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Résumé 
Le système de correction des mésappariements (MMR) des eucaryotes est responsable de la 

correction des erreurs de réplication de l'ADN et intervient dans la recombinaison 

méiotique. AtPMS1, un gène du MMR chez Arabidopsis thaliana, est impliqué dans la 

correction des mésappariements, mais son rôle méiotique n’a pas encore été déterminé. 

Nous avons caractérisé deux lignées mutantes pour le gène AtPMS1. Une lignée présente 

une morphologie florale aberrante qui est probablement indépendante de l’inactivation 

d’AtPMS1 mais serait plutôt attribuable à un phénomène de cosuppression. La seconde 

lignée présente plusieurs phénotypes vraisemblablement causés par l'inactivation 

d’AtPMS1 : une baisse de fécondité de 65 à 80 %, une ségrégation biaisée de l'allèle mutant 

et des anomalies cytogénétiques chez 16 % des microsporocytes (fragmentation et 

ségrégation anormale des chromosomes). Le biais de ségrégation n’a encore jamais été 

observé chez les autres eucaryotes et semble particulier aux homologues de MutL chez A. 

thaliana ou chez les plantes. 
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Abstract 
The eukaryotic DNA mismatch repair system (MMR) is responsible for the repair of 

replication errors, and plays a role in genetic recombination. AtPMS1, a MMR gene from 

Arabidopsis thaliana, has already been shown to play a role in DNA repair but its 

involvement in meiosis has yet to be examined. We characterised two lines of insertional 

mutants at AtPMS1. A first mutant line has abnormal flowers, which is probably a 

phenotype unrelated to the loss of AtPMS1 activity but rather caused by cosuppression. 

The second mutant line shows many phenotypes, likely linked to AtPMS1 inactivation: a 

65 to 80% reduction in seed production, an abnormal segregation of the mutant allele and 

cytogenetic abnormalities in 16% of the microsporocytes (chromosome fragmentation and 

missegregation). The observed bias in segregation as not been observed in other 

eukaryotes, and seems to be a particularity of MutL homologues in Arabidopsis or plants as 

a whole. 
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INTRODUCTION 
 
La transmission correcte de l'information génétique d'une génération à l'autre nécessite une 

réplication fidèle de l'ADN. De plus, l'intégrité de la molécule d'ADN doit être assurée tout 

au long de la vie de la cellule, malgré les attaques de nombreux agents génotoxiques aussi 

bien exogènes qu'endogènes. Pour faire face à ces défis, les organismes vivants ont 

développé plusieurs mécanismes de reconnaissance et de réparation des dommages à 

l'ADN. Ces mécanismes sont aussi variés que les types de dommages auxquels ils doivent 

faire face. Ainsi, le système de réparation par excision de bases (BER) et le système 

d'excision des nucléotides (NER) traitent les dommages chimiques, les systèmes de 

recombinaison homologue et non-homologue traitent les cassures bicaténaires (double brin) 

alors que les systèmes de correction des mésappariements traitent les mésappariements de 

bases. De plus, le système de lecture d'épreuve de certaines ADN polymérases améliore la 

fidélité de la réplication de l'ADN.  

 
En plus de ces efforts plus ou moins constants chez toutes les cellules vivantes, un autre 

défi de taille se pose aux organismes faisant appel à la reproduction sexuée : la 

recombinaison génétique. Lors de cette recombinaison, essentielle à la formation des 

gamètes, un brassage des allèles s'effectue entre les chromosomes homologues et permet 

ainsi l'émergence rapide de nouvelles combinaisons de caractères génétiques chez la 

descendance. La recombinaison génétique fait appel à certaines protéines participant à 

différents systèmes de réparation de l'ADN et à d'autres protéines spécialisées. D'autres 

protéines participent à des mécanismes de blocage visant à empêcher des échanges 

«illégitimes» entre des séquences non-homologues ou entre des séquences possédant une 

homologie imparfaite (séquences homéologues). Certains de ces mécanismes de blocage 

sont attribuables au système de correction des mésappariements. 

 
La recombinaison est d'un intérêt très particulier pour le développement d'espèces et de 

variétés végétales par les humains. En effet, une part importante du développement et de 

l'amélioration des espèces végétales d'intérêt agronomique se fait par le biais de 
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croisements entre cultivars différents (ou entre espèces différentes) suivi par une sélection 

des descendants montrant des caractéristiques intéressantes. Le brassage entre les deux 

génomes mis en contact lors du croisement se fait par le biais de la recombinaison 

génétique à la méiose. Si le taux de recombinaison est élevé, le brassage génétique sera 

considérable et les probabilités d'obtenir une nouvelle combinaison de caractéristiques 

seront donc plus importantes. À l'inverse, si le taux de recombinaison est faible, le brassage 

génétique sera minime de même que la probabilité d'obtenir une nouvelle combinaison de 

caractères. Malheureusement, une baisse importante du taux de recombinaison génétique 

(jusqu'à trois ordres de grandeur) est observée lorsqu'il y a une divergence entre les 

séquences d'ADN (Datta et al. 1997, Luo et al. 2000). Ce phénomène est particulièrement 

important dans le contexte de croisements interspécifiques chez les plantes. Il arrive 

souvent que l’on veuille aller puiser chez une espèce voisine un gène conférant un intérêt 

agronomique (résistance à un stress biotique ou abiotique). Malheureusement, la 

divergence qui existe entre les séquences d’ADN de ces deux espèces aura pour 

conséquence de réduire la fréquence de recombinaison entre les deux espèces. Une telle 

réduction rendra donc plus difficile l’obtention de la lignée chez laquelle le gène d'intérêt 

aura été introduit chez l’espèce cultivée. 

 
Ce mémoire porte sur le système de correction des mésappariements avec excision d'un 

long fragment d'ADN («long patch DNA mismatch repair» ou MMR) et plus 

particulièrement sur certaines fonctions méiotiques d'AtPMS1, une protéine du système 

MMR chez la plante Arabidopsis thaliana. Pour bien mettre en contexte le rôle et 

l'importance du MMR dans le maintien de l'intégrité génétique, nous ferons d'abord un bref 

survol des principaux mécanismes de réparation de l'ADN. Un intérêt particulier sera porté 

à la réparation des cassures bicaténaires par recombinaison homologue étant donné 

l'implication de ce système de réparation lors de la recombinaison génétique. Nous ferons 

ensuite une description détaillée du MMR, puis différents aspects de la méiose et de la 

recombinaison génétique seront décrits. Finalement, quelques particularités d'Arabidopsis 

thaliana en liens avec nos expériences seront décrites. 
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Réplication de l'ADN, polymérase et lecture d'épreuve 
L'ADN est répliqué par le complexe de réplication (aussi appelé réplisome). Le complexe 

de réplication s'organise sur l'ADN après la formation d'une section d'ADN simple brin par 

le complexe d'initiation. Chez les eucaryotes, le complexe de réplication contient entre 

autres une hélicase qui sépare les deux brins d'ADN, RP-A (ou RPA) qui lie et stabilise 

l'ADN simple brin, le facteur de processivité PCNA, l'ADN polymérase α qui initie 

l'élongation de l'ADN naissant, l'ADN polymérase δ qui catalyse l'élongation processive de 

l'ADN et RF-C qui favorise probablement l'échange entre les ADN polymérases α et δ 

(Shevelev et Hübscher 2002).  

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 : Schéma de la synthèse de l'ADN sur le brin meneur et sur le brin retardataire. 

