gateway!vector!pDONR207!using!BP!recombination!(Invitrogen)!producing!

the! entry! vector,! which! was! then! sequenced.! Primers! used! for! PCR! amplification! on!

Columbia! DNA! were! :! GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGTAAAGGAATGTGTGGGTCG! and!

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAGGCTTAAACTACCAAACTG.! An! LR! reaction! between! the!

entry! vector! and! the! destination! vectors! pGWB5! and! pGWB6! (Nakagawa! et! al.,! 2007)!

produced!the!final!expression!vectors,!where!coding!sequence!of!FIGL1!is!cloned!in!fusion!

with!a!GFP!protein,!either!in!C)terminal!or!N)terminal!of!FIGL1!sequence.!Each!expression!

vector! was! introduced! in! Agrobacterium6 tumefaciens! strain! C58C1(pMP90)! by!

electroporation.!Agrobacterium! bacterial! cultures!were! incubated! overnight! at! 28°C!with!

agitation.!Each!culture!was!pelleted,!washed,!and!resuspended!in!infiltration!buffer!(13!g/L!

bouturage!N°2!medium![Duchefa!Biochemie]!and!40!g/L!sucrose,!pH!5.7)!to!an!OD600!of!0.5.!

The! inoculum! was! delivered! to! the! lamina! tissue! of! N.6 benthamiana! leaves! by! gentle!

pressure!infiltration!through!the!lower!epidermis.!To!enhance!transient!expression!of!GFP!

and! BiFC! fusion! proteins,! the! P19! viral! suppressor! of! gene! silencing! was! coexpressed!

(Voinnet!et!al.,!2003).!Observations!were!made!with!a!Zeiss!LSM!710!confocal!microscope.!!

Phylogeny!

Proteins! from! the!FIDGETIN! family!were! identified!using! literature! search!and! reciprocal!

BLASTp!and!PSI)BLAST!(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/,!http://www.arabidopsis.org/!and!

http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza).! Alignments! were! made! by! T)COFFEE! and!

subsequent!tree!building!was!realised!by!PhyML!on!www.phylogeny.fr.!Tree!rendering!was!
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performed! on! Fig! Tree! (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree)! and! Adobe! Illustrator.!

Accession!numbers!for!the!sequences!are:!Dm_FIGL1!CG3326!(Zhang!et!al.,!2007),!Hs_FIDG!

NP_060556.2!(Mukherjee!et!al.,!2012),!Hs_FIGL1!NP_001036227.1!(Yuan!and!Chen,!2013),!

Hs_FIGL2! NP_071399.2,! Mm_FIDG! AAG17289.1! (Cox! et! al.,! 2000),! Mm_FIGL1!

NP_001156832.1! (L’Hôte! et! al.,! 2011),! Mm)FIGL2! NP_001201840.1! (YANG! et! al.,! 2005),!

Ce_FIGL1! NP_504197! (Yakushiji! et! al.,! 2004),! Nb_FIGL1! EOB14776.1,! Xl_FIGL1! :!

NP_001086763.1,! Dr_FIDG! NP_001018411.1,! Dr_FIGL1! NP001122223.1,! Oc_FIGL1!

XP_001421485.1,!Trb_FIGL1!XP_844861.1!(Casanova!et!al.,!2009).!!

FTL!analysis!

Tetrad! slides!were!prepared!as! in! (Berchowitz! and!Copenhaver,! 2008)! and! counting!was!

performed! through! an! automated! detection! of! tetrads! using! a! pipeline! developed! on! the!

Metafer! Slide! Scanning! Platform! (http://www.metasystems)international.com/metafer).!

For! each! tetrad,! attribution! to! a! specific! class! (A! to! L)! was! double! checked! by! hand!

(Berchowitz!and!Copenhaver,!2008).!Genetic!sizes!of!each!interval!was!calculated!using!the!

Perkins!equation!(Perkins,!1949):!D6=61006x6(Tetratype6frequency6+666x6NonIParentalIDitype6

frequency)/26in!cM.!(see!http://www.molbio.uoregon.edu/~fstahl!for!details)!

Interference! ratio! was! calculated! as! in! (Berchowitz! and! Copenhaver,! 2008).! For! two!

adjacent!intervals!I1!and!I2,!two!populations!of!tetrads!are!considered:!those!with!at!least!

one!CO! in! I2!and! those!without!any!CO! in! I2.!The!genetic! size!of! I1! is! then!calculated! for!

these!two!populations!using!the!Perkins!equation!(above),!namely!D1(I1!with!CO!in!I2)!and!

D2(I1!without!a!CO! in! I2).!The! IR! is! thus!defined!as! IR=!D1/D2.! If! the!genetic! size!of! I1! is!

lowered!by!the!presence!of!a!CO!in!I2,!IR<1!and!interference!is!detected.!If!not,!IR!is!close!to!
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1!and!no!interference!is!detected.!A!khi)square!test!is!performed!to!test!the!null!hypothesis!

(H0:!D1=D2.)!(Figure!S3C).!!

The!coefficient!of!interference!(CoC)!was!calculated!as!in!(Shinohara!et!al.,!2003).!The!CoC!

is!defined!in!(Muller,!1916)!and!compares!the!observed!frequency!of!double!CO!compared!

to! the! expected! frequency! of! double! CO!without! interference.! The! observed! frequency! is!

defined!by!fo(2CO)!=!frequency!of!tetrads!having!at!least!one!CO!in!I1!and!at!least!one!CO!in!

I2!(classes!D,!E,!F,!G,!J,!K,!L).!The!expected!frequency!is!obtained!by!the!product!of!fe(COI1)!

and!fe(COI2);!where!fe(COI1)!is!defined!as!the!frequency!of!tetrads!having!at!least!one!CO!in!

I1!(classes!C,!D!E,!F,!G,!I,!J,!K,!L),!!and!fe(COI2)!as!the!frequency!of!tetrads!having!at!least!one!

CO!in!I2!(classes!B,!D!E,!F,!G,!H,!J,!K,!L).!The!CoC!is!thus!defined!as!CoC!=!fo(2CO)!/![fe(COI1)!x!

fe(COI2)].! If! the! observed! frequency! of! double! CO! is! lower! than! the! expected! frequency,!

CoC<1!and!interference!is!detected.!If!not,!CoC!is!close!to!1!and!no!interference!is!detected.!

A!khi)square!test!is!performed!to!test!the!null!hypothesis!(H0:!fo(2CO)!=!fe(COI1)!x!fe(COI2))!

(Figure!S3C).!

Genetic!map!and!FTL!in!hybrids!

Hybrids! lines!were!obtained!through!the!crossing!of! fancmI16 figl1I16double!mutant! in! the!

Columbia)0! background! (bearing! the! tetrad! analysis! markers,! see! above,! and! the! qrt1I2!

mutation)! with! a! fancmI126 figl1I12! double! heterozygous! mutant! in! the! Landsberg!

background! bearing! the! qrt1I1! mutation! (Preuss! et! al.,! 1994).! The! F1! plants! were!

heterozygous!for!the!tetrad!analysis!markers!and!were!used!to!obtain!results!of!Figure!1C.!

Seeds!from!the!selfing!of!double!heterozygote!(non)mutant!control),! figl1,! fancm!and! figl16



!

!

fancm!plants!were!kept.!These!seeds!were!sown!and!21!day)old!rosettes!were!collected!in!

extraction!plates.!DNA!extractions!were!made!as!in!(Giraut!et!al.,!2011).!!

96!KASPar!markers!were!designed!according!to!their!position!to!satisfy!an!average!distance!

between!two!markers!of!1.5!Mb.!Genotyping!was!performed!using!the!KASPAR!technology!

at! Plateforme! Gentyane,! 5! chemin! de! Beaulieu,! 63039! Clermont)Ferrand,! France.!

Genotyping! data! were! analysed! with! Fluidigm! software! (http://www.fluidigm.com).! 95!

markers! gave! sustaining! genotyping! results! and! were! further! kept! for! analysis.! Results!

were! exported! to!MapDisto! (Lorieux,! 2012).! Genetic!maps!were! computed!with!Kosambi!

parameters!(Kosambi,!1943)!for!each!chromosome!(in!cM,!Figure!1D!and!Figure!S5).!

To! compare! the! different! genotypes,! the! number! of! CO!per! plant!was! retrieved! from! the!

genotyping!data.!These!numbers!were!then!compared!between!genotypes!by!a!bilateral!T)

Test!(p!values!are!indicated!in!the!main!text).!!
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Alleles Strain 

Position on 
Chromo-
some 3 

(Columbia 
genome) 

Mutation 
Change in 

DNA 
sequence 

Change in the 
protein sequence 

Position of 
the amino 

acid change 

hei10(s)141 figl1-3 Col-0 10001970 SNP C>T W>STOP 413 

sds(s)32 figl1-4 Col-0 10001934 SNP C>T R>H 425 

hei10(s)326 figl1-6 Col-0 10001904 SNP C>T G>D 435 

shoc1(s)123 figl1-7 Col-0 10001812 SNP C>T splicing site 439 

zip4(s)5  figl1-1 Col-0 10001784 deletion  G>0 frameshift 447 

msh5(s)652 figl1-8 Col-0 10001772 SNP C>T E>K 451 

hei10(s)235 figl1-9 Col-0 10001422 SNP C>T D>N 497 

sds(s)7 figl1-10 Col-0 10001422 SNP C>T D>N 497 

zip4(s)4 figl1-2 Col-0 10001128 SNP C>T splicing site 537 

shoc1(s)101 figl1-11 Col-0 10001018 SNP G>A L>F 545 

msh4(s)80 figl1-12 Ler 10000840 SNP C>T L>F 574 

msh4(s)65 figl1-13 Ler 10000569 SNP C>T A>T 618 

hei10(s)208 figl1-14 Col-0 10000328 SNP C>T E>K 647 

msh5(s)5 figl1-15 Col-0 10000278 SNP C>T W>STOP 663 

msh5(s)647 figl1-16 Col-0 10000279 SNP G>A W>STOP 663 

Table S1 : Mutations of FIGL1 found in the zmm screens 
Position of mutation are represented also on Figure 1A and Figure S1B 
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Figure S1: Arabidopsis FIDGETIN-LIKE 1 gene 
A: Sequencing of the cDNA revealed a mis-annotation in Arabidopsis thaliana genome database: RT-PCR experiments 
showed that the two in silico predicted genes AT3G27120 and AT3G27130 are actually a single expressed mRNA in 
vivo (Genbank accession KM055500). B: Alignment with T-COFFEE of FIGL1 proteins from Arabidopsis thaliana (At), 
Drosophila melanogaster (Dm), Homo sapiens (Hs), Mus musculus (Mm), Caenorhabditis elegans (Ce) and Danio rerio 
(Dr) showing the FIDGETIN-RAD51-Binding-Domain (FRBD) described in human (Yuan et al., 2013), the conserved 
Walker A, Walker B and SRH domains of the ATPase domain (Lupas et al., 2002, Ogura et al., 2004) as well as the 
VPS4 domain for oligomerization (Vajjhala et al., 2006). Positions of the mutations found in the different screens are 
indicated: black stars indicate amino acid change, red stars indicate mutations to stop codon and green stars indicate 
mutations affecting splicing site, see also Table S1. C: Phylogenetic tree of the FIDGETIN family obtained after align-
ment with T-COFFEE and subsequent tree calculation (PhyML). The approximate likelihood ratio test statistic values 
are indicated at each nod. Bar: Estimated nucleotid substitions per site. Xl: Xenopus laevi, Ot: Ostreococcus tauri, 
Nb: Nosema bombycis, Trb: Tripanosome brisei. 
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FIGL1-GFP H2A-RFP MERGED

Figure S2 : FIGL1 protein is expressed in the nucleus
Overexpression of FIGL1 fused to GFP fluorescent protein is infiltrated in 
N.benthamiana leaves expressing stable histone H2A-RFP fusion protein. H2A-RFP is 
specifically expressed in the nuclei of the cells, as is FIGL1-GFP fusion protein.



Col Wild type +/- zip4 +/- figl1-1 zip4 +/- figl1-1 +/- fancm-1 +/-
figl1-1 

fancm-1 +/-

I2a 2,86 0,20 NA NA NA NA 4,91 0,29 7,41 0,73 15,10 1,09

I2b 4,82 0,26 NA NA NA NA 10,33 0,52 15,82 0,99 33,17 1,68
I3b 5,62 0,36 NA NA NA NA 9,20 0,37 18,07 1,40 33,75 1,83
I3c 18,30 0,73 NA NA NA NA 24,81 0,96 37,44 1,83 60,60 2,69
I5c 7,35 0,53 3,80 0,38 9,77 0,67 14,08 0,75 22,72 1,55 49,32 3,36

I5d 5,54 0,37 2,52 0,31 6,18 0,46 9,80 0,53 19,63 1,33 35,70 2,61

Col/Ler Wild type +/- figl1-1 +/- fancm-1 +/-
figl1-1 

fancm-1 +/-

I2a 3,63 0,37 5,11 0,57 4,25 0,42 8,22 0,69

I2b 1,85 0,24 3,19 0,35 2,18 0,27 3,03 0,35
I5c 3,47 0,19 7,10 0,55 4,94 0,17 11,27 0,53

I5d 3,61 0,18 6,67 0,44 4,52 0,17 10,10 0,51

I2AB Total A B C D E F G H I J K L
Wild type 3256 2759 311 183 2 1 0 0 0 0 0 0 0
figl1-1 3413 2540 549 263 13 9 17 15 4 2 0 1 0
fancm 1005 626 239 88 17 11 7 8 6 3 0 0 0
figl1-1 fancm 1010 372 358 117 34 23 32 34 20 6 11 3 0
Wild type 1598 1430 108 57 0 0 1 1 1 0 0 0 0
figl1-1 1253 1060 110 80 0 0 0 0 3 0 0 0 0
fancm 1400 1226 112 60 0 0 0 1 1 0 0 0 0
figl1-1 fancm 1138 897 169 69 0 0 0 0 3 0 0 0 0

I3BC Total A B C D E F G H I J K L
Wild type 1896 1071 186 601 8 8 7 4 0 11 0 0 0
figl1-1 2334 1149 263 705 40 40 42 40 4 33 3 15 0
fancm 971 287 127 390 30 27 19 38 10 28 7 8 0
figl1-1 fancm 1009 155 153 305 60 55 79 62 13 58 20 44 5

I5CD Total A B C D E F G H I J K L
Wild type 1831 1392 232 195 2 2 1 2 4 0 1 0 0
zip4 1210 1058 91 60 0 0 1 0 0 0 0 0 0
figl1-1 zip4 1674 1229 245 157 6 12 5 10 3 1 5 1 0
figl1-1 2152 1323 419 319 16 18 12 19 18 4 2 2 0
fancm 777 324 179 160 20 26 31 16 9 5 4 3 0
figl1-1 fancm 584 139 139 111 31 34 27 27 24 13 25 12 2
Wild type 5445 4696 353 386 1 2 4 0 3 0 0 0 0
figl1-1 1515 1131 179 184 3 10 2 3 3 0 0 0 0
fancm 8479 6936 800 706 3 8 12 8 1 5 0 0 0
figl1-1 fancm 2481 1589 424 373 16 26 14 22 7 5 2 3 0
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WT zip4 zip4 figl1 figl1 fancm figl1 fancm
Interference ration 0,16 - - 0,93 1,02 1,16
CoC 0,17 - - 0,96 1,12 1,03
Interference ration 0,29 - - 1,05 0,68 0,91
CoC 0,38 - - 1,02 0,86 0,97
Interference ration 0,41 0,21 1,82 0,67 1,00 1,11
CoC 0,30 0,22 1,15 0,75 1,02 1,02
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Figure S3: Tetrad analysis experiment data 
A: Tetrad count for all categories (A to L) designed by G. Copenhaver and colleagues (Berchowitz et al., 2008) 
for every genotype in all experiments (pure Columbia-0 and hybrid Col/Ler). B: Genetic distances calculated 
with Perkins equation (Perkins, 1949) from the data of (A). C: Interference ratios (Stahl, 2008) and coe!cients 
of coincidence (CoC, Shinohara et al., 2008) calculated with data from (A). When Khi square tests are possible, 
p-value are given and colored following their value for the H0 hypothesis "IR=1" or "CoC=1". D :  Mutation in 
FIGL1 restores CO frequency in a zip4 background based on tetrad analysis on two intervals of chromosome 5. 

cM

cM



Figure S4: !gl1 fancm meiosis proceeds normally. 
Male meiocyte chromosome spreads stained with DAPI show a normal behaviour of chromosomes throughout 
meiosis
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Figure S5: Genetic maps of all five chromosomes in wild type, figl1, fancm and figl1 fancm mutants. Size of each interval 
and each chromosome is indicated in cM, measured with Kosambi equation (Kosambi, 1943). 
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Figure S6 : Genetic map in pure Columbia of wild type and 
fancm mutant, using speci!c EMS mutations of fancm-2 and
 fancm-1 mutants as genotyping markers. 



Figure S7 : Meiosis in !gl1 sds, !gl1 sds rad51 and !gl1 sds dmc1. Chromosome spreads from male 
meiocytes of each mutant colored with DAPI.
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3.3 Résultat supplémentaire

3.3.1 figl1 haploïde

Nous avons étudié l’e�et de la mutation de FIGL1 dans un contexte haploïde. Des
plantes d’Arabidopsis haploïdes sont obtenues par croisement avec une lignée GFP-Tailswap
portant une version mutée d’une protéine centromérique, CENH3 (Ravi et al. 2010). Cette
lignée GFP-Tailswap (TS) est capable de se reproduire par autofécondation comme une
plante sauvage. Lorsqu’une plante TS est utilisée pour polliniser une plante mère por-
tant une version sauvage de CENH3, le génome provenant de TS qui porte des protéines
CENH3 mutées est éliminé peu de temps après la fécondation (Ravi et al. 2010). Les
graines issues d’un tel croisement ne donc portent qu’un seul génome parental (provenant
de la plante mère sauvage), et sont donc haploïdes. En croisant une lignée TS avec un
mutant figl1, j’ai pu obtenir des plantes haploïdes portant la mutation figl1. La méiose des
mutants figl1 haploïdes est identique à celle d’un sauvage haploïde (Figure 3.1) : les cinq
chromosomes ségrègent aléatoirement vers l’un ou l’autre pôle de la cellule en première
division. Les chromatides sœurs se séparent correctement en seconde division, menant à
la formation de quatre lots de chromatides aneuploïdes.

Ces données suggèrent que FIGL1 n’est pas nécessaire pour la réparation sur la chro-
matide sœur.
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Figure 3.1 – La méiose chez l’haploïde sauvage (A, C, E, G) et mutant pour
figl1 (B, D, F, H) sont similaires : en pachytène (A-B) aucun signe de synapsis n’est
observable ; en métaphase I (C-D) les cinq chromosomes homologues apparaissent sous
forme d’univalents qui ségrègent aléatoirement pour former deux lots en télophase I (E-
F). En télophase II (G-H), les chromatides sœurs forment quatre lots de chromosome
aneuploïdes.
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Discussion et perspectives

L’ensemble des résultats présentés ont permis de mettre en évidence deux voies de
régulation de la formation des crossovers en méiose chez Arabidopsis. La première dépend
des protéines FANCM, MHF1 et MHF2 qui sont aussi impliquées toutes les trois dans
une même voie de réparation de l’ADN, la voie de l’anémie de Fanconi (FA). La deuxième
voie de régulation des CO dépend de la protéine FIDGETIN-Like-1 (FIGL1), une AAA-
ATPase conservée mais dont les fonctions décrites chez les autres espèces ne permettent
pas d’en dégager une fonction univoque claire.

Je m’attacherai donc dans ce chapitre à discuter les hypothèses des di�érents modes
d’actions de ces protéines en méiose, en relation avec leur fonction anti-crossover.

1.2 La voie FA et la recombinaison méiotique

1.2.1 MHF1, MHF2 et FANCM : trois protéines, une voie de
régulation

FANCM limite, avec MHF1 et MHF2, la formation des CO chez Arabidopsis, et ce
indépendamment des autres protéines de la voie FA. La voie FA n’a pas été caractérisée
chez les plantes en tant que telle mais plusieurs arguments indiquent qu’elle serait conser-
vée. Tout d’abord, chaque sous-groupe fonctionnel (core complex, FA-ID, partenaires en
aval) semble conservé puisqu’on trouve des gènes de chaque sous-groupe dans le génome
de l’arabette. La voie FA est une voie de réparation de l’ADN, et l’on s’attend donc à ce
que les mutants présentent des défauts liés à cette fonction. Les simples mutants fancm
et mhf1 ne présentent pas de défaut de développement et ne sont pas sensibles aux agents
réticulant de l’ADN (mitomycine C, MMC). Mais il s’avère que le double mutant fancm
mus81 présente des défauts de développement somatique (Crismani et al. 2012) et que le
double mutant mhf1 recq4a est plus a�ectés par la MMC que les simples mutants (Dan-
gel et al. 2014 ; Knoll et al. 2011). Ces résultats impliquent FANCM et MHF1 dans
une voie de réparation de l’ADN en parallèle de RECQ4A/MUS81.

Chez les mammifères, FANCM, MHF1 et MHF2 sont capables de s’associer en sous-
complexe indépendamment des autres partenaires de la voie FA (Singh et al. 2010 ; Yan
et al. 2010). Il est probable que cette organisation en sous-complexe soit conservée chez
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Arabidopsis et que ce sous-complexe ait acquis un rôle méiotique en relation avec leur
fonction biochimique de débobinage de l’ADN. Chez les mammifères, la protéine FANCM
purifiée seule a une a�nité assez faible pour l’ADN (Ciccia et al. 2007 ; Zhao et al.
2013). Lorsqu’elle forme un complexe avec MHF1 et MHF2, son a�nité pour l’ADN
double brin et les structures branches est augmentée (Yan et al. 2010), et son activité
hélicase est stimulée (Singh et al. 2010). MHF1 et MHF2 seraient donc essentielles au
recrutement de FANCM sur les intermédiaires de recombinaison, et pour stimuler son
activité. Nos résultats sont cohérents avec ces hypothèses : les mutants mhf1 et mhf2
présentent une activité anti-CO mois forte que fancm : en absence de ses deux cofacteurs,
FANCM garderait une certaine activité anti-CO, comme cela a été montré chez S.pombe
(Lorenz et al. 2012).

1.2.2 Un rôle pro CO des autres protéines fanconi ?

En dehors de FANCM, MHF1 et MHF2, les autres protéines de la voie FA conser-
vée chez Arabidopsis ne sont pas des protéines anti-CO méiotiques. Les étalements de
chromosomes des méiocytes des simples mutants fancd2, fance, fanci et fancl ont révélé
la présence d’une fréquence, faible, d’univalents. Ce résultat suggère donc que FANCD2,
FANCE, FANCI et FANCL pourraient avoir un rôle pro-crossover chez Arabidopsis. Ce
résultat fait écho aux recherches menées par l’équipe de Peter Schlögelhofer à l’Institut
Max F. Perutz à Vienne (résultats non publiés de la thèse de René Ladurner, disponible
sur http://othes.univie.ac.at/3292/1/2009-01-14_0106572.pdf) qui montrent que
les doubles mutants fancd2 atm sont très stériles, plus que le simple mutant atm, prin-
cipalement à cause de l’apparition de fragmentation en anaphase I. ATM est une kinase
essentielle pour déclencher la réponse aux dommages de l’ADN (Maréchal et al. 2013).
Leur résultat implique que FANCD2 pourrait avoir un rôle de promotion de la réparation
des cassures double-brin en méiose, parallèle à ATM. Il serait donc intéressant d’explorer
le rôle des protéines Fanconi pour leur rôle pro-crossover, en s’attachant notamment à
comprendre quelle classe de crossover est diminuée chez les mutants, et à quelle étape de
la recombinaison homologue pourraient jouer ces protéines.