 
 
Les enzymes responsables de la synthèse de la nouvelle molécule d'ADN sont les ADN 

polymérases. Toutes les ADN polymérases connues ajoutent des désoxyribonucléotides sur 

une extrémité d'ADN ou d'ARN 3'OH. Cette fonction catalytique résulte en une élongation 

d'une molécule d'ADN dans le sens 5' vers 3' (5'-3') qui doit se faire à partir d'une molécule 

d'ADN existante (ou en utilisant un fragment d'ARN comme amorce) et qui nécessite la 

présence d'un ADN complémentaire utilisé comme gabarit. À cause de la spécificité 

d'élongation 5'-3', les deux brins de l'ADN ne sont pas synthétisés selon le même processus 

(voir figure 1). Sur le brin meneur («leading strand»), la synthèse est continue et dans la 

même direction que la progression de la fourche de réplication. Sur le brin retardataire 

(«lagging strand») la synthèse est discontinue et elle se produit dans la direction opposée de 

la progression de la fourche de réplication. Ce mode de synthèse nécessite un amorçage 

répété de la polymérase par des fragments d'ARN sur le brin retardataire. Ces fragments 

d'ARN sont ensuite dégradés, les discontinuités sont comblées par une ADN polymérase, 

progression de la 
fourche de réplication 

Brin meneur 

Brin retardataire 5' 

5' 

3' 
5' 

3' 

3' 

5' 3' Amorces d'ARN 

Fourche de 
réplication 
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puis une ligase rétablit l'intégrité de la molécule d'ADN. Les fragments d'ADN 

temporairement produits sur le brin retardataire sont appelés fragments d'Okazaki. La 

fidélité des polymérases responsables de la réplication de l'ADN est très élevée, mais un 

certain nombre d'erreurs de réplication se produit malgré tout (entre 10-3 et 10-6 par pb). 

 
La lecture d'épreuve («proofreading») est le premier mécanisme de correction des erreurs 

d'incorporation lors de la réplication. Ce système permet l'enlèvement immédiat d'un 

nucléotide incorrectement incorporé par l'activité d'une exonucléase 3'-5'. Cette activité 

exonucléotidique peut être associée directement avec une ADN polymérase (γ, δ ou ε) ou 

provenir d'une autre protéine (Shevelev et Hübscher 2002). Le phénomène de lecture 

d'épreuve permet de diminuer le taux d'erreur d'environ 10 à 100 fois. L'ajout des systèmes 

de réparation de l'ADN permet de diminuer les taux de mutations spontanées à 10-10 - 12-12 

par pb (Kunkel et Bebenek 2000). 

 
 

Les systèmes de réparation de l'ADN 
Toutes les cellules ont constamment à faire face à une multitude d'agressions physiques et 

chimiques pouvant mener à une altération de leur matériel génétique. Ces agents 

génotoxiques proviennent de l'environnement (rayonnements ultraviolet et gamma, produits 

chimiques) ou de l'intérieur même de la cellule (oxygène réactif, sous-produits du 

métabolisme). Les organismes vivants ont donc développé des voies de réparation pour les 

dommages à l'ADN. Les types de dommages les plus couramment rencontrés incluent des 

modifications chimiques de l'ADN, des cassures de la chaîne d'ADN et l'appariement de 

deux nucléotides non complémentaires. Les principales voies de réparation de ces 

dommages (Reed 2005) sont les systèmes NER et BER pour enlever les bases 

chimiquement endommagées, les systèmes de recombinaison pour réparer les cassures 

double brin et les systèmes BER et de correction des mésappariement pour l'enlèvement des 

bases incorrectement appariées.  

 



 5
 

Le système d'excision de base (BER) 
Dans le système BER, des glycosylases spécifiques enlèvent de l'ADN certaines bases 

azotées endommagées (Marti et al. 2002). Ces sites apuriniques/apyrimidiques sont excisés, 

puis l'intervalle simple brin de 1 à 8 nucléotides est comblé par une ADN polymérase. Ce 

système répare principalement les aduits de petite taille (alkylation, oxydation et 

désamination) et quelques mésappariements pouvant provenir de dommages chimiques ou 

de l'incorporation erronée d'uracile dans l'ADN (U/G, T/G et peut-être C/C). 

 
 

Le système de réparation par excision de nucléotide (NER) 
Le système NER (Costa et al. 2003, Reed 2005) est un système de réparation de l'ADN très 

versatile : il répare une grande variété de lésions qui déforment la double hélice d'ADN, qui 

interfèrent avec l'appariement des bases ou qui bloquent les fourches de réplication et de 

transcription. Parmi ces lésions, on compte les dimères cyclobutyliques de pyrimidines 

causés par les rayonnements ultraviolets. Chez les eucaryotes, le système NER est composé 

de plus de 25 protéines. Le système NER eukaryote possède deux voies d'initiation de la 

réparation : la voie du NER liée à la transcription (TCNER) et la voie du NER globale du 

génome (GGNER). Dans tous les cas, la détection d'une lésion entraîne la formation d'une 

cassure simple brin à quelques nucléotides de chaque côté de la lésion. Ces cassures 

libèrent le fragment contenant la lésion. La discontinuité est comblée par les ADN 

polymérases δ et ε. Une ligation, probablement par l'ADN ligase I, termine la réparation.  

 
 

Réparation des cassures doubles brin par recombinaison 
Les cassures sur les deux brins de l'ADN ou DSB («Double Strand Break») peuvent être la 

conséquence de l'action d'agents génotoxiques externes ou internes (ultraviolets, radiations 

ionisantes, oxygène réactif) (Doutriaux et al. 1998) ou de processus cellulaires (accident de 

réplication ou de réparation, tensions dans la molécule d'ADN) (Bai et al. 1999). Les DSB 

sont aussi nécessaires dans certains processus comme la recombinaison génétique à la 

méiose et les réarrangements des gènes des immunoglobulines (Grelon et al. 2001). Lors 
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d'une DSB, les deux brins d'ADN sont endommagés : il n'y a donc pas de brin modèle 

pouvant servir à la récupération de l'information génétique. La réparation des DSB chez les 

plantes (revue dans Bleuyard et al. 2005) peut se faire par plusieurs systèmes de réparation 

dont l'action se chevauche. Nous décrirons ici seulement la voie de la réparation des DSB 

par recombinaison homologue (DSBR). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 : Schéma de la réparation des DSB par recombinaison homologue (DSBR). 

 
 
La réparation des DSB par recombinaison homologue (DSBR) (voir figure 2) débute par la 

résection de la DSB pour former une extrémité 3' simple brin (figure 2 B). L'exonucléase 

Exo1 pourrait également être impliquée dans la résection. La résection est exécutée chez les 

vertébrés par le complexe MRN (Mre11, Rad50 et Nbs1) et est suivie de la liaison de 

Rad52. Avec l'aide des protéines Rad55 et Rad57, Rad 52 recrute Rad51 (un homologue de 

la recombinase bactérienne RecA) qui forme un nucléofilament sur l'ADN simple brin. Ce 

nucléofilament permet l'invasion par l'ADN simple brin du duplexe d'ADN homologue de 

la chromatide soeur (figure 2 C) qui sert de gabarit pour allonger l'ADN. Le déplacement 

du brin homologue permet la capture de la seconde extrémité 3' (figure 2 D). Après 

synthèse de l'ADN et ligation, il y a formation d'une double jonction de Holliday (DHJ) 

(figure 2 E) qui est ensuite coupée pour reformer deux duplexes d'ADN intacts (figure 2 F 

ou G). Ce mode de réparation est conservatif et son fonctionnement est très similaire à la 

recombinaison méiotique. 

 
 

A B C D E F 

ou 

G 

3’ 
3’ 

5’ 

5’ 
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Le système de correction des mésappariements par excision d'un 
long fragment d'ADN (MMR) 
Le système de correction des mésappariements le plus important et le mieux connu est le 

MMR (pour «DNA MisMatch Repair»). Ce système dégrade un long fragment d'ADN 

(jusqu'à 1-2 kb) contenant le mésappariement. L'intervalle simple brin formé est rempli par 

une ADN polymérase, puis la cassure résiduelle est fermée par une ADN ligase. Des 

systèmes de réparation des mésappariements par excision de courts fragments (Coïc et al. 