1.2.3 FANCM, RTEL-1, SGS1 : dissociation des D-loop ?

La formation de la D-loop est un carrefour de la recombinaison homologue méiotique,
et la régulation de son devenir aurait donc un impact majeur sur la fréquence et la
nature des événements de recombinaison. Parmi les quelques rares protéines anti-CO
méiotiques identifiées chez les eucaryotes, trois (RTEL-1, SGS1 et FANCM) sont sont

http://othes.univie.ac.at/3292/1/2009-01-14_0106572.pdf
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des hélicases, protéines connues pour utiliser l‘énergie d’hydrolyse de l’ATP (ou du GTP)
pour catalyser l’ouverture d’acides nucléiques double brins. Ces trois enzymes interagissent
donc directement avec l’ADN, et sont capables de prendre en charge des intermédiaires
de recombinaison pour les faire changer de conformation. Elles ont toutes les trois une
activité de dissociation des D-loop (Barber et al. 2008 ; Brabant et al. 2000 ; Prakash
et al. 2009), qui serait à la base de leur activité anti-CO.

Ces trois protéines anti-CO ont été découvertes dans des espèces di�érentes (C.elegans,
S.cerevisiae, S.pombe et Arabidopsis thaliana, Crismani et al. 2012 ; De Muyt et al.
2012 ; Lorenz et al. 2012 ; Youds et al. 2010). FANCM pourrait-elle jouer le rôle de
SGS1 ou RTEL-1 chez Arabidopsis ? Un premier contre-argument vient du fait qu’il existe
des homologues de SGS1 et de RTEL-1 dans le génome d’Arabidopsis. RTEL-1 faisait par-
tie de nos candidats favoris pour nos cribles suppresseurs des zmm, mais rtel-1 n’est pas
capable de supprimer un mutant zmm (données personnelles du laboratoire, W. Cris-
mani et M. Séguéla). Chez C.elegans, les extra-CO présents chez le mutant rtel-1 sont
dépendants des ZMM et de MUS81 (Yokoo et al. 2012 ; Youds et al. 2010). Il est
donc encore possible que RTEL-1 ait un rôle anti-CO chez Arabidopsis thaliana, mais
ne soit pas capable de supprimer la semi-stérilité et le manque de bivalent d’un zmm.
La mesure de la fréquence de CO par analyse de tétrades dans le simple mutant rtel-1
apportera la réponse à cette question. Il existe sept protéines homologues à SGS1 dans le
génome d’Arabidopsis, dénommées protéines RECQ. La protéine RECQ4A d’Arabidopsis
est capable de complémenté un mutant sgs1 de levure lors de test de résistance à la
MMC, et serait donc l’homologue fonctionnel le plus probable de SGS1 chez Arabidop-
sis (Bagherieh-Najjar et al. 2005). REC4B est un paralogue de RECQ4A présentant
70% d’identité avec ce dernier. Une étude a proposé que RECQ4A et RECQ4B pourraient
avoir des rôles antagonistes sur la recombinaison somatique (Hartung et al. 2007). Nous
avons pu montrer dans le laboratoire que RECQ4A et REQC4B étaient toutes les deux
des protéines anti-CO impliquées dans la même voie de régulation du nombre de CO chez
Arabidopsis de façon non redondante (données personnelles, Mathilde Séguéla et Wayne
Crismani).

FANCM et SGS1 ont aussi une activité biochimique, décrite in vitro et en cellules
somatiques, de dissolution des doubles jonctions de Holiday par migration de branches
(Cejka et al. 2012 ; Gari et al. 2008 ; Sun et al. 2008 ; Wu et al. 2003). SGS1 jouerait
son rôle anti-CO méiotique au travers de ces deux activités (dissolution de D-loop et
dissolution de dHj, De Muyt et al. 2012). Ni nos données génétiques ni celles de nos
collègues chez S.pombe sur FANCM ne permettent d’écarter un rôle de dissolution des
dHj méiotiques.
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1.2.4 E�et de fancm en fond hybride

Si FANCM est un régulateur majeur de la recombinaison méiotique en fond isogé-
nique, nos données montrent que son activité anti-CO est fortement diminué en fond
hybride. Les raisons de cette di�érence d’e�cacité sont encore inconnues. Quelles sont
les di�érences entre un hybride et une lignée pure ? La plus évidente est la divergence de
séquence nucléotidique (polymorphisme : SNP et insertions/délétions). Deux hypothèses
peuvent alors être proposées. La première est que le polymorphisme empêche la formation
d’intermédiaires qui sont formés en fond pur. Ce manque d’intermédiaires diminuerait le
rôle de FANCM pour limiter le nombre de CO. Cette hypothèse est mise à mal : (i) par le
fait que la divergence de séquence entre les di�érentes accessions d’Arabidopsis est assez
faible, de l’ordre de 0,5% avec en moyenne un SNP toutes les 250-300pb (Nordborg
et al. 2005), or les pistes des conversions géniques, associées ou non aux CO, sont assez
courtes (Drouaud et al. 2013) ce qui laisse penser que les D-loop sont de taille restreinte
et ont peu de chance de contenir un SNP ; (ii) si le nombre d’invasions est diminué en
fond hybride par rapport au fond pur, l’e�et de FIGL1 serait aussi diminué, or ce n’est
pas le cas.

Si le polymorphisme n’a pas d’e�et à l’échelle locale, il peut en avoir à l’échelle du
chromosome. En e�et, les événements de recombinaison ectopiques, entre deux séquences
non alléliques, sont très rares, même dans les régions qui présentent des séquences répétées
et qui sont indiscernables l’une de l’autre sur plusieurs centaines de paires de bases.
De plus, chez les allopolyploïdes, qui présentent des chromosomes homéologues en plus
des chromosomes homologues, la recombinaison se déroule toujours entre chromosomes
homologues et jamais entre chromosomes homéologues. Il existe donc des mécanismes
de détection de l’hétérologie à l’échelle du chromosome pour distinguer quelles sont les
séquences alléliques, et quelles sont les séquences ectopiques. Un bon argument en faveur
d’un tel mécanisme est la mise en évidence de loci contrôlant la recombinaison homéologue
chez le blé et le colza (PH1 et PrBn, voir Introduction 2.3.6 page 50). Une hypothèse
pour expliquer l’absence d’e�et de FANCM en fond hybride pourrait être que de tels
mécanismes régulent les mêmes étapes que FANCM : ces deux mécanismes sont alors
redondants en fond hybride, alors que FANCM joue seul en lignée pure. Là encore, l’on
peut se demander quelles sont les caractéristiques de FANCM et de FIGL1 qui font que
leur e�et est, ou non, a�ecté en fond hybride par rapport aux lignées pures.

L’étude de ce phénomène et de ses causes est particulièrement intéressante, et peut
nous apprendre beaucoup sur la régulation des événements de recombinaison. Nous avons
énoncé deux hypothèses : une régulation de l’action de FANCM à l’échelle locale ou à
l’échelle du chromosome. Une façon d’aborder ce problème serait d’étudier le compor-
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tement méiotique de lignées hétérozygotes pour di�érentes parties du génome, et fixées
homozygote sur le reste du génome. Il serait alors envisageable d’analyser les taux de re-
combinaison de chaque lignée par analyse de tétrades puis de les séquencer pour connaitre
les caractéristiques génétiques des lignées hyper-recombinantes ou hypo-recombinantes.

1.3 FIGL1 : une nouvelle protéine méiotique

1.3.1 Qui est FIGL1 ?

FIGL1 est une AAA-ATPase de fonction inconnue chez les plantes et dont les fonctions
décrites chez les autres espèces ne permettent pas a priori de prédire son implication dans
la régulation de la fréquence de CO en méiose. La puissance des cribles de génétique directe
tient à cela : identifier de nouveaux acteurs insoupçonnés.

Lors de l’identification de figl1 comme suppresseur des zmm, les données impliquant
FIGL1 comme protéine pouvant sectionner les microtubules nous ont d’abord pousser
à formuler des hypothèses sur un éventuel rôle du cytosquelette sur la recombinaison
méiotique, comme cela avait été montré chez de nombreuses espèces (Hiraoka et al.
2009). Nous avons donc cherché à montrer que FIGL1 pouvait s’associer aux microtubules.
Lors d’expériences d’expression transitoire de FIGL1, nous avons alors découverts que
FIGL1 serait plus probablement une protéine nucléaire. Les données chez l’Homme sur
le lien entre FIGL1 et RAD51 publiées en 2013 (Yuan et al. 2013) ont achevées de nous
convaincre que le rôle de FIGL1 n’avait très probablement rien à voir avec les microtubules.

Notre modèle d’action pour FIGL1 sur la régulation de l’invasion simple brin est basé
sur des données biochimiques obtenues chez d’autres espèces. Nous proposons en particu-
lier que la fonction de désassemblage de macromolécules soit conservée chez la protéine
FIGL1 d’Arabidopsis. AtFIGL1 possède notamment deux domaines fondamentaux pour
cette fonction : le domaine dit VPS4, qui est important pour l’oligomérisation (Lupas
et al. 2002 ; Vajjhala et al. 2006) ; et le domaine AAA-ATPase, important pour la liaison
et l’hydrolyse de l’ATP (voir Introduction). Toutes les mutations isolées dans le crible se
trouvent dans ces deux domaines, ce qui démontre que ces deux domaines sont importants
pour la fonction anti-CO de FIGL1. Le domaine FRBD de liaison à RAD51 décrit chez
la protéine humaine (FIGNL1, Yuan et al. 2013) semble aussi conservé chez Arabidopsis,
mais aucune mutation n’a été isolée dans cette partie du gène lors de nos cribles. Une
mutation par insertion d’un T-DNA au début de ce domaine est pourtant capable de
supprimer la semi-stérilité d’un mutant zip4. Il est probable que cette insertion mène à la
délétion de toute la partie C-terminale de la protéine. Notre hypothèse est qu’une seule
mutation ne soit pas capable d’altérer su�samment le domaine pour inhiber l’interaction
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avec RAD51, mais il est aussi envisageable que le domaine FRBD ne soit pas nécessaire
à la fonction anti-CO de FIGL1.

1.3.2 Ce que l’étude de figl1 nous apprend sur DMC1 et RAD51

L’étude des interactions génétiques entre FIGL1 et les acteurs du biais (RAD51,
DMC1, SDS, ASY1) a permis de révéler plusieurs caractéristiques de ces acteurs eux-
mêmes.

La fonction de la cycline SDS chez Arabidopsis n’est pas bien déterminée (Azumi et al.
2002 ; De Muyt et al. 2009). Le phénotype du mutant sds n’est pas discernable de celui
de dmc1 : le synapsis est aboli, aucun foyer DMC1 n’est observable, aucun crossover ni
bivalent ne sont formés, menant à la ségrégation aléatoire des chromosomes homologues en
première division de méiose (Azumi et al. 2002 ; Couteau et al. 1999 ; De Muyt et al.
2009). Le double mutant figl1 sds présente une restauration du synapsis, une restauration
des foyers DMC1 ainsi que la formation de bivalents en métaphase I, mais présente aussi
de la fragmentation chromosomique en anaphase I. Ces résultats impliquent que :

– (i) SDS n’est pas fondamentalement nécessaire pour le synapsis, mais en fond sds
la présence de FIGL1 inhibe le synapsis ;

– (ii) SDS n’est pas fondamentalement nécessaire à la formation des foyers DMC1,
mais en fond sds la présence de FIGL1 provoque le déchargement de DMC1 ou
empêche son chargement ; SDS aurait donc un rôle activateur ou stabilisateur de
DMC1 ;

– (iii) SDS n’est pas fondamentalement nécessaire au biais vers l’homologue pour
former des bivalents ; mais en fond sds, FIGL1 empêche la formation de ces bivalents ;

– (iv) en fond sds les intermédiaires de recombinaison peuvent être réparés sur la sœur
en présence de FIGL1, mais en absence de FIGL1, cette réparation est compromise.

Tous ces phénotypes sont dépendants de DMC1. En e�et, le triple mutant figl1 sds dmc1
ressemble en tout point au mutant dmc1, indiquant que :

– (i) le synapsis et la formation des bivalents observés dans le mutant figl1 sds dé-
pendent de DMC1 (de plus, ces phénomènes dépendent aussi de RAD51) ;

– (ii) la fragmentation observée dans le double mutant figl1 sds est levée par la muta-
tion dmc1 impliquant que DMC1 inhiberait RAD51 en absence de FIGL1 et SDS.

L’ensemble de ces résultats tendent à montrer que l’activité de DMC1 (au sens large :
chargement, stabilisation, régulation de l’activité d’échange de brin) est régulée par des
forces contraires, SDS ayant un rôle activateur et FIGL1 un rôle inhibiteur.