2000) ou très courts fragments (Marti et al. 2002) peuvent également être présents chez 

certains organismes. Le premier système MMR identifié, et aussi le mieux caractérisé, est 

le système MutHLS dirigé par la méthylation chez E. coli. Les systèmes MMR eucaryotes 

les mieux connus sont ceux de la levure Saccharomyces cerevisiae (Sc), de la souris (Mus 

Musculus, Mm) et de l'humain (Homo sapiens, Hs). En revanche, le système MMR chez les 

plantes est très peu connu. 

 
 

Le système MMR chez E. coli 
L'existence du système MutHLS dirigé par la méthylation chez E. coli a été démontrée en 

1975 par Wildeberg et Meselson (Wildeberg et Meselson 1975). Ce système est 

principalement composé des protéines MutS, MutL et MutH. La protéine MutS reconnaît le 

mésappariement, s'y lie et permet le recrutement de MutL. Le complexe MutS/MutL se 

déplace sur l'ADN en hydrolysant l'ATP et active l'endonucléase MutH qui insère une 

cassure simple brin sur le brin d'ADN non méthylé nouvellement synthétisé. Une hélicase 

(MutU) et des exonucléases (RecJ, ExoVII, ExoI ou ExoX) déroulent et dégradent le brin 

d'ADN nouvellement synthétisé jusqu'au mésappariement. L'ADN polymérase III remplit 

l'intervalle simple brin formé puis la cassure est refermée par une ligase. Le système MMR 

MutHLS reconnaît et répare tous les mésappariements de base (sauf C/C) ainsi que les 

courtes boucles d'insertion/délétion (ou IDL pour «Insertion/Deletion Loop») provenant 

d'erreurs de réplication de l'ADN. Le système MMR reconnaît aussi les hétérologies 

produites lors de la recombinaison, ainsi que certaines lésions causant la formation d'un 

mésappariement (méthylation, désamination ou oxydation de base) ou pouvant déformer la 

structure de l'ADN (pontage par le cisplatine) (Stojic et al. 2004). 
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La structure 3D de la protéine MutS a été élucidée. Cette protéine contient 5 domaines 

fonctionnels : I) liaison au mésappariement, II) connecteur, III) domaine central, IV) 

domaine levier-pince ('lever-clamp') et V) domaine ATPase (Marti et al. 2002). Les 

domaines I et IV se lient à l'ADN. Le domaine V contient l'interface de dimérisation. MutS 

fonctionne en dimère de 95 kDa qui entoure l'ADN. Les deux monomères de MutS ont des 

interactions différentes avec l'ADN (Marti et al. 2002, Kunkel et Erie 2005). La détection 

initiale des mésappariements par MutS semble se faire en déformant l'ADN (Isaacs et 

Spielmann 2004). La liaison du dimère de MutS stimule l'échange d'ADP pour de l'ATP. 

Ceci cause un changement de conformation du dimère vers une structure en pince glissante 

(«sliding clamp») qui peut se déplacer sur l'ADN jusqu'à 1 kb du mésappariement, 

permettant ainsi le chargement successif de plusieurs pinces glissantes de MutS sur l'ADN 

(Kolas et Cohen. 2004). De plus, le changement de conformation du dimère de MutS 

permet le recrutement d'un dimère de MutL. Le canal qui accommode l'ADN dans le 

dimère MutS est double et pourrait accueillir deux molécules d'ADN en même temps. Il a 

été suggéré que ce double canal joue un rôle dans les étapes de recherche d'homologie lors 

de la recombinaison (Kunkel et Erie 2005). 

 
La protéine MutL a un rôle d'intermédiaire moléculaire et fonctionne sous la forme d'un 

dimère de 68 kDa (Kunkel et Erie 2005). Le dimère de MutL peut interagir avec d'autres 

protéines du MMR et moduler leurs effets, il peut lier et hydrolyser l'ATP et il peut se lier à 

l'ADN. La structure 3D de MutL a été résolue pour la région contenant l'activité ATPase 

sur laquelle sont retrouvées une partie des fonctions de liaison à l'ADN et une partie des 

fonctions d'interaction avec d'autres protéines. La structure des régions nécessaires à la 

dimérisation et à l'interaction avec les protéines du système MMR n'est pas connue. Le 

complexe MutS/MutL est capable de réaliser une translocation sur l'ADN dépendant de 

l'hydrolyse de l'ATP. Ce complexe (contenant de l'ATP) est nécessaire à l'activation de 

MutH. C'est un contact direct avec MutL qui active MutH. De plus, MutL interagit 

également avec l'hélicase II (UvrD) qui sépare les deux brins de l'ADN. 
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La protéine MutH est une endonucléase de 25 kDa qui se lie aux sites dam hémiméthylés 

chez E. coli (Marti et al. 2002). L'hémiméthylation fait office de signal de discrimination 

du brin nouvellement synthétisé (Modrich et Lahue. 1996). L'activation de MutH entraîne 

la formation d'une cassure sur le brin d'ADN non-méthylé jusqu'à 2 kb en 3' ou en 5' du 

mésappariement (Modrich et Lahue. 1996). 

 
Une fois les deux brins séparés par l'hélicase II (UvrD), l'ADN cassé est dégradé en 

direction du mésappariement par diverses exonucléases 3'-5' ou 5'-3'. L'intervalle d'ADN 

simple brin est ensuite comblé par l'ADN polymérase III avec l'aide de SSB («Single 

Stranded DNA Binding protein», l'équivalent bactérien de RPA). Cette spécificité du 

système MMR pour la polymérase responsable de la réplication ainsi que l'interaction de 

MutS avec la «β sliding clamp» (l'équivalent bactérien de PCNA) suggèrent une relation 

très proche entre le système MMR et la machinerie de réplication.  

 
 

Le système MMR des eucaryotes 
Les homologues de MutS et MutL ont été fortement conservés au cours de l'évolution. 

Plusieurs homologues de ces deux protéines ont été retrouvés chez tous les organismes 

modèles eucaryotes (voir tableau 1). Les multiples homologues eucaryotes de MutS et 

MutL fonctionnent en hétérodimères avec une spécialisation de fonction.  

 
Les systèmes MMR eucaryotes les mieux connus sont ceux de la levure Saccharomyces 

cerevisiae (Sc), de la souris (Mm) et de l'humain (Hs). La plupart des homologues 

eucaryotes de MutS et de MutL ont été nommés et classifiés en fonction de ceux trouvés 

chez la levure. La description du système MMR des eucaryotes qui suit est un amalgame 

des connaissances acquises chez ces trois organismes. En général, les descriptions 

s'appliquent aux trois systèmes. Les codes d'identification à deux lettres (Sc, Mm et Hs) 

seront utilisés pour désigner une composante particulière à un organisme. 
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Tableau 1 : Diversité des homologues de MutS et MutL chez les eucaryotes. 

Informations tirées des bases de données du NCBI et de TAIR. 
E. coli S. cerevisiae H. sapiens M. musculus A. thaliana 

MSH1 ni ni MSH1/CHM 
MSH2 MSH2 MSH2 MSH2 
MSH3 MSH3 MSH3 MSH3 
MSH4 MSH4 MSH4 MSH4 
MSH5 MSH5 MSH5 ni 
MSH6 MSH6 MSH6 MSH6 

MutS 

ni ni ni MSH71 

MutL MLH1 MLH1 MLH1 MLH1 
 PMS1 PMS2 PMS2 PMS1 
 MLH2 PMS12 ni ni 

 MLH3 MLH3 MLH3 MLH3 
 ni PMS2L/PMS2R3 ni ni 

ni = non identifié 
1 Paralogue de MSH6 unique aux plantes. 
2 Homologie imparfaite avec ScMLH2. 
3 Famille de gènes apparentés (Nicolaides et al. 1995, Osborne et al. 1997). 

 
 
Le système MMR chez les eucaryotes remplit essentiellement les mêmes fonctions que 

celui de E. coli, c'est-à-dire la correction des mésappariements de bases (sauf les C/C) et 

des courtes IDL qui sont générées lors de la réplication de l'ADN. Cependant, certains 

homologues eucaryotes des protéines MutS et MutL remplissent des fonctions qui n'ont pas 

de liens avec le système MMR. Ainsi, certains servent à signaler les dommages en lien avec 

les «checkpoints» cellulaires et l'apoptose, tandis que d'autres sont impliqués dans la 

formation des «crossing-over». Le système MMR exerce aussi un contrôle sur la 

recombinaison homéologue (Surtees et al. 2004).  

 
Les étapes de la reconnaissance des mésappariements et de la formation des complexes 

entre les homologues de MutS et MutL sont similaires à ce qui est connu chez E. coli, mais 

avec quelques particularités dues au fonctionnement en hétérodimères et à la spécialisation 

des différents homologues. Cependant, aucun homologue de MutH n'a été retrouvé chez les 

eucaryotes. L'identification du brin d'ADN nouvellement synthétisé semble se faire par la 

présence d'une discontinuité en 3' du mésappariement dans la région de la fourche de 

réplication : les fragments d'Okazaki sur le brin retardataire et l'extrémité de l'ADN sur le 
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brin meneur (Kunkel et Erie 2005). La dégradation de l'ADN se fait toujours dans les sens 

3'-5' et semble être réalisée par l'exonucléase EXO1 ou par l'activité exonucléase 3'-5' des 

ADN polymérases δ et ε (Marti et al. 2002). Aucune hélicase eukaryote n'a pu être 

spécifiquement reliée au système MMR. La nouvelle synthèse de l'ADN se fait 

probablement par l'ADN polymérase δ (Kunkel et Erie 2005). 

 

Tableau 2 : Résumé des homologues de MutS et MutL chez les mammifères.  

 
H. sapiens 

 
M. musculus 

dimérise 
avec 

 
dimère 

 
fonction MMR 

 
autres fonctions 

MSH2 MSH2 MSH3 et 6 MutSα et β MSH central MMR - 
MSH3 MSH3 MSH2 MutSβ IDL < 8 nuc - 
MSH4 MSH4 MSH5 MutSδ3 ? recombinaison 
MSH5 MSH5 MSH4 MutSδ3 ? recombinaison 
MSH6 MSH6 MSH2 MutSα MM1 et IDL12 - 
MLH1 MLH1 tous tous MLH central MMR chiasma 
PMS2 PMS2 MLH1 MutLα avec MutS α et β méiose 
PMS1 ni MLH1 MutLγ3 avec MutSβ (IDL)  
MLH3 MLH3 MLH1 MutLβ3 avec MutSβ (IDL) chiasma 

PMS2R/L ni nd nd nd nd 
ni : Non identifié. 
nd : Non déterminé. 
1 Mésappariements de base. 
2 Boucles insertion/délétion de 1 nucléotide. 
3 La nomenclature de ces hétérodimères varie selon certains auteurs. 

 
 

Constituants du système MMR des eucaryotes 
Chez les eucaryotes, cinq homologues de MutS et trois homologues de MutL sont très 

conservés. Les homologues conservés de MutS sont MSH2 à MSH6 (pour «MutS 

Homologs») et les homologues conservés de MutL sont MLH1, MLH3 (pour «MutL 

Homologs») et PMS1 (pour «Post-Meiotic Segregation») (voir tableaux 1 et 2 et 3). Le 

système MMR de la levure serait responsable de la correction d'environ 70 à 80 % des 

mésappariements (Yang et al. 1999). L'inactivation du système MMR diminue fortement le 

contrôle de la recombinaison homéologue (Modrich et Lahue. 1996), cause une 

augmentation des taux de mutation (mutations ponctuelles et glissement) et cause une 

augmentation de la ségrégation post-méiotique (ou PMS). La PMS est une ségrégation de 
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caractères génétiques lors de la division mitotique qui suit la méiose. Elle est causée par la 

présence d'un hétéroduplexe d'ADN non réparé après un événement de recombinaison (voir 

figure 2 F et G). C'est ce phénotype particulier qui a permis d'isoler (et qui a nommé) 

ScPMS1, le premier gène MMR identifié chez les eucaryotes.  

 
 

Système MMR et homologues de MutS 
Presque tous les homologues eucaryotes de MutS contiennent les cinq domaines retrouvés 

chez MutS en plus d'un site de liaison à la protéine PCNA. Parmi les homologues de MutS, 

seuls MSH2, MSH3 et MSH6 sont impliqués dans le MMR nucléaire (Yang et al. 1999, 

Kirkpatrick 1999, Marti et al. 2002, Kunkel et Erie 2005). MSH2 est l'homologue de MutS 

qui joue le rôle central dans le MMR eukaryote. Cette protéine forme un hétérodimère soit 

avec MSH6 ou MSH3. Les hétérodimères MutSα (MSH2/MSH6) et MutSβ 

(MSH2/MSH3) ont des fonctions partiellement redondantes dans la reconnaissance des 

mésappariements. MutSα reconnaît les mésappariements de bases et les boucles 

d'insertion/délétion de 1 ou 2 nucléotides tandis que MutSβ reconnaît les courtes boucles 

d'insertion/délétion (jusqu'à 14 nucléotides selon les organismes). Les hétérodimères 

MutSα et β reconnaissent et se lient aux mésappariements puis ils recrutent les homologues 

de MutL. Ils peuvent également interagir avec la protéine PCNA qui est impliquée dans la 

réplication de l'ADN. L'inactivation de MSH2 cause l'inactivation du système MMR 

(augmentation des mutations, augmentation de la recombinaison homéologue et de la 

ségrégation post-méiotique chez la levure, cancers chez les mammifères). Un effet similaire 

est causé par l'inactivation simultanée de MSH3 et de MSH6. Les mutants individuels de 

MSH3 et MSH6 montrent des phénotypes de déficience partielle du système MMR. 

 
ScMSH1 a une fonction essentielle dans le maintien du génome mitochondrial chez la 

levure (Dzierzbicki et al. 2004, Reenan et Kolodner 1992). La réparation de l'ADN chez les 

mitochondries est peu connue, mais ScMSH1 semble y jouer des rôles similaires à ceux du 

système MMR nucléaire ainsi que des fonctions en lien avec la recombinaison. 

L'inactivation de ScMSH1 cause une perte de fonction rapide des mitochondries. Cet 
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homologue de MutS n'a pas été identifié chez les mammifères, mais il est présent chez les 

plantes. 

 

Système MMR et homologues de MutL 
MLH1 a un rôle central parmi les homologues de MutL : il est le partenaire d'interaction 

universel lors de la formation des hétérodimères (Marti et al. 2002, Kunkel et Erie 2005). 

Cette protéine forme des hétérodimères avec PMS1, MLH2 ou MLH3. Chez la levure, 

l'hétérodimère MutLα est formé par ScMLH1 et ScPMS1. MutLα interagit avec MutSα et 

β lorsqu'ils sont liés à un mésappariement. MutLα est nécessaire à la correction efficace des 

mésappariements de base et des IDL par le système MMR. 

 
ScMLH1 et ScMLH2 forment l'hétérodimère MuLγ qui est impliqué, avec ScMSH3, dans 

la réparation d'une portion des boucles d'insertion/délétion. MLH1 et MLH3 forment 

l'hétérodimère MutLβ, qui est lui aussi impliqué avec MSH3 dans la réparation d'une 

portion des boucles d'insertion/délétion. Cependant, la fonction principale de MutLβ 

semble être au niveau de la formation des «crossing-over» lors de la méiose (Hunter et 

Borts 1997, Hoffmann et Borts. 2004).  

 
Il y a une variation de la nomenclature des homologues de MutL chez les mammifères. La 

protéine appelée PMS1 chez la levure est appelée PMS2 chez les mammifères et ScMLH2 

est l’homologue des protéines PMS1 chez les mammifères. 