Il a été montré chez la levure que RAD51 est un cofacteur de DMC1, et que c’est
l’activité d’échange de brin de DMC1, et non celle de RAD51, qui est important pour la
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formation des CO en méiose (Cloud et al. 2012). Des données supportant ce modèle ont
été rapportées chez Arabidopsis (Da Ines et al. 2013). A l’inverse, DMC1 inhibe l’activité
de RAD51 (Résultats et Hong et al. 2013 ; Uanschou et al. 2014). Dans le cadre de
notre modèle, DMC1 et RAD51 sont chargés sur la chromatine et forment le filament
présynaptique, RAD51 activant DMC1 et DMC1 inhibant RAD51. Dans un mutant figl1,
plus d’intermédiaires portant DMC1 et RAD51 seraient maintenus, promouvant plus d’in-
vasion sur le chromosome homologue et plus de CO. En absence de SDS, DMC1 n’est plus
présent sur la chromatine, probablement par l’action de FIGL1. On peut envisager que,
en fond sds, FIGL1 serait nécessaire à la déstabilisation du filament présynaptique pour
induire une réorganisation de DMC1 et RAD51, permettant ainsi la réparation sur la
sœur. Chez le sauvage, les forces contraires de FIGL1 et SDS aboutiraient à un équilibre
dynamique, permettant la formation des CO observée. En absence de FIGL1 et de SDS,
le réarrangement des recombinases ne serait plus possible, et ni DMC1 (non activé) ni
RAD51 (toujours inhibé par DMC1) ne seraient capables de réparer les DSB, menant à
la fragmentation observée.

Le mutant asy1 présente un défaut de synapsis et de formation des CO (De Muyt
et al. 2009 ; Sanchez-Moran et al. 2008 ; Sanchez-Moran et al. 2007). Le double
mutant figl1 asy1 présente le même défaut de synapsis que asy1 mais présente de la
fragmentation chromosomique en anaphase I. Cette fragmentation pourrait signifier que,
comme dans le double mutant figl1 sds, DMC1 soit chargée et inhibe RAD51, mais ne
soit pas activé pour l’échange de brins. les foyers DMC1 semblent être absents dans asy1,
il pourrait donc être intéressant de savoir s’ils sont restaurés en fond asy1 figl1. Il est
aussi probable que la fragmentation du double mutant figl1 asy1 soit aussi dépendante
de DMC1, et il serait intéressant de le confirmer.

1.3.3 Comment caractériser la fonction de FIGL1

Notre modèle présomptif sur le mode d’action de FIGL1 comme protéine anti-CO est
basé sur ce que l’on sait des AAA-ATPases et de FIGL1 en particulier chez les autres
espèces. Notamment, la protéine FIGL1 humaine et de C.elegans s’assemblent en hexa-
mère, structure tridimensionnelle canonique pour les AAA-ATPases (Peng et al. 2013 ;
Yuan et al. 2013). De plus, la protéine FIGL1 humaine interagit avec RAD51 (Yuan
et al. 2013). L’étude de ces propriétés chez Arabidopsis est donc requise pour valider notre
modèle chez Arabidopsis.

Notre modèle implique que FIGL1 est capable de renvoyer les invasions sur le chromo-
some homologue vers la chromatide sœur. Or ces invasions mènent à la formation de CO
et de NCO. Une des prédictions de ce modèle serait donc une augmentation du nombre
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de NCO dans le mutant figl1 parallèle à l’augmentation du nombre de CO. Il serait inté-
ressant de tester cette hypothèse, notamment en se basant sur le séquençage de tétrades
qui permet d’avoir accès à tous les événements de recombinaison au sein d’une méiose
et notamment aux événements de conversion génique, associés ou non au crossovers (Lu
et al. 2012 ; Wijnker et al. 2013).

D’autre part, des tests in vitro de l’activité de FIGL1 pourraient confirmer son rôle
de disruption de la formation de la D-loop. L’incubation de DMC1 et RAD51 avec un
fragment d’ADN simple brin (ssDNA) complémentaire d’un plasmide permet de tester la
formation de D-loop par échange de brin entre le plasmide et le ssDNA (D-loop assay, voir
par exemple Uanschou et al. 2014). L’ajout de FIGL1 pourrait perturber le rendement
de formation de ces D-loop.

L’étude des interactants de FIGL1 pourrait aussi nous éclairer sur son mode d’ac-
tion. RAD51 et AKAP95 ont été isolés comme interagissant spécifiquement avec FI-
GNL1 chez l’humain (Yuan et al. 2013). Nous avons testé l’interaction entre RAD51 et
FIGL1 d’Arabidopsis en double hybride chez la levure, sans que le résultat soit concluant.
AKAP95 est une protéine de fonction inconnue qui n’est pas conservée chez les plantes.
Des expériences de co-précipitation en prenant comme appât FIGL1 ont été lancées (TAP-
TAG sur la plateforme de biochimie de l’Université de Gent, Belgique). Ces expériences
sont réalisées à partir d’extraits protéiques de cellules d’Arabidopsis en culture. Ce sont
donc des cellules somatiques, et même si leur transcriptome est dérégulé par rapport à des
cellules intègres de feuilles, les protéines méiotiques sont grandement sous-représentées.
Cette technique a donc ses limites dans un cadre d’étude comme le notre mais pourra
peut-être quand même o�rir des pistes intéressantes quant à la fonction de FIGL1.

Les interactants des AAA-ATPases reconnaissent principalement des domaines en N-
terminal. Il pourrait donc être intéressant de pousser les analyses de séquences de FIGL1
pour isoler des domaines N-terminaux conservés, au niveau de leur séquence primaire
mais aussi peut-être au niveau de leur repliement structural. Muter le domaine Walker B
peut aussi être une stratégie d’identification des substrats. La majorité des enzymes AAA
lient leur substrat après liaison à l’ATP, et le relâche après hydrolyse en ADP. En mutant
les résidus empêchant l’hydrolyse mais pas la liaison à l’ATP du domaine Walker B (E
vers Q), il serait possible de co-immunoprécipiter les interactants spécifiques de l’enzyme,
comme cela a été montré pour Vps4 (BABST et al. 1998) et Pch2 (Chen et al. 2014).

1.3.4 La fonction de FIGL1 est-elle conservée ?

La fonction anti-CO méiotique de FIGL1 peut-elle être conservée chez les autres es-
pèces ? D’un point de vue de la séquence, il est di�cile de départager les protéines FIGL1
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impliquées dans la liaison aux microtubules (chez la drosophile en particulier), de celles
qui semblent être localisées dans le noyau (chez l’Homme et C.elegans par exemple). No-
tamment, le domaine FRBD de liaison à RAD51 semble présent chez toutes ces espèces
(Yuan et al. 2013). En théorie, rien ne s’oppose donc à ce que la fonction anti-CO de
FIGL1 puisse être conservée chez d’autres espèces. Chez la souris, FIGNL1 est exprimée
dans les méiocytes au stade pachytène (L’Hôte et al. 2011). Chez C.elegans, le mutant
figl-1 montre aussi une stérilité marquée, due à un problème de di�érenciation de la lignée
germinale : chez ce mutant, les noyaux mitotiques de la zone de prolifération s’accumulent
et ne semblent jamais entrer en méiose (Luke-Glaser et al. 2007). Le fait que FIGL1
puisse avoir plusieurs rôles (de sectionnement des microtubules et un rôle anti-CO) im-
plique qu’elle puisse être recrutée pour l’un, l’autre ou les deux rôles chez les di�érentes
espèces. La mutation de FIGL1 pourrait alors entraîner des défauts pléiotropes, et son
rôle anti-CO pourrait être caché par d’autres problèmes de développement ou de mise en
place de la lignée germinale.

Une question se pose : FIGL1 pourrait-elle être l’homologue fonctionnel de PCH2 de
S.cerevisiae chez Arabidopsis ? En e�et, PCH2 et FIGL1 semblent être les deux seules
AAA-ATPases à posséder un rôle méiotique démontré, et il a aussi été montré que la
mutation pch2 pouvait mener à une augmentation de la recombinaison sur un certain
nombre de loci chez S.cerevisiae (Zanders et al. 2009).

Un premier contre-argument vient du fait qu’il existe un homologue de PCH2 chez
Arabidopsis qui serait aussi impliqué en méiose, sa mutation semblant entrainer des dé-
faut de synapsis et une réduction de 70% du nombre de chiasma par cellules (données
non publiées, disponible sur http://etheses.bham.ac.uk/4921, thèse de Nuntasoontorn
Komsun sous la direction de Chris Franklin et Sue Armstrong). PCH2 a en e�et été dé-
crit comme perturbant les axes chromosomiques en déstabilisant la protéine HOP1 chez
la levure (Chen et al. 2014). Chez la souris, l’absence de l’homologue de PCH2, TRIP13,
induit une déplétion des protéines HORMAD1 et HORMAD2, homologues à HOP1 chez
cette espèce (Wojtasz et al. 2009). Chez Arabidopsis, ASY1 est l’homologue de HOP1.
Le marquage ASY1, utilisé comme contre-marquage de ZYP1 (voir Résultats 3, Figure
3) n’est pas altéré chez figl1 par rapport au sauvage, indiquant que les axes chromoso-
miques ne semblent pas être modifiés en absence de FIGL1. L’ensemble de ces données
nous poussent à croire que FIGL1 et PCH2 seraient toutes les deux requises en méiose
chez Arabidopsis, l’une pour limiter la formation des CO, la deuxième probablement pour
réguler le synapsis.

http://etheses.bham.ac.uk/4921
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1.3.5 Le biais sur l’homologue ou le biais sur la sœur ?

Nos résultats défendent un modèle où FIGL1 pourrait limiter la formation des CO en
limitant l’accès au chromosome homologue pour la réparation des cassures double-brin.
FIGL1 serait donc impliquée dans ce choix de la matrice de réparation, communément
appelé biais sur l’homologue.

La notion de biais est débattue. En se maintenant au niveau des observations, il est clair
que : (i) en mitose, les CO sur l’homologue sont limités (Richardson et al. 1998) ; (ii) en
méiose, les CO sur l’homologue sont nécessaires, dans une grande majorité des espèces, à
la disjonction des chromosomes homologues. Il existe donc une régulation du choix de la
matrice de réparation, et ce choix est modulé di�éremment en mitose et en méiose. Quels
sont les déterminants communs et spécifiques de chaque type de division ? Les cohésines
sont mises en place au moment de la réplication en mitose comme en méiose, la seule
di�érence étant que la protéine REC8 est spécifiquement chargée en méiose (Nasmyth et
al. 2009). La grande spécificité de la méiose est la mise en place des axes chromosomiques
et du complexe synaptonémal, ainsi que l’expression spécifique de protéines telles que
DMC1, RAD51 et leurs protéines accessoires (HED1, MEK1 notamment). Il est donc
attrayant de penser que les cohésines, dont le rôle est de garder les chromatides sœurs
ensemble et qui sont présentes à la fois en méiose et en mitose, promeuvent un biais de
réparation vers la sœur ; alors que les protéines de l’axe, du complexe synaptonémal et les
recombinases méiotiques pourraient promouvoir un biais vers l’homologue. Des données
chez la levure viennent appuyer cette hypothèse : les protéines MEK1 et RED1 sont
nécessaires pour établir un biais vers l’homologue en méiose chez le sauvage, mais pas
chez le mutant rec8 (Kim et al. 2010). MEK1 est une kinase qui régule négativement
l’activité d’échange de brin de RAD51 (Hollingsworth et al. 1997 ; Niu et al. 2005 ;
Thompson et al. 1999) et RED1 est une protéine de l’axe chez S.cerevisiae (voir 2.2
page 35). Ces données tendent à montrer qu’en absence de REC8, les protéines MEK1 et
RED1 sont superflues pour assurer le biais, et que donc le biais vers l’homologue serait
préétabli par défaut. Ce biais par défaut serait contré par REC8 (ou les autres cohésines
en mitose) pour promouvoir un biais vers la sœur. L’e�et de REC8 serait alors lui-même
contrecarré par MEK1 et RED1. Ces forces sont à l’œuvre pour la mise en place du biais,
mais pas pour sa maintenance au moment de la transition SEI-dHj (Kim et al. 2010).
Cette maintenance serait promue par DMC1, RAD51 et HED1.