 
 

Les homologues de MutS et MutL avec fonction méiotique 
MSH4, MSH5, MLH1 et MLH3 ont un rôle important dans la formation des «crossing-

over». MSH4 et MSH5 (Kirkpatrick 1999, Argueso et al. 2004, Novak et al. 2001) sont 

spécifiques à la méiose et peuvent former un hétérodimère que nous désignerons ici MutSδ 

(certains auteurs le désignent MutSγ). L'inactivation de ces gènes n'a pas d'effet sur le 

système MMR mais la fréquence de «crossing-over» est fortement diminuée et on observe 
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une mortalité importante des spores ou des gamètes compatible avec une non-disjonction 

des chromosomes en métaphase I de la méiose. De façon semblable, l'inactivation de 

MLH1 ou de MLH3 cause une baisse de 3 à 100 fois du nombre de chiasma (Hunter et 

Borts 1997, Wang et al. 1999, Baker et al. 1996). Des études par doubles mutants indiquent 

que ces effets sur la formation des chiasmas résultent d’une voie commune avec MSH4. 

PMS1 semble également avoir une fonction lors de la méiose qui est encore mal comprise. 

L'implication des homologues de MutS et de MutL dans la recombinaison méiotique est 

mieux comprise chez la souris que chez la levure et ces fonctions seront décrites plus en 

détail dans la section portant sur la méiose et la recombinaison.  

 
 

Le système MMR chez A. thaliana 
Le système MMR chez A. thaliana (et les plantes en général) est encore très peu connu. Six 

ou sept homologues de MutS et trois homologues de MutL ont été identifiés chez A. 

thaliana (voir tableau 3). Certains de ces homologues ont été clonés et caractérisés 

partiellement pour leurs fonctions dans le système MMR. Une part importante de ces 

travaux a été réalisée dans notre laboratoire. 

 
 

Homologues de MutS 
AtMSH1 (initialement identifié comme CHM pour 'Chloroplast Mutator') (Abdelnoor et al. 

2003) est exporté vers les mitochondries et probablement aussi vers les chloroplastes. Il 

contient le domaine MutS ATPase (avec les séquences de dimérisation) et le domaine de 

liaison à l'ADN. Les trois autres domaines de MutS n'ont pas été identifiés. L'inactivation 

de MSH1 affecte la recombinaison du génome des mitochondries, mais ne semble pas 

causer d'accumulation de mutations ponctuelles. Ce phénotype pourrait provenir de la 

dérégulation de la recombinaison homéologue dans les mitochondries. MSH1 est très 

conservé chez les plantes.  
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Tableau 3 : Résumé des homologues de MutS et MutL chez A. thaliana. 

Identification des homologues par les bases de données du NCBI et de TAIR. 

Homologues de 
MutS 

dimérise 
avec 

 
dimère 

 
fonction MMRF 

 
autres fonctions 

MSH1/CHMA ? ? mitochondries  
 chloroplastes ? 

mitochondries  
 chloroplastes? 

MSH2B,C MSH3, 6 et 7 MutSα, β et γ MSH central MMR nd 
MSH3B MSH2 MutSβ IDL12 et IDL32 nd 

AT3G304751 nd nd nd nd 
MSH4H nd oui? non recombinaison 

MSH6B,G MSH2 MutSα MM4 et IDL12 nd 
MSH7B,G MSH2 MutSγ MM4 nd 

Homologues de 
MutL 

dimérise 
avec 

 
dimère 

 
fonction MMR 

 
autres fonctions 

MLH1D nd nd nd nd 
PMS1E nd nd IDL nd 
MLH3 nd nd nd nd 

 nd : Non déterminé. 
1 Séquence homologue à MSH3. 
2 Boucles d'insertion de 1 nucléotide (T). 
3 Boucles d'insertion de 3 nucléotides (AAG). 
4 Mésappariement. 
Références : A) Abdelnoor et al. 2003 ; B) Adé et al. 1999, Culligan et Hays 2000 ; 

C) Leonard et al. 2003 ; D) Jean et al. 1999 ; E) Alou et al. 2004 ; F) Leonard 
et al. 2003 ; G) Wu et al. 2003 ; H) Higgins et al. 2004 

 
 
MSH2, MSH3, MSH6 et MSH7 semblent tous impliqués dans le système MMR d'A. 

thaliana. Des homologues de MSH7 ont été également identifiés chez le maïs (Horwath et 

al. 2002) et le blé (Dong et al. 2002). La séquence de MSH7 est proche de celle de MSH6 

mais sans le domaine IV des homologues de MutS (domaine 'pince-levier') (Wu et al. 

2003). MSH2 est le partenaire des trois autres protéines lors de la formation des 

hétérodimères MutSβ (MSH3), MutSα (MSH6) et MutSγ (MSH7) (Culligan et Hays 2000). 

Ces trois hétérodimères ont été testés pour leur capacité à lier certains mésappariements in 

vitro. MutSα et MutSβ ont des affinités comparables à celles de leurs équivalents chez les 

mammifères. MutSγ montre un patron de liaison légèrement différent de MutSα, avec une 

préférence relative différente pour les mésappariements de bases et une affinité très faible 

pour les boucles d'insertion/délétion (Wu et al. 2003). L'inactivation d'AtMSH2 cause une 
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instabilité des microsatellites (Leonard et al. 2003) ce qui relie clairement AtMSH2 au 

système MMR in vivo. 

 
AtMSH4 est spécifiquement exprimé à la méiose et est visible par immunofluorescence 

selon un patron de disposition semblable à MmMSH4 (Higgins et al. 2004). L'inactivation 

d'AtMSH4 cause un défaut sévère de la synapse, une baisse d'environ 85 % du nombre de 

chiasmas (72 % de chromosomes sans chiasma) et les foyers d'AtMLH3 n'apparaissent pas. 

Les chiasmas résiduels sont indépendants de l'interférence. AtMSH4 contient les séquences 

de dimérisation mais, comme l'homologue de MSH5 n'a pas été identifié chez A. thaliana, 

son partenaire de dimérisation est incertain.  

 
Le septième homologue possible de MutS identifié in silico (AT3G30475) présente une 

ressemblance avec MSH3. Il n'a fait l'objet d'aucune publication et son identité 

d'homologue de MutS n'a pas été confirmée. 

 
 

Homologues de MutL 
Parmi les homologues de MutL identifiés chez A. thaliana, PMS1 est le seul qui a été 

clairement lié à une fonction. Il a été démontré dans notre laboratoire (Alou et al. 2004) que 

PMS1 est impliqué dans le système MMR chez A. thaliana. Un mutant d'inactivation par 

surproduction d'un allèle dominant négatif (une mutation dans le motif de liaison à l'ATP) 

montrait une instabilité somatique du nombre de répétitions d'un microsatellite artificiel lié 

à un système rapporteur. MLH1 a été cloné dans notre laboratoire (Jean et al. 1999), mais 

aucune caractérisation de sa fonction n'a encore été rapportée. Finalement MLH3 a été 

identifié in silico et n'a pas encore été caractérisé. 

 
Ainsi, même si de nombreux homologues de MutS et MutL ont été identifiés chez A. 

thaliana, leur analyse fonctionnelle ne fait que commencer. Dans certains cas, leur 

implication dans la correction des mésappariements est bien établie (Leonard et al. 2003, 

Alou et al. 2004). Plus récemment, Li et al. (sous presse) ont mis en évidence le rôle 
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d’AtMSH2 dans la régulation de la fréquence de recombinaison homéologue. Cependant, 

très peu de travaux ont porté sur les rôles méiotiques de ces protéines. 

 
 

La méiose 
La méiose est la division cellulaire spécialisée qui produit quatre gamètes haploïdes à partir 

d'une cellule diploïde. Lors de la méiose, les chromosomes subissent deux rondes de 

ségrégation après une seule ronde de réplication de l'ADN. La seconde ségrégation des 

chromosomes méiotiques ressemble à la division mitotique. Cependant, lors de la première 

ronde de ségrégation, ce sont les chromosomes homologues qui sont séparés. Cette 

situation inhabituelle demande une coordination particulière des homologues pour assurer 

leur ségrégation correcte. Cette coordination est installée lors de la prophase méiotique et 

nécessite l'appariement et la synapse des homologues ainsi que la recombinaison génétique 

et la formation de chiasmas. 