Que pourrait faire FIGL1 dans ce cadre ? FIGL1 permettrait un nouveau niveau de
régulation de ce biais, en contrecarrant probablement l’e�et des recombinases. En ré-
sumé, les cohésines promouvraient un biais vers la sœur, contrecarré par des protéines
régulatrices des recombinases, dont MEK1 (et peut-être SDS et une kinase associée in-
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connue chez Arabidopsis ?), ainsi que les protéines de l’axe telles que RED1 (et peut-être
ASY3/ASY4 chez Arabidopsis ?). Les recombinases activées promouvraient donc un re-
tour du biais sur l’homologue, mais pourraient être déstabilisées par FIGL1 qui renverrait
la réparation vers la chromatide sœur.

L’ensemble de ces données montre que l’événement d’invasion simple brin est extrê-
mement contrôlé : c’est une étape dynamique soumise à de multiples régulations, qui
participent sans doute à un équilibre de type homéostasie avec boucles de rétrocontrôle.

1.4 D’autres cribles possibles ?

Au cours de nos cribles, 29 allèles de fancm, 14 allèles de figl1 et 3 allèles de mhf2 ont
été trouvés, mais aucun allèle de mhf1 n’a jamais été isolé (aucun des 17 mutants non
identifiés ne porte de mutation dans le gène MHF1, voir Table II, page 91). Pourquoi une
telle variation dans le nombre de mutations trouvées ? Plusieurs hypothèses peuvent être
avancées. La première est que les gènes FIGL1 et FANCM sont longs voire très longs
(4kb et 7kb respectivement) et comportent beaucoup d’introns/exons (13 exons chacun),
alors que les gènes MHF1 et MHF2 sont très courts (moins de 1kb) et sont composés
de 4 et 8 exons respectivement. Le nombre de changements d’acides aminés et de sites
d’épissage a�ectant l’activité de la protéine est donc bien moindre chez les MHF que chez
FANCM ou FIGL1. De plus, c’est l’activité biochimique de FANCM et de FIGL1 qui est
cruciale pour leur rôle anti-CO : la totalité des mutations identifiés dans FANCM sont
situées dans le domaine hélicase de la protéine, et la très grande majorité des mutations
identifiées dans FIGL1 touchent le domaine AAA-ATPase. Les sites catalytiques des
enzymes sont beaucoup plus sensibles aux changements d’acide aminés que les protéines
de structures, ce que sont probablement MHF1 et MHF2. Cela pourrait expliquer le peu
de mutations identifiées dans MHF2. Le fait que nous ayons trouvé trois allèles de mhf2
mais aucun allèle de mhf1 est probablement le fruit du hasard, et montre que nos cribles
ne sont pas encore arrivés à saturation.

Jusqu’ici nos cribles n’ont identifié que des protéines anti-CO de voie II. Nos cribles
étant basés sur la suppression des mutants zmm, il est possible que ce soit une limitation
pour trouver dans anti-CO de voie I, même s’il serait théoriquement possible de trouver
des protéines anti-CO limitant à la fois la voie I et la voie II chez le sauvage. Nous
n’avons pas non plus trouvé de mutant supprimant spécifiquement un mutant zmm sans
supprimer les autres. Pourtant les protéines ZMM ont des fonctions très diverses, certaines
ayant un rôle structurel (protection des dHj pour MHS4 et MSH5 par exemple), d’autres
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ayant plutôt des rôles régulateurs : HEI10 est une E3 ligase (Qiao et al. 2014), et les
protéines ZIP2/ZIP3/ZIP4 formeraient aussi un complexe E3 ligase (Perry et al. 2005).
Il aurait donc été envisageable de trouver des suppresseurs spécifique de zip4 et hei10,
qui pourraient contrecarrer spécifiquement l’action de ces protéines.

D’autres cribles peuvent être intéressants à mettre en place. Afin de trouver des ré-
gulateurs de la voie I, il pourrait être envisageable de cribler contre un mutant dont la
protéine est impliquée en amont du choix voie I vs voie II. La di�culté est de trouver des
mutants su�samment peu fertiles pour pouvoir cribler facilement, mais qui fournissent
quand même un nombre de graines su�sant pour e�ectuer le crible. Un crible contre des
mutants comme sds pourraient être en cela très intéressant. Un crible contre un mutant
hypomorphes de spo11 pourrait aussi révéler plusieurs types de suppresseurs : ceux avec
un niveau de cassures rétabli ou ceux qui jouent sur l’homéostasie des CO en jouant sur
le ratio CO/DSB. Le développement des technologie de type CRISPR/Cas (Cong et al.
2013) pourrait être une bonne stratégie pour pouvoir muter ponctuellement et spécifique-
ment la copie endogène de SPO11.

1.5 Pourquoi le nombre de crossovers serait-il limité ?

Les e�ets positifs du sexe et de la recombinaison ont été discutés en Introduction (1.3).
La recombinaison permet notamment de créer de nouvelles combinaisons d’allèles sur
lesquelles la sélection peut jouer. Mais y a t-il un avantage à faire beaucoup de crossovers,
ou au contraire, y a t-il un désavantage à faire trop de crossovers ? Si le paradoxe du sexe
est au cœur de nombreuses controverses, la question de la limitation du nombre de CO
par chromosome n’est que rarement abordée par les biologistes de l’évolution. Le taux de
recombinaison est un trait quantitatif soumis à variation, et de fait est soumis à sélection
(Maynard-Smith 1998). Le fait que le nombre de CO par chromosome soit très proche
de 1 chez de nombreuses espèces (Figure 3.1, page 53) tend à démontrer qu’avoir peu de
CO est évolutivement sélectionné à l’échelle de l’histoire évolutive des espèces. Le fait que
l’interférence, qui est un moyen de limiter l’occurrence des CO, soit un phénomène aussi
répandu à l’échelle de l’arbre des espèces argumente aussi en faveur d’un e�et bénéfique
de la régulation des CO.

Des hypothèses mécaniques ont été formulées pour tenter d’expliquer la pression de
sélection contre un nombre élevé de CO par chromosome. Il a notamment été proposé que
des CO trop proches les uns des autres pouvaient interférer avec le maintien de la cohésion
et perturber la ségrégation des chromosomes (Nilsson et al. 1995 ; Veen et al. 2003).
Un contre argument vient de S.pombe qui possède une grande densité en CO (notamment
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avec 18 CO sur un chromosome de 5,6Mb) et qui ségrège parfaitement ses chromosomes.
Un autre vient de nos résultats : le double mutant figl1 fancm présente 5 fois plus de
crossovers par méiose, et la méiose se déroule parfaitement bien. S’il est encore possible
que nous n’ayons pas atteint la limite physique en augmentant par 2 ou 3 la fréquence
de CO par méiose, l’exemple de S.pombe nous montre que la densité peut sans doute être
élevée bien plus haut, et que l’e�et mécanique ne serait pas une pression évolutive forte
permettant de maintenir un si petit nombre de CO par chromosome dans de si nombreuses
espèces.

Un e�et mutateur des événements de recombinaison a aussi été avancé pour tenter
d’expliquer un e�et délétère de la recombinaison, notamment par l’activité de la machi-
nerie de réparation des mésappariements : trop de recombinaison implique une réparation
des mésappariements plus importante, donc à plus de substitutions de bases et à l’ap-
paritions de plus de mutations (Friedberg et al. 1995). Mais comme certains auteurs
l’ont fait remarqué à juste titre, les CO ne seraient pas le vecteur principal de mutation.
En e�et, les CO ne sont pas toujours le produit majoritaire de la recombinaison homo-
logue méiotique. Chez la souris par exemple, 90% des événements de recombinaison se
traduisent par des NCO (Cole et al. 2012a). Si ces événements ont un e�et très ponctuel
sur le génome (notamment dû au fait que leur piste de conversion soit courte), ils auraient
un e�et mutateur deux fois supérieur à celui des CO (Cole et al. 2012b).

Une dernière hypothèse est que trop de recombinaison est désavantageux sur une
échelle de temps plus longue. Les CO mélangent et réarrangent les combinaisons d’allèles
dans les descendants. Un gène qui augmenterait le nombre de CO serait donc bénéfique
non pas pour l’individu qui le porte, mais pour sa descendance. Dans ce cas, un tel gène ne
serait sélectionné qu’indirectement, et profiterait de la meilleure fitness des descendants
pour se propager. C’est ce qu’on appelle le hitchiking, le fait qu’un gène se fasse "prendre
en stop" par un génome, sans intérêt apparent pour le génome. Des pressions de sélection
importantes sur les descendants pourraient favoriser l’émergence d’un tel gène. Il a notam-
ment été montré que les pressions de sélection sur des caractères non méiotiques peuvent
jouer sur les taux de recombinaison. Deux études s’intéressant au niveau de chiasma par
chromosome chez un grand nombre d’espèces de mammifères et plantes cultivées, ont mis
en évidence que la domestication (qui est une pression de sélection forte) aurait tendance
à augmenter le niveau de chiasma par rapport aux espèces cousines non domestiquées
(BURT et al. 1987 ; Ross Ibarra 2004). Les pressions de sélection auraient donc ten-
dance à favoriser la formation des CO ; augmenter la fréquence de CO serait donc une
réponse adaptative.

Comment expliquer alors si peu de recombinaison dans un si grand nombre d’espèce ?
Trop de recombinaison peut aussi casser les bonnes associations d’allèles : c’est le fardeau
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de la recombinaison. Il a été démontré chez la drosophile que des individus portant des
chromosomes recombinés possédaient une valeur sélective moindre que les individus por-
tant des chromosomes non recombinés (Charlesworth et al. 1975). La recombinaison
implique donc une baisse de fitness dans ce cas là. Ce coût de la recombinaison est aussi
bien illustré par des études qui montrent que, chez de nombreuses espèces, les gènes pré-
sentant des profils d’expression similaires sont présents en clusters dans les génomes (Pál
et al. 2003). Ce clustering physique peut s’expliquer par une facilité d’accès aux gènes
nécessaires aux même phénomènes (pour le facteur de transcription par exemple), mais
pourrait aussi démontrer un clustering génétique : ces gènes auraient ainsi plus de chance
de rester ensemble lors de la méiose. Ceci a d’ailleurs été démontré chez la levure : les
gènes de ménage essentiels à la vie de la cellule sont présents en clusters sur le génome,
et ce au sein de régions montrant des taux de recombinaison faibles (Pál et al. 2003). Ce
résultat suggère qu’il existe une coévolution entre la position des gènes sur le génome et la
fréquence de recombinaison le long des chromosomes. Cela montre aussi que le fardeau de
recombinaison peut être très lourd et que des mécanismes ont été développés pour contrer
ce coût.

L’e�et du fardeau de recombinaison est donc très di�érent si l’on parle de gènes dont
l’association est bénéfique ou délétère pour l’hôte. Si les associations d’allèles sont béné-
fiques, l’augmentation du taux de recombinaison permet d’associer ces allèles ensemble. Si
les associations entre allèles sont délétères (ou si une combinaison donne une bien meilleur
valeur sélective que toutes les autres), trop de recombinaison est dommageable. Il est donc
fort probable que la fréquence de CO soit le résultat d’une balance entre des forces évolu-
tives contradictoires. Il faut ajouter à cela une autre condition : le crossover obligatoire.
Pour les espèces dont la ségrégation des chromosomes dépend des CO, il est absolument
indispensable de garantir le CO obligatoire pour assurer une reproduction e�cace. Il est
donc envisageable que l’optimum de fréquence de recombinaison soit inférieur à 1 CO par
chromosome pour des raisons génétiques et évolutives, mais que le CO obligatoire impose
un minimum de 1 CO par chromosome.

Les mutants hyper-recombinants sont aujourd’hui de formidables outils pour aborder
ces questions. Des approches sur le long terme d’étude de l’adaptabilité ou de l’acquisition
de nouvelles fonctions comme cela a été réalisé chez E.coli (Blount et al. 2012) pourraient
mettre en évidence s’il existe, ou non, des pression évolutives pour une limitation du
nombre de crossovers à l’échelle de l’évolution.
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ABSTRACT 

Meiosis is at the heart of Mendelian heredity. Recently, much progress has been made in the 

understanding of this process, in various organisms. In the last fifteen years, the functional 

characterization of numerous genes involved in meiosis has dramatically deepened our 

knowledge of key events, including recombination, cell cycle and chromosome distribution. 

Through a constantly advancing tool set and knowledge base, a number of advances have 

been made that will allow manipulation of meiosis from a plant breeding perspective. This 

review focuses on the aspects of meiosis that can be tinkered with to create and propagate 

new varieties. 

We would like to dedicate this review to the memory of Simon W. Chan (1974-2012) 

http://www.plb.ucdavis.edu/labs/srchan/ 

 

INTRODUCTION 

In the coming decades high quality food must be produced to feed billions of people on this 

planet (Tester and Langridge 2010). Research is making advances on how this may be 

possible by introgressing certain traits, more specifically alleles of genes, into the elite crop 

varieties that already exist. Methods are required to transfer genetic material between plant 

varieties. For this to occur, with the exception of transgenesis, the genetic material must pass 

by a peculiar cell division known as meiosis. Meiosis generates genetic diversity and 

maintains ploidy (the number of sets of chromosomes in a cell) through successive 

generations. During meiosis, chromosomes which will be transmitted to the next generation 

are recombined, redistributed and then their number halved. Molecular data on plant meiosis 

has rapidly been accumulating in the last decade, mostly in the model species Arabidopsis 

thaliana, but notably also in rice (Oriza sativa) and maize (Zea maiz). This led to the 

functional characterization of over sixty genes involved in various aspects of meiosis, from 

recombination to cell cycle and chromosome movement. A more global view of plant meiosis 

mechanism is thus emerging, as described in several recent reviews (Osman et al. 2011; 

Berchowitz and Copenhaver 2010; Harrison et al. 2010; Mercier and Grelon 2008). Such a 

global understanding of these meiotic mechanisms, beyond its intrinsic scientific interest, 

opens up novel applied possibilities. In this review, we describe how tinkering with the basic 
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mechanisms of meiosis provide potential new technologies to control plant reproduction, such 

as mastering the level of recombination, manipulation of the ploidy of gametes, re-creation of 

parental plants from a hybrid,  and the implementation of clonal reproduction through seeds. 

Wild type meiosis: how to make recombined haploid gametes 

Two major features define meiosis: recombination that produces a patchwork of the pre-

meiotic chromosomes and reduction of ploidy by half (Fig. 1). Ploidy is reduced because two 

rounds of chromosome distribution follow a single replication. Homologous chromosomes are 

separated at the first division, and sister chromatids are separated at the second division. To be 

more accurate, this statement is correct because the chromosome identity is arbitrarily defined 

by its centromere. See in Fig. 1  that indeed at centromere chromosome distribution follows 

this rule, but that away from centromeres the occurrence of crossovers (COs),  which are 

exchanges of continuity between two homologous chromatids, modifies this pattern. At both 

divisions, entities that will be separated must be physically connected beforehand. In the case 

of the first division, crossovers provide this link in partnership with sister chromatid cohesion 

(ensured by cohesins, a molecular glue that is established at the onset of their replication). 

This mechanical role of COs is crucial to understand and to tinker with meiosis. This is 

illustrated on Fig. 1: The two sister chromatids are held together by cohesins. A CO converts 

this inter-sister cohesion into an inter-homologue link. Hence, if the CO on Fig.1 is absent, 

there is no longer a link between the homologous chromosomes (Grelon et al. 2001). In such a 

case, chromosomes segregate randomly generating a high level of unviable aneuploid 

gametes. At anaphase I, sister chromatid cohesion is released from the chromosome arms, 

freeing the recombinant homologous chromosomes to migrate to opposite poles. However, 

sister chromatid cohesion is kept in centromeric regions and provides the link between the 

sister chromatids which is required for their segregation at the second division. The 

centromeric cohesion is released at anaphase II, allowing the distribution of sister chromatids.  

Thus for a correct meiotic division certain requirements must be met: (1) at least one 

crossover must occur per pair of homologues (the so called obligate crossover). Note that only 

one chromatid from each homologue is engaged in any given crossover, thus even with the 

obligate crossover rule, some chromatids can be crossover free. (2) Cohesion between sister 

chromatids must be released along the arm at anaphase I but maintained at centromeres until 

being released at anaphase II. (3) Sister centromeres must co-segregate at first division and 
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separate at second division. (4) The rule of the mitotic cell cycle must be bent to permit two 

divisions to follow a single replication.  

Now, with the knowledge of how wild-type meiosis makes recombined haploid gametes, let’s 

see how we can tinker with it. 

Can crossover formation be controlled?  

We explained above that there is at least one crossover per homologue pair. Surprisingly, in 

most species the frequency of crossover per pair of homologue does not deviate far above 1, 

typically in the range of 1-4 (chromosome genetic size of 50 to 200 cM), plants being no 

exception (see for example Giraut et al. 2011; Sim et al. 2012; Wei-Wei Zhang et al. 2012; 

Bowers et al. 2012; Cloutier et al. 2012; Guihua Zou et al. 2012; Hudson et al. 2012). This 

low level of COs occurs despite a large excess of DNA double-strand breaks which are the 

precursors of COs (estimated to be 20-40 fold in plants, with for example 230 DSBs 

(estimated with DMC1 foci) for about 11 COs in Arabidopsis (Chelysheva et al. 2007; 

Anderson and Stack 2005; Giraut et al. 2011). In addition, COs can also be largely confined 

to certain regions. In many species, a large proportion of the genome (proximal to the 

centromere) is CO free while there are many genes within these hyporecombinogenic regions 

(e.g. in melon and tomato (Garcia-Mas et al. 2012; The Tomato Genome Consortium 2012; 

Sim et al. 2012)). Another constraint on CO distribution is interference which prevents the 

occurrence of two close COs from occurring in a single meiosis. Hence interference prevents 

the recovery of double recombinants in a gamete, therefore easily adding one generation to 

the introgression of a chromosomal fragment of a limited size from one variety to another. 

Further, recombination tends to be inhibited in crosses involving distant relatives, while often 

desirable traits would ideally be introgressed into elite varieties from exotic germplasm (Gur 

and Zamir 2004). Because the CO number and distribution is tightly regulated, this limits the 

genetic diversity that could otherwise be created in breeding programs in addition to limits 

mapping and positional cloning power in research. Thus there is a clear interest for breeding 

programs to be able to control the many aspects of recombination (Wijnker and de Jong 

2008). A number of recent studies have provided clues how this may be achieved. 
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Homologous recombination 

There is evidence showing that some simple methods can influence recombination rates. For 

example, using a very sensitive assay which measures male recombination in Arabidopsis, it 

has been shown that CO frequency can be slightly increased by using flowers from secondary 

and tertiary branches rather than from the primary bolt or by elevating temperature (Francis et 

al. 2007). A more pronounced effect is seen when comparing male with female in 

Arabidopsis: on average male crossover outnumbers female crossovers by 67%, with most of 

the difference coming from sub-telomeric regions. Hence, if you require a recombinant in 

Arabidopsis, it would probably be best to use a male as the source of gametes, using flowers 

from the secondary or tertiary branch from plants grown at 28°C. It will be interesting to test 

if these effects are seen in other plant species. 

Natural variation has also been identified as a factor that can influence CO frequency in a 

number of species such as maize, barley, rice, soybean, Arabidopsis, cow and mouse (Bovill 

et al. 2009; Esch et al. 2007; Li and Pfeiffer 2009; Stefaniak et al. 2006; Sandor et al. 2012; 

Yandeau-Nelson et al. 2006). This suggests that naturally occurring alleles that convey 

increased recombination frequencies could be stacked into a single genotype to increase or 

decrease CO rates. A key factor here will be to identify the underlying factors that regulate the 

frequency of homologous recombination. Recent results also suggest that manipulating 

karyotype composition could be a way to increase CO frequency in Brassica (Leflon et al. 

2010). Indeed, comparing recombination between two homologues, in the presence or 

absence of an extra set of homoeologous chromosomes (i.e. an allotriploid) showed a 

staggering six times average increase compared to the euploid control. While the mechanism 

behind this effect remains elusive, it is a tool that can be used in Brassica and potentially other 

plant species. Changes in ploidy level have also been associated with an increase in 

recombination rate (~1.5-fold) in Brassica spp. (Leflon et al. 2010) and in Arabidopsis 

(Pecinka et al. 2011), where the rates of meiotic recombination were higher in tetraploids 

compared to diploids. This observation also holds true when comparing the size of genetic 

maps between diploid and natural allotetraploid Gossypium species (Desai et al. 2006) 

suggesting that it may be a general trend. 
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While many genes involved in CO formation were identified (Osman et al. 2011), no reports 

that we are aware of indicated that tinkering with only these elements can lead to an increase 

of CO frequency. A possible explanation for this may be that known pro-crossover genes are 

not controlling CO frequency, but rather are indispensable machinery to form the COs that 

occur in wild-type. However these elusive factors that regulate CO numbers and distribution 

are starting to be discovered and can be offered to plant breeders. MSH2 (MutS Homologue 

2) is part of a very conserved DNA mismatch repair system that can prevent recombination 

between DNA sequences that are not perfectly homologous. This can occur meiotically and 

somatically in species as diverse as yeasts, mosses and flowering plants (Trouiller et al. 2006; 

Emmanuel et al. 2006; Hunter et al. 1996). It has been shown in an Atmsh2 mutant that 

meiotic recombination is increased by ≈40% between two polymorphic Arabidopsis 

accessions, in one interval (Emmanuel et al. 2006). Hence from a plant breeding perspective, 

the mismatch repair system is probably part of the meiocyte’s arsenal that prevents 

recombination between distantly related species. Exploiting this knowledge could allow a 

better control of introgression of foreign germplasm into elite varieties. Another mechanism 

that could be targeted to influence CO formation, is the DNA methylation machinery. Indeed 

the DNA hypomethylation Arabidopsis mutant Atmet1 (methyltransferase1) shows elevated 

centromere-proximal COs, decreased peri-centromeric CO and increased distal CO (Yelina et 

al. 2012). Furthermore Atmet1 and Atddm1 (decreased DNA methylation 1) mutants, and 

Atddm1-derived epiRILS, show altered global distribution while the final genome-wide CO 

frequency is unchanged, thus demonstrating that CO distribution can indeed be modified 

(Mirouze et al. 2012; Melamed-Bessudo and Levy 2012; Yelina et al. 2012; Colomé-Tatché et 

al. 2012).  

Finally, the mutation of a single gene, AtFANCM, has been shown to increase meiotic 

recombination on eight intervals by a factor of three (Crismani et al. 2012). FANCM, is a 

conserved helicase that also limits meiotic COs in the yeast S. pombe (Lorenz et al. 2012) and 

given the conservation of function of FANCM between two species as distant as Arabidopsis 

and S. pombe, it is reasonable to speculate that mutation of FANCM would have the same 

hyper-recombinogenic effect in other plants species. Interestingly, the extra COs that occur in 

fancm mutants are non-interfering (i.e. distributed independently from each other) (Crismani 

et al. 2012), which could facilitate the introgression of small fragments of chromosomes 

rather than undesirably large blocks. Tripling CO frequency (from ~2 to ~6 per chromosome) 
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does not affect meiotic chromosome distribution and fertility of the plant, which leaves the 

door open to see how high CO frequency can be increased by stacking all the effects known 

or to be discovered. We have no reason to think that plant species are anyway near to the limit 

of crossovers that the chromosomes can tolerate. Most plant chromosomes receive an average 

of 2 COs per meiosis (e.g. Giraut et al. 2011; Sim et al. 2012; Wei-Wei Zhang et al. 2012; 

Bowers et al. 2012; Cloutier et al. 2012; Guihua Zou et al. 2012; Hudson et al. 2012). 

However, for example, the biggest chromosomes of chicken (200 Mb) (Groenen et al. 2009) 

or budding yeast (1.5 Mb) receive an unusual average of ~10 CO per meiosis. Simply 

applying the yeast density of COs per Mb, bread wheat chromosome 3B, which measures 1 

Gb, would receive more than 6000 CO. It is hard to believe that such an extreme situation 

could be reached, but it is equally difficult to predict toward what limit the number of COs 

can actually be manipulated.  