 
 

Tableau 4 : Marqueurs cytogénétiques, cytologiques et moléculaires choisis des étapes de la 
prophase méiotique. Adapté de Roeder 1997. 

Stade Morphologie des Chr1 / 
Synapse et SC2 

Signes cytologiques 
de la recombinaison 

Signes moléculaires 
de la recombinaison3

Leptotène Longs filaments / 
Apparition élément axial 

Nodules précoces 
('Early Nodules'). 

Apparition des DSB 

Zygotène Longs filaments / 
Initiation synapse 

Nodules précoces 
('Early Nodules'). 

Disparition des DSB

Pachytène Chr identifiables / 
Synapse complète 

Nodules tardifs 
('Late Nodules'). 

Double jonction de 
Holliday 

Diplotène Début condensation Chr /
Dissociation du SC 

Chiasma Recombinants 
matures 

Diacinèse Fin condensation Chr 
 

Chiasma  

1 Chromosomes. 
2 Complexe synaptonémal. 
3 Observés chez S. cerevisiae. 
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La prophase méiotique : appariement, synapse, recombinaison et 
chiasmas 
La prophase est de loin l'étape la plus longue et la plus complexe de la méiose. Elle débute 

approximativement lorsque les chromosomes deviennent visibles (suite à une première 

condensation). À ce moment, la réplication de l'ADN est complétée. La prophase méiotique 

a été subdivisée en plusieurs étapes selon l'organisation des chromosomes (voir figure 3 A 

et tableau 4) (Dawe 1998, Roeder 1997).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3 : Représentation des chromosomes en prophase méiotique. 

A) Apparence générale des chromosomes aux différents stades de la prophase.  
B) Schéma d'une section de chromosome associé à l'élément axial (AE) au 

leptotène.  
C) Schéma d'une section de chromosomes homologues reliés par le complexe 

synaptonémal (SC) composé des éléments latéraux (LE), centraux (CE) et 
transverses (TE). 

 
 
Au leptotène, les chromosomes sont visibles sous la forme de très longs filaments 

composés de deux chromatides soeurs. Les chromatides soeurs sont liées à l'élément axial 

(AE), une structure protéique qui les maintient dans une configuration en boucle (voir 

figure 3 B). Au zygotène, les chromosomes homologues sont appariés et ils débutent la 

synapse. La synapse s'établit par le biais du complexe synaptonémal (SC). Le SC est 

composé de trois éléments protéiques : 1) l'élément latéral (LE) qui correspond à l'AE, 2) 

Chromosome 

AE 

A) Leptotène Zygotène Pachytène Diplotène Diacinèse 

LE 
CE 
TE 

SC 

Chromosomes 

Chromosomes 

B) C) 
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l'élément central (CE) situé entre les deux chromosomes et 3) l'élément transverse (TE) qui 

relie le LE et le CE (voir figure 3 C). C'est à ce stade qu'est initiée la recombinaison 

génétique. Le pachytène est marqué par la synapse complète des chromosomes 

homologues. La recombinaison génétique progresse et les chiasmas sont formés. La 

dissociation du SC au diplotène amène la séparation des chromosomes homologues qui 

restent attachés uniquement par les chiasmas. Finalement, à la diacinèse, les chromosomes 

sont complètement condensés et sont prêts pour les divisions méiotiques. 

 
 

Les divisions méiotiques  
Lors de la première division méiotique, les chromosomes homologues sont séparés (voir 

figure 4). Les chromosomes, éparpillés dans le noyau à la fin de la prophase, se regroupent 

sur une plaque à la métaphase I. Lors de l'anaphase I, les chromosomes homologues se 

séparent, puis migrent vers les deux pôles de la cellule. À la télophase I, les deux groupes 

de chromosomes sont bien séparés. Chez certains organismes, la cellule se divise alors en 

deux. Il y a aussi parfois une interphase avec reprise de l'activité métabolique, mais il n'y a 

jamais de réplication de l'ADN. Chez les microsporocytes d'Arabidopsis thaliana, il n'y a 

pas de division de la cellule à la télophase I et il n'y a pas d'interphase : les méiocytes 

passent directement de la télophase I à la prophase II. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 : Représentation des étapes de la première division de la méiose. 

Les cercles représentent les centromères, les X représentent les chiasmas. 

 
 

Fin prophase I Métaphase I Anaphase I Télophase I Interphase 
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Lors de la seconde division méiotique, les chromatides soeurs sont séparées (voir figure 5). 

Cette division est similaire à la division mitotique. Les chromosomes se condensent de 

nouveau en prophase II, puis chaque groupe s'aligne sur une plaque à la métaphase II. Lors 

de l'anaphase II, les centromères se séparent puis les chromatides soeurs migrent vers les 

deux pôles de la cellule. À la télophase II, les quatre groupes de chromosomes sont bien 

séparés et la cellule se divise en quatre cellules filles haploïdes. Les groupes de quatre 

cellules filles formées par les microsporocytes des plantes juste après la méiose sont 

appelés tétrades. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5 : Représentation des étapes de la seconde division de la méiose. 

 
 

Mécanismes moléculaires de la recombinaison méiotique 
Les mécanismes moléculaires de la recombinaison génétique sont assez bien connus et ils 

ressemblent beaucoup aux mécanismes de la DSBR. Les protéines impliquées semblent très 

conservées chez les eucaryotes (Caryl et al. 2003).  

 
Il existe deux types de recombinaison à la méiose : la recombinaison avec échange 

réciproque et la recombinaison sans échange. La recombinaison sans échange est 

responsable des événements de conversion génique et sert à l'initiation de la synapse. La 

recombinaison avec échange réciproque est responsable de la recombinaison génétique et 

de la formation des chiasmas. Le choix entre ces deux voies se fait par le biais du 

phénomène d'interférence et ne semble pas affecter l'initiation de la recombinaison mais 

plutôt le choix des intermédiaires moléculaires. L'interférence est le phénomène par lequel 

la présence d'un chiasma inhibe la formation d'autres chiasmas rapprochés sur le même 

Prophase II Métaphase II Anaphase II Télophase II Gamètes haploïdes 
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chromosome et qui assure aussi la présence d'au moins un chiasma sur chaque paire de 

chromosomes homologues. 

 
Tous les événements de recombinaison sont initiés par une DSB introduite par 

l'endonucléase SPO11 après la réplication de l'ADN (durant le leptotène)(Schwarzacher 

2003, Svetlanov et Cohen 2004). Il existe deux patrons de formation des DSB chez les 

eucaryotes. Chez la plupart des eucaryotes (levure, souris, A. thaliana) la présence des DSB 

est nécessaire à la synapse et à la formation du SC. À partir de la DSB, les protéines Mre11, 

Rad50 et Com1/Sae2 (Petronczki et al. 2003) exécutent une résection 5'-3' qui produit une 

extrémité 3' simple brin. L'extrémité simple brin sert ensuite à la recherche d'homologie et à 

l'invasion du duplexe homologue (Petronczki et al. 2003, Schwarzacher 2003, Svetlanov et 

Cohen 2004). Les homologues de RecA, Rad51 (voir DSBR) et Dmc1 (un homologue 

spécifique à la méiose), sont responsables de la catalyse de l'invasion. Le rôle de DMC1 est 

probablement d'orienter la recombinaison vers une molécule d'ADN du chromosome 

homologue au lieu de la chromatide soeur utilisée dans le DSBR. Les protéines Rad54, 

MND1, RPA, ATM et les hélicases RecQ seraient aussi impliquées dans ces étapes. 