Homoeologous recombination  

Wild or distantly related species present a potential reservoir of genetic diversity which could 

be introgressed into a species of interest in a breeding program. However, meiosis is a species 

barrier which frequently prevents exactly this type of recombination which is termed 

homoeologous recombination. Homoeologous sequences are sequences which were once 

homologous in a common ancestor but have subsequently diverged during speciation and a 

hybridization event has brought these sequences back together in the same cell. These 

homoeologous sequences can align and interact (similar to the way two homologues would) 

and they can form COs. However, over-ruling mechanisms typically prevent this 

homoeologous recombination. Indeed, these mechanisms are required to ensure fertility and to 

maintain genome stability in allopolyploids where multiple similar genomes are present in the 

same nucleus. One of the best known examples is the Ph1 locus in allohexaploid bread wheat 

(Griffiths et al. 2006; Sears and Okamoto 1958; Riley and Chapman 1958; Riley et al. 1960) 

which prevents recombination between homoeologous chromosomes and hence this polyploid 

shows diploid-like behavior at meiosis. The naturally occurring mechanisms which prevent 

homoeologous recombination provide a major stumbling block for breeding programs as not 

only can introgressing a trait (gene) from wild germplasm be very difficult but equally so 

when backcrossing out undesirable linked traits in subsequent generations.  

Fortunately some tools exist to partially mitigate these constraints, e.g. the deletion of the Ph1 

locus in bread wheat allows some recombination between homoeologous regions, which for 
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many decades has been used in plant breeding programs. For example, a ph1 mutant was 

exploited to break the linkage between a desirable and an undesirable trait that were 

introgressed into bread wheat from Imperial rye (Anugrahwati et al. 2008). The Ph1 locus 

was reduced to a cluster of CDC2-like genes (Griffiths et al. 2006) which have homology to 

mammalian CDK2.  Subsequently, by exploiting the knowledge that globally the CDC2-like 

genes are overexpressed in ph1 (Al-Kaff et al. 2008), an appropriate chemical treatment was 

tested in an attempt to phenocopy the effects of ph1. An okadaic acid treatment, which 

stimulates the effects of CDK2, obtained promising results on metaphase I spreads which 

showed increased chromosome interactions in wheat-rye hybrids (Knight et al. 2010). 

Another potential tool would be to develop wheat lines containing the dominant Aegilops 

speltoides genes that suppress Ph1 activity thereby allowing increased gene transfer (Dvorak 

et al. 2006). The advantage of developing methods such as the okadaic acid treatment and Ae. 

speltoides-derived suppressors is that they are readily reversible when compared to breeding 

strategies relying on recessive mutations (e.g. ph1 deletion mutants). This is important 

because as mentioned above, Ph1-like machinery is essential for maintaining fertility and 

genome stability in allopolyploids and its function must be restored after the desired 

recombinants are obtained. Hence these strategies may provide plant breeders with simpler 

means to increase introgression of alien chromatin into elite varieties. Indeed, mechanisms 

which ensure diploid-like behavior at meiosis and hence fertility are not limited to bread 

wheat. In Brassica napus, it was discovered that there was natural variation for homoeologous 

CO frequency, with a major locus called PrBn (Jenczewski et al. 2003; Cifuentes et al. 2010; 

Nicolas et al. 2009). The locus has not been cloned yet, but could be already used to tinker 

with homoeologous recombination. 

Making diploid gametes. 

Diploid gametes (2n gametes) are abnormal gametes, as they have the somatic level of ploidy 

rather than half. If such gametes participate in fertilisation, this leads to an increase of ploidy 

of the offspring compared to the parent. It is generally accepted that whole genome 

duplications that occurred in the evolution of many lineages of eukaryotes, and particularly 

frequently in plants, originated from sexual polyploidizations through 2n gametes (Ramanna 

and E Jacobsen 2003). From an applied perspective, diploid gametes can allow crosses 

between related species with different levels of ploidy. This has been used to transfer genetic 

diversity from diploids, through 2n gametes, to polyploid crop varieties as demonstrated for 
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example in potato or alfalfa (Peloquin et al. 1999; Ramanna and E Jacobsen 2003). 

Fertilisation involving 2n gametes, could be also used to produce synthetic vigorous tetraploid 

or triploid individuals, whose sterility is a suited character in some species (e.g. seedless 

banana, watermelon and oyster) (Heslop-Harrison and Schwarzacher 2007). In addition, 2n 

gametes can be used to produce innovative powerful mapping populations (Van Dun and 

Dirks 2006). Various meiotic defects (see below) can lead to the production of diploid 

gametes. It has been known for a long time that 2n gamete production is under genetic control 

and a series of mutants producing 2n gametes have been described in various plants (Cai and 

Xu 2007; Ramanna and E Jacobsen 2003), but only a few responsible genes have been 

recently identified, shedding light on the molecular control of 2n gamete formation.  

Making diploid gametes via spindle orientation defects 

The first cloned gene whose mutation leads to the production of diploid gamete at a high 

frequency is  Arabidopsis thaliana PARALLEL SPINDLE 1 (AtPS1) (d’ Erfurth et al. 2008). 

The same phenotype was subsequently observed in jason mutants (Erilova et al. 2009; De 

Storme and Geelen 2011). In wild-type male meiosis of Arabidopsis, no cytokinesis is 

observed before telophase II, meaning that the two sets of chromosomes formed after the first 

division remain in a common cytoplasm. During metaphase II, the two spindles are roughly 

perpendicular to each other, leading to four well-separated poles at anaphase II. The Atps1 

and jas mutants present fused or parallel spindles in male meiosis II (Fig. 2A). Thus, the two 

sets of chromosomes that were separated during the first division are re-gathered into a single 

metaphase plate. This creates a situation where it is as if the first segregation did not occur, 

and the resulting 2n gametes are called FDR gametes (first division restitution), but with 

recombination. Because the fusion of the spindle is not complete in all meiocytes, ~60% of 

gametes are diploid, but ~40% are haploid. When using genetics to analyse products of 

meiosis in Atps1 or jas, a mitotic-like division is observed, but with meiotic recombination 

occurring: i.e. the recombined sister chromatids are segregated to opposite poles. The 

resulting 2n gametes are heterozygous at centromeres (because sister centromeres are 

separated from one another, one copy of each homologous chromosome in each gamete) and 

tend towards random segregation at loci away from the centromeres because of recombination 

(66 % of heterozygosity, i.e. from an A/a parent, genotype of non-centromeric loci would be 

2/3 A/a, 1/6 AA, 1/6 aa) (Fig. 2B). As Atps1 and jas affect only male meiosis, spontaneous 

triploid progeny is recovered after self-pollination, resulting from the fusion of 2n male 
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gametes with 1n female gametes. While the molecular function of AtPS1 remains elusive, it 

has been suggested that JASON positively regulates AtPS1 transcription levels (De Storme 

and Geelen 2011). 

Making diploid gametes by skipping the second division 

Another way of producing diploid gametes is to simply skip the second division (giving so 

called SDR gametes, for second division restitution). Only two genes whose mutation gives 

this phenotype have been isolated. The Arabidopsis osd1 (omission of second division) and 

tam (initially described as tardy asynchronous meiosis (Magnard et al. 2001; Wang et al. 

2004)) mutants skip the second meiotic division, producing dyads instead of tetrad of spores 

(Wang et al. 2010; d’ Erfurth et al. 2010, 2009). In both osd1 and tam mutants, prophase and 

meiosis I are indistinguishable from the equivalent stages in wild type with recombination and 

segregation of homologous chromosomes. From there, the resulting two sets of chromosomes 

will constitute the genome of the gametes, omitting the second meiotic division (Fig 2A). As 

these mutations affect both male and female meiosis, 4n plants are recovered when selfed. 

Both genes are components of the cell cycle machinery, and contribute to the cell cycle-

specific regulation that allows a second division to occur without an intervening replication at 

meiosis. TAM is one of the 10 A type cyclins of Arabidopsis thaliana (CYCA1;2 ). TAM is 

involved in all the meiotic cell cycle transitions (Bulankova et al. 2010; d’ Erfurth et al. 2010; 

Cromer et al. 2012). OSD1 is a regulator of the Anaphase Promoting Complex (APC) 

(Cromer et al. 2012; Iwata et al. 2011), a conserved component of the cell cycle machinery, 

which notably destroys cyclins to promote exit from mitosis or meiosis (Cooper and Strich 

2011). Genetically, as the sister kinetochores migrate together at meiosis I in tam and osd1, 

the diploid gametes are systematically homozygous close to centromeres (Fig. 2B). Away 

from centromere, recombination distributes the alleles towards randomness (66% of 

heterozygosity).   

Making diploid gametes by turning meiosis into mitosis 

Finally, diploid gametes can be produced by turning meiosis into a single, mitotic-like 

division. As such, any heterozygosity present in the parent is transmitted into the 2n gamete. 

This is observed in mutants of several genes. In maize, the dominant mutation of AGO104 

(which belongs to the ARGONAUTE multigenic family acting on transcriptional and post-

transcriptional gene silencing as well as on RNA interference) leads to the production of 30-
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40% of unreduced gametes in both male and female (Singh et al. 2011). A histone 

modification marker, used to discriminate meiosis from mitosis, suggests that meiocytes in 

ago104 undergo mitotic-like division rather than a meiotic division. Interestingly, maize 

AGO104 is an orthologue of AGO9 of Arabidopsis and Atago9 mutants show spontaneous 

development of somatic cells into functional diploid gametes (completely skipping meiotic 

development, so called apospory) (Olmedo-Monfil et al. 2010). Other maize mutations in the 

epigenetic machinery can induce phenotypes reminiscent of mitotic-like divisions at meiosis 

(Garcia-Aguilar et al. 2010).  

The SWI1/DYAD/DSY10 gene was identified more than a decade ago, and its molecular 

function remains elusive despite the characterization of a range of mutant alleles (Mercier et 

al. 2001; Agashe et al. 2002; Boateng et al. 2008; Mercier et al. 2003; Siddiqi et al. 2000; Xue 

and Makaroff 2001). While male meiosis is variously affected, female meiosis appears to be 

similarly modified in all of them. Indeed, in female meiosis 10 univalents are observed, with a 

balanced segregation of the sister chromatids, mimicking mitosis. The fertility of these plants 

is massively reduced, but among the few seeds produced, 78% originates from a mitotically 

derived female gamete (Fig. 2A) (Ravi et al. 2008). The same phenotype is observed in maize 

when AM1, the orthologue of SWI1/DYAD is mutated (Pawlowski et al. 2009). Furthermore, 

it has been shown that the rare spontaneous descendants of dyad are triploid, resulting from 

the fertilization of a mitotically-derived unreduced female gametophyte by reduced pollen 

(Ravi et al. 2008). 

2n mitotic-like gametes can be obtained at a frequency of 100% by combining mutations that 

abolish each of the features that distinguish meiosis from mitosis (d’ Erfurth et al. 2009). The 

first feature is recombination, that can be eliminated by mutating the very conserved function 

of SPO11 (Grelon et al. 2001). SPO11 is essential for the formation of DNA double-strand 

breaks and thus the initiation of meiotic recombination. Hence in a spo11 mutant, no 

recombination can take place, leading to the random segregation of 10 univalents. Second, to 

convert meiosis into mitosis, sister kinetochores (and hence sister chromatids) must have 

bipolar orientation rather than monopolar orientation as they would during meiosis. Mutation 

of REC8 can satisfy this need. REC8 is a protein that ensures sister chromatid cohesion in 

meiosis (Bai et al. 1999; Bhatt et al. 1999). Hence a spo11 rec8 double mutant shows a 

balanced segregation of the two sets of 10 sister chromatids in meiosis I (Chelysheva et al. 

2005), mimicking a mitosis at first division. However, as the second division occurs in this 
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double mutant, the resulting free chromatids are unable to align at metaphase II and segregate 

randomly. Thus the last feature that has to be removed to convert meiosis into mitosis, is the 

occurrence of a second division, which can be achieved by mutating OSD1 or TAM (see 

above). In a triple spo11 rec8 osd1 (d’ Erfurth et al. 2009), or in a spo11 rec8 tam (d’ Erfurth 

et al. 2010) the two sets of 10 chromatids segregate perfectly once, and since no further 

division occurs, diploid gametes are obtained via a mitosis-like division instead of meiosis 

(see figure 1 in d’ Erfurth et al. (2009) for a graphical explanation). Hence this triple mutant, 

spo11 rec8 osd1, is called MiMe for Mitosis instead of Meiosis, and performs mitosis instead 

of meiosis at a rate of 100%. Self-fertilisation involving the clonal 2n gametes leads to 

doubling of ploidy at each generation 

Genetic content of unreduced gametes differs 

According to the mechanism of 2n gamete production, their genetic content may dramatically 

differ (Fig. 2B). This must be taken into account from an applied perspective to maximize the 

transfer of desirable alleles. There are two main features controlling the genotype of 

diplogametes: segregation of homologous or sister chromatids (more accurately their 

centromeres) and presence or absence of recombination. In the case of a mitotic-like division 

(e.g. dyad, MiMe), sister chromatids segregate without recombination, making 2n gametes 

genetically identical to their parent.  In the case of Atps1 and jas, sister centromeres also 

segregate from each other, but in this case recombination occurred. Thus, heterozygosity is 

conserved at centromeres (if the parental plant was A/a, 2n gametes would be systemically 

A/a) and tends to be reduced toward randomness (2/3 A/a, 1/6 AA, 1/6 aa) away from 

centromeres (Fig. 2B). The opposite effect is seen in osd1 or tam mutants, sister centromeres 

migrate together and recombination occurs. Thus heterozygosity is completely lost at 

centromeres (i.e. the diploid parental plant being A/a, 2n gametes will be either A/A or a/a, 

never A/a). Away from centromeres, and because of recombination, the genetic composition 

of unreduced osd1 and tam gametes tends towards randomness (2/3 heterozygous).  

Getting rid of recombination: how to fix the ideal genotype 

Hybrids often have better field quality than their parent. This phenomenon called hybrid vigor 

or heterosis is widely exploited in plant and animal breeding, although its mechanism remains 

elusive (Chen 2010). F1 hybrids must be recreated continually because genetic segregation 
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eliminates half of the heterozygosity in the F2 (97% by the F6) and would thus rapidly dilute 

the heterosis effect.  

Reverse breeding 

In traditional plant breeding, to take advantage of heterosis, the selection is applied to 

homozygous lines on the ability to produce the best hybrid (F1) when crossed by another 

genetically distinct homozygous line. The plants that are selected and the ones that express the 

sought phenotype are thus not the same. Reverse breeding is a novel plant breeding strategy 

that proposes to do it with a top down approach. First the best hybrid is selected and then the 

parental lines are recreated (Dirks et al. 2009). This strategy produces homozygous parental 

lines from any heterozygous plant and is based on the abolition of CO formation in the 

heterozygote and the production of doubled haploid plants from the gametes free of COs. 

Selecting and crossing two lines with complementary sets of chromosomes allow the 

production of the hybrid at a commercial scale. This technique also allows the production of 

so called substitution lines which are for example heterozygous for only one chromosome, 

facilitating the selection of the best alleles carried by this chromosome. The feasibility has 

been recently demonstrated in the model Arabidopsis (Wijnker et al. 2012), using the 

extinction of DMC1 a gene required for CO formation in most eukaryotes, to abolish CO 

formation. Due to the loss of most, if not all COs, chromosomes segregate randomly but 

balanced gametes are produced at a rate close to the expected rate (1/2chromosome number). These 

gametes have been turned into haploid plants using centromere mediated genome elimination 

(Ravi and Chan 2010) and then self-pollination resulted in double-haploid diploid plants 

which are homozygous at all loci in the genome. From these, both the original hybrid and a 

set of substitution lines have been obtained. The technique is therefore now a reality, however 

it can only be applied to crops with no more than 12 chromosomes, due to the difficulty in 

obtaining balanced gametes by chance, and in which spores can be regenerated into doubled 

haploids. 

 

Apomixis 

Apomixis is the asexual formation of a seed from maternal material. Importantly this means 

that meiosis is replaced by mitosis and theoretically that heterozygosity could be maintained 

through generations. This would provide a major simplification of the production of hybrids 
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that could be propagated indefinitely without losing the benefits of heterosis (Bicknel and 

Koltunow 2004). 

Many plant species reproduce via apomixis (>400 known) however there is an under 

representation of important crop species that reproduce that way. This is speculated to have 

occurred by chance through human selection early in the history of agriculture (Bicknel and 

Koltunow 2004). Therefore the identification of the underlying genetic mechanisms would 

represent a holy grail for a simple way of increasing crop yields and global efforts are 

progressing towards identifying the genes required for apomixis. It is established that 

apomixis is under the genetic control of a limited number of loci, but the corresponding genes 

have not yet been identified (Pupilli and Barcaccia 2012; Koltunow et al. 2011; Koltunow et 

al. 2011). So far, the attempts to directly introgress apomixis into crops have been 

unsuccessful, making the identification and understanding of natural apomixis mechanisms 

crucial.  

Another opportunity to introduce apomixis into plants exists through the possibility to 

engineer apomixis de novo through tinkering with sexual processes. The first step is to modify 

meiosis by turning it into a mitotic-like division, producing clonal gametes with the somatic 

level of ploidy as described above in Arabidopsis (dyad, MiMe, ago104, ago9). The second 

step is to produce seeds from these unreduced gametes, without any genetic contribution of 

another gamete. It could be achieved through parthenogenesis, or post-fertilization 

elimination of the unwanted chromosomes. The Arabidopsis GEM (Genome elimination) line 

provides the latter possibility, as the genome of the GEM line is eliminated post-fertilization 

when crossed to any other genotype (Ravi and Chan 2010). Indeed, when GEM was crossed 

to dyad or MiMe, clonal seeds were recovered (Marimuthu et al. 2011). This established that 

it is possible to mimic apomixis by tinkering with sexual processes. However the current 

system has some limitations, because it is still cross-dependent and does not recover clones at 

100%. Future challenges include increasing the efficiency of clone production, reducing the 

dependence on a cross and making the system inducible. 

Conclusion: The complete design 
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From the naïve view of a molecular geneticist, breeding can be summarized in two steps: to 

mix and to fix. The complete design would thus include a step of intense mixing (increased 

recombination) to provide new elite genotypes, that combine as many traits as desired, and 

then a step to fix and propagate the supreme individual at an industrial scale (apomixis or 

reverse breeding). Some genetic strategies have emerged recently to address these two issues, 

and one of the next challenges is to combine them. The other challenge is to transfer these 

technologies from model organisms like Arabidopsis to species as complex as wheat or 

rapeseed. Some obstacles stand in the way: the number of copies of each gene to tinker with 

due to polyploidy, the appropriate tools such as sequence information and mutant resources 

along with generation time and space limitations. However, there is no reason that the novel 

and future concepts developed in model plants could not be applied to crops.  

 

"
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Figure legends 

Figure 1. Chromosome behavior at meiosis. Meiosis consists of two rounds of chromosome 

segregation following a single replication. At the onset of replication, the sister chromatids are 

held together by cohesion (purple rings). Homologous chromosomes pair during prophase I 

and engage in recombination: at least one crossover per pair of homologues is always 

observed. Crossovers and sister chromatid cohesion ensure that recombined chromosomes are 

physically linked to form a bivalent at metaphase I. At anaphase I, this cohesion is released 

except at the centromeres: homologous chromosomes segregate to opposite poles while sister 

chromatids remain together. At metaphase II, destruction of the centromeric cohesion allows 

the segregation of sister chromatids to opposite poles starting at anaphase II. 

 

Figure 2. Mutants producing dipoid gametes in Arabidopsis thaliana. 

(A) Schematic representation of chromosome behavior at mitosis and at meiosis in wild 

type and in mutants producing diploid gametes. For simplification only two pairs of 

chromosomes are represented. (B) Genetic content of the resulting diploid cells or gametes: 

The frequency of heterozygosity in the gametes (i.e. from an A/a parent, % of diploid gametes 

being A/a, and not A/A or a/a), is represented according to the position of genetic marker 

along the chromosome. During mitosis in diploid cells, chromosomes replicate and sister 

chromatids segregate to opposite poles and produce two diploid daughter cells. The resulting 

cells are identical to the mother cell, retaining 100% heterozygosity from the mother cell all 

along the genome. During meiosis, replicated homologous chromosomes pair and engage in 

recombination, then segregate to two opposite poles. Sister chromatids are separated at 

meiosis II and four recombined haploid spores are formed. During meiosis in Atps1 or jas 

mutants, recombined chromosomes are segregated normally during the first division but are 

pooled back together on a single metaphase II plate because of parallel or fused spindles. 

Sister chromatids are then segregated during anaphase II. This mechanism mimics the absence 

of first division, as only the segregation of sister chromatids is effective, but recombination 

occurred. Consequently, heterozygosity is conserved close to centromere (all the gametes are 

A/a at centromeric loci) but is decreased towards telomeres (2/3 Aa and 1/3 A/A or aa). In 

contrast, in osd1 or tam mutants, the first division occurs normally, the homologous 
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chromosomes are separated, but the omission of the second meiotic division enables sister 

chromatids to remain together in the same daughter cell. Thus the heterozygosity of the parent 

is lost at the centromeres (all the gametes are either A/A or a/a, never A/a at centromeric 

loci).However, crossovers shuffle the chromatids and the frequency of heterozygote gametes 

(A/a) tends towards 2/3 at loci away from centromeres. Finally, in a dyad or a MiMe mutant, 

meiosis is replaced by a mitosis-like division (with a higher efficiency in MiMe). The genetic 

information (notably heterozygosity at all loci) from the mother cell is conserved all along the 

chromosomes since neither recombination nor the second meiotic division occurred. 

 



Resumé

La grand majorité des espèces forment très peu de crossovers (CO) par chromosome en méiose, et ce
quelle que soit la taille des chromosomes et en dépit de l’excès de précurseurs de recombinaison disponibles.
Les mécanismes qui sous-tendent cette limitation restent, pour une grande part, inconnus.
Un crible génétique visant la restauration de la fertilité de mutants déficients en CO (ex : les zmm) nous a
permis d’identifier FANCM comme un régulateur majeur de la formation des CO méiotiques, en limitant
la voie dépendante de MUS81, normalement minoritaire chez Arabidopsis (Crismani et al. 2012). Nous
avons alors montré que deux des cofacteurs de FANCM au sein de la voie de l’anémie de Fanconi (FA),
MHF1 et MHF2, agissent dans la même voie pour limiter les CO. En dehors de ces trois protéines, les
autres protéines FA ne sont pas des protéines anti-CO (Girard et al. 2014).
Nous avons ensuite identifié FIDGETIN-Like-1 comme une protéine anti-CO agissant en parallèle de
FANCM. En e�et, si les deux mutations figl1 et fancm alimentent la voie dépendante de MUS81 de
formation des CO, leurs e�ets sont cumulatifs et mènent à une augmentation d’un facteur 6 du nombre
CO par méiose, et ce sans a�ecter la ségrégation des chromosomes. Ce résultat montre que FIGL1 et
FANCM agissent à deux étapes indépendantes de la recombinaison, et nos données suggèrent que FIGL1
pourrait agir en amont de FANCM.
Ce travail a révélé l’existence d’au moins deux mécanismes de limitation des CO méiotiques, et montre
que la fréquence de CO peut être largement augmentée sans que la ségrégation des chromosomes ne soit
a�ectée.

Summary

Most species only have few meiotic crossovers (COs) per chromosome irrespective of their physical size
and despite an excess of recombination precursors. However, the underlying mechanisms constraining CO
frequency remain largely unknown.
Using a genetic screen aiming at restoring fertility of CO-deficient mutants (e.g. zmm), we first identified
FANCM as a major anti-CO protein limiting MUS81-dependent COs, a normally minor pathway in Arabi-
dopsis (Crismani et al. 2012). We then showed that two of FANCM’s cofactors from the Fanconi anemia
pathway of DNA repair, namely MHF1 and MHF2, act along FANCM to limit meiotic crossovers, whereas
the other Fanconi proteins do not (Girard et al. 2014).
Another mutant revealed FIDGETIN-Like-1 (FIGL1) as an anti-CO factor that acts in parallel to FANCM.
While both figl1 and fancm mutations fuel the MUS81-dependent CO pathway, the e�ect of both mutations
is cumulative, leading to a six-fold increase in CO formation, without impairing chromosome segregation.
This shows that FIGL1 and FANCM act independently, and our data suggest that FIGL1 could act at an
earlier step in the recombination pathway than FANCM.
This work reveals that at least two di�erent mechanisms limit meiotic CO number and shows that CO
frequency can be largely increased without a�ecting chromosome distribution at meiosis.
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