L'invasion du duplexe homologue par la région 3' simple brin est propagée par la synthèse 

d'ADN. Lors de la recombinaison sans échange, le brin envahisseur est rapidement relâché 

pour permettre la réparation de la cassure (Petronczki et al. 2003). Ceci entraîne la 

formation d'un court hétéroduplexe d'ADN qui peut causer de la conversion génique suite à 

la réparation des mésappariements ou une ségrégation post-méiotique en absence de 

correction des mésappariements. 

 
La recombinaison avec échange réciproque passe par un intermédiaire de DHJ comme le 

DSBR (Caryl et al. 2003, Svetlanov et Cohen 2004, Petronczki et al. 2003) : la seconde 

extrémité 3' simple brin est capturée, la synthèse de l'ADN expose les extrémités 5' de la 

DSB qui envahissent l'ADN nouvellement synthétisé puis sont liées par une ligase. Ceci 

forme une molécule d'ADN jointe dans une conformation de DHJ (voir figure 2 D). La 

DHJ est ensuite coupée par une résolvase non identifiée. La plupart des DHJ sont résolues 

par une coupure asymétrique qui produit un échange réciproque entre les deux molécules 

d'ADN. Les DHJ sont formées au pachytène et sont résolues au diplotène. La résolution de 
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la recombinaison vers un «crossing-over» nécessite l'activité de MSH4, MSH5, MLH1 et 

MLH3. Il existe un second mécanisme de formation de recombinaison avec échange qui ne 

passe pas par les DHJ et qui est indépendant de l'interférence. Ce mécanisme est moins bien 

connu et représente environ 10 à 20 % des événements chez A. thaliana (Higgins et al. 

2004).  

 
 

Fonction des homologues de MutS et de MutL dans la recombinaison 
Les mutants d'inactivation pour les gènes MmMLH1 (Edelmann et al. 1996, Baker et al. 

1996, Woods et al. 1999), MmMLH3 (Lipkins et al. 2002), MmPMS2 (Baker et al. 1995), 

MmMSH4 (Kneitz et al. 2000) et MmMSH5 (Kneitz et al. 2000, de Vries et al. 1999) ont 

tous montré des défauts de la méiose. Les mutants Mmmsh4 et Mmmsh5 ont des phénotypes 

similaires : un défaut de synapse des chromosomes homologues qui cause l'arrêt de la 

méiose puis l'apoptose. Chez ces mutants, il y a formation des DSB nécessaires à la 

recombinaison mais une surabondance de Rad51 suggère un défaut dans l'invasion du 

duplexe d'ADN homologue (Svetlanov et Cohen 2004, Kolas et Cohen. 2004). Les mutants 

Mmmlh1 et Mmmlh3 présentent des phénotypes similaires : la synapse est normale, mais le 

très faible nombre de chiasmas produits cause la dissociation des homologues après le 

démontage du SC. Cette situation entraîne un arrêt de la méiose puis l'apoptose. 

 
MmMSH4 est présent dans les nodules de recombinaison contenant Rad51 (les ERN) et il 

reste associé aux nodules après la relâche de Rad51 et l'apparition de RPA. Le nombre de 

foyers MSH4 diminue ensuite pour atteindre environ le double du nombre de chiasmas. 

Une fraction de ces foyers MSH4 interagiront par la suite avec MLH1 et MLH3 (Svetlanov 

et Cohen 2004). Une manière d'interpréter ces résultats est que MSH4 est présent sur  les 

structures d'ADN hybrides formées lors de la recombinaison 

 
MmMLH3 se lie au complexe synaptonémal des chromosomes méiotiques aussi tôt qu'au 

zygotène, avant d'être rejoint par MmMLH1 (Kolas et Cohen. 2004). MmMLH1 est présent 

dans les nodules de recombinaison tardifs (LRN) des chiasmas (Marcon et Moens 2003). 
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Cependant, un faible nombre de foyers MmMLH3 restent présents sur les chromosomes 

méiotiques sans adjonction de MmMLH1. Cette situation laisse supposer que MLH3 

pourrait fonctionner seul ou avec un autre partenaire que MmMLH1 (peut-être MmPMS2).  

 
MSH4 et MSH5 semblent nécessaires à l'initiation de la recombinaison tandis que MLH1 et 

MLH3 sont nécessaires pour la progression vers les DHJ ou pour leur résolution. En se 

basant sur le fonctionnement habituel des protéines du MMR, il est probable que la 

présence de l'hétérodimère MutSδ dans sa forme activée permet de recruter l'hétérodimère 

MutLβ. La présence de MutSδ activée serait limitée aux futurs sites de DHJ par le 

phénomène de l'interférence. MutLβ pourrait ensuite recruter les protéines nécessaires à la 

progression et à la résolution des DHJ. 

 
 

Implication du système MMR à la méiose 
La correction des mésappariements par le système MMR à la méiose s'effectue sur les 

mésappariements formés lors de la réplication de l'ADN ainsi que sur ceux présents dans 

les hétéroduplexes d'ADN formés lors de la recombinaison. Le fonctionnement du système 

MMR lors de réplication pré-méiotique de l'ADN a été peu étudié (Surtees et al. 2004) 

mais est probablement similaire au fonctionnement mitotique décrit précédemment. La 

réparation de l'hétéroduplexe d'ADN par le système MMR empêche la ségrégation post-

méiotique (PMS) et limite la recombinaison homéologue. La PMS est causée par la 

présence d'un hétéroduplexe d'ADN non réparé à la fin de la méiose : dans ce cas, les deux 

allèles différents se sépareront lors de la première division mitotique suivant la méiose. Le 

contrôle du système MMR sur la recombinaison homéologue s'accomplit par la 

«réparation» de l'hétéroduplexe pendant la formation de la DHJ et une déstabilisation de 

l'hétéroduplexe par les homologues de MutL (Surtees et al. 2004). La réaction de réparation 

cause la destruction de la structure de la DHJ et un abandon de l'événement de 

recombinaison. Il a aussi été suggéré qu'un mécanisme similaire pourrait être responsable 

de la recombinaison sans échange. 

 



 24
 

 

Implication de PMS1 dans la méiose et la recombinaison 
Il a été démontré que ScPMS1 assure ses fonctions MMR normales lors de la méiose. De 

plus, ScPMS1 et MmPMS2 ont aussi des fonctions à la méiose qui semblent indépendantes 

du système MMR. Dans les deux cas, l'inactivation du gène cause une baisse de la viabilité 

des spores ou des gamètes produits lors de la méiose. Le phénotype méiotique des mutants 

Mmpms2 est difficile à interpréter : les mâles sont infertiles suite à des défauts de synapse, 

mais les femelles ont une fertilité normale (Baker et al. 1995). Environ 80 % des cellules 

méiotiques des souris mâles pms2 observées au microscope montrent des défauts de 

synapse sévères : absence de synapse, synapses entre non-homologues, synapses entre plus 

de deux chromosomes et chromosome coincé entre deux chromosomes synapsés. Malgré 

cela, les taux de recombinaison génétique sont normaux (Qin et al. 2002) et la localisation 

de MLH1 et MLH3 sur les chromosomes méiotiques est normale (Kolas et Cohen. 2004). 

La cause de ces anomalies n'a pas été élucidée, mais certains auteurs postulent une fonction 

particulière de MmPMS2 en lien avec la réplication de l'ADN juste avant la méiose. 

 
 

 Arabidopsis thaliana comme plante modèle 
A. thaliana est la plante modèle la plus utilisée en génétique. Elle est facile à cultiver et elle 

est de petite taille (moins de 60 cm). Son cycle de vie est court (trois à quatre mois) et elle 

produit plusieurs milliers de graines. Ses fruits sont des siliques. Elle se reproduit 

généralement par autofécondation, ce qui permet d'obtenir facilement des individus 

homozygotes et de maintenir des lignées pures. Les fleurs sont abondantes et les 

croisements relativement faciles. Son génome, l'un des plus petits génomes végétaux (125 

Mb), a été entièrement séquencé et contient 25,498 gènes codants pour des protéines 

appartenant à 11,000 familles (The Arabidopsis Genome Initiative 2000). 

 
De nombreuses ressources en génomique fonctionnelle sont disponibles pour cette plante, 

incluant une dizaine de collections de lignées d'inactivation de gènes (le plus souvent par 

insertion aléatoire dans le génome) (TAIR, ressource Internet). L'un des mutagènes les plus 
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utilisés est le T-DNA inséré dans le génome végétal lors de l'infection par Agrobacterium 

tumefaciens (Krysan et al. 1999). Ces différentes collections peuvent être criblées pour 

obtenir un mutant d'inactivation dans la plupart des gènes d'A. thaliana (Krysan et al. 

1996). 

 
La petite taille du génome d'A. thaliana facilite grandement les études génétiques, mais 

rend l'observation de ses chromosomes (la cytogénétique) particulièrement difficile. Le 

développement des techniques de visualisation au microscope à épifluorescence a 

cependant facilité l'observation cytogénétique de la mitose et de la méiose d'Arabidopsis 

thaliana. Le complément haploïde d'A. thaliana est composé de cinq chromosomes qui sont 

difficiles à différencier les uns des autres par les techniques classiques de coloration 

cytogénétique.  

 
 

Méiose, sporogénèse et gamétogénèse  
Suite à la méiose, les spores haploïdes des plantes se divisent pour former les 

gamétophytes. Le gamétophyte mâle, aussi appelé microgamétophyte, est le sperme qui 

provient de la germination du pollen. Le gamétophyte femelle, aussi appelé 

mégagamétophyte, est le sac embryonnaire (Bowman 1994, Raven et al. 1999). La méiose 

des microsporocytes d'A. thaliana a été décrite à plusieurs reprises (voir entre autres 

Doutriaux et al. 1998, Peirson et al. 1997, Jones et al. 2003 ). Comme ces descriptions sont 

identiques à celle que nous faisons de la lignée témoin dans la section des résultats, elles ne 

seront pas reprises ici. La fécondité chez A. thaliana est liée au nombre de 

mégagamétophytes viables produits. 

 
 

Microsporogénèse et microgamétogénèse chez Arabidopsis thaliana 
Les microspores sont formées dans les anthères. Chez A. thaliana, plusieurs dizaines de 

cellules mères polliniques (PMC) sont formées par division mitotique et débutent la méiose 

simultanément. Chaque PMC donne naissance à une tétrade de spores haploïdes qui 
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donnera naissance à quatre grains de pollen. La spore subit une première division mitotique 

qui produit la cellule générative et la cellule du tube. La cellule générative subie une 

seconde division pour former les deux cellules de sperme. Ces cellules sont entourées d'une 

paroi protectrice pour former le grain de pollen. 

 
 

Mégasporogénèse et mégagamétogénèse chez A.  thaliana 

Les mégaspores sont formées dans les ovules. Chaque ovule contient un mégasporocyte. Le 

méiocyte produit quatre mégaspores haploïdes. Celle située à la base de l'ovule formera le 

mégagamétophyte alors que les trois autres dégénéreront. Lors de la mégagamétogénèse, le 

noyau subit 3 divisions mitotiques successives pour former une cellule à 8 noyaux. Les 

noyaux prennent des positions spécifiques dans la cellule avant qu'elle ne se divise en 7 

cellules avec 8 noyaux. Une des cellules uninucléées (l'oeuf) sera fertilisée par un noyau de 

sperme pour former l'embryon. Les deux synergides uninucléées fusionneront avec l'autre 

sperme pour former l'endosperme. 

 



 

OBJECTIFS DE LA RECHERCHE 
 
Les travaux que j'ai effectués au cours de ma maîtrise s'inscrivaient parmi les efforts 

concertés de plusieurs étudiants à la maîtrise et au doctorat travaillant dans le laboratoire du 

Dr François Belzile. Cette équipe cherche à identifier et à caractériser le système de 

correction des mésappariements chez les plantes en utilisant principalement Arabidopsis 

thaliana comme modèle.  

 
Ces recherches s'effectuaient à plusieurs niveaux, à la fois par la production, l'isolation et la 

caractérisation de lignées mutantes pour les différents gènes homologues de MutS et MutL. 

Les travaux qui sont décrits dans ce mémoire représentent une partie de la caractérisation 

de deux lignées portant une mutation dans le gène AtPMS1.  

 
Étant donné l’implication des composantes du système MMR lors de la méiose chez les 

eucaryotes, particulièrement au niveau de la formation des crossing-over, nous posons 

l’hypothèse que l’inactivation d’AtPMS1 causera un défaut de la méiose.  

 
L'objectif principal de mes travaux était d'évaluer les effets phénotypiques méiotiques 

engendrés par l’inactivation de PMS1 chez Arabidopsis thaliana dans le but de vérifier 

l’implication de AtPMS1 à la méiose. Concrètement, trois catégories d'effets phénotypiques 

ont été étudiées : 

1. la morphologie générale des plants et des organes reproducteurs ; 
2. la fécondité (abondance et viabilité des graines) ; 
3. le déroulement de la méiose chez les microsporocytes. 
 
 



 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
 

Matériel végétal 
Les lignées mutantes étudiées ont été gracieusement fournies par M. Eric Dion, étudiant au 

laboratoire du Dr François Belzile. Deux lignées mutantes indépendantes ont été utilisées : 

la lignée 4706 et la lignée 5368. Dans chacun d’elles, le gène AtPMS1 est muté à la suite de 

l’insertion d’un T-DNA dans la région codante du gène. Les lignées mutantes 4706 et 5368 

ont été isolées à partir de la population Alpha de l'A. thaliana Knockout Facility (AKF, 

ressource Internet). Cette population est composée de 60,480 mutants insertionnels d'A. 

thaliana de l'écotype WS (Wassilewskija) qui ont été obtenus par transformation 

(Agrobacterium tumefaciens) avec le vecteur de T-DNA pD991-AP3. En plus des mutants, 

des plantes sauvages de l’écotype WS (Wassilewskija) ont été employées comme témoins. 

Les plants mutants analysés étaient des générations T5 à T7. 

 
 

Conditions de culture en sol et de propagation des plantes  
Les plants ont été cultivés en cabinet de croissance (Conviron, Winnipeg MB) ou dans une 

salle de culture dotée d’un éclairage artificiel (fluorescents 40W Cool White). Les 

conditions de culture étaient les suivantes : photopériode de 14-16 heures, température 

ambiante (22-28 oC, salle de culture) ou 25 oC (cabinet de croissance), humidité ambiante 

(40-60 %) avec arrosage au besoin et fertilisation hebdomadaire avec du 20-20-20. Les 

plantes étaient cultivées dans du terreau de marque Pro-Mix (Premier Horticulture, Dorval 

QC) en barquettes d’aluminium d'environ 15 sur 25 cm à raison de 12 à 15 plants par 

cabaret ou en pots de 7x7 cm à raison de 1 à 5 plants par pot. La levée de la dormance était 

obtenue en plaçant les graines à 4 oC dans une solution de Bacto-agar 0,2 % pendant 2 à 3 

jours. Les graines utilisées pour la propagation étaient récoltées à la main à partir des plants 

sélectionnés. 
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Génotypage 
Une feuille de la rosette ou de la tige était prélevée lorsque la plante avait plus de six vraies 

feuilles. L'ADN a été extrait selon le protocole d'Edwards et al. (1991), puis utilisé dans 

une amplification PCR (36 cycles [45 sec / 94 oC ; 45 sec / 50 oC ; 2 min / 72 oC]) pour 

déterminer le génotype de chaque plante. Les amorces suivantes ont été utilisées (voir 

figures 6 et 7) : 

AtPMS4  5’-CACAGATCTTTTGAATTTGACTAC-3’ 
AtPMS-FED2  5'-GCGAATAGCTTTACGTTTCCACTTA-3' 
JL-202  5'-CATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTAC-3' 
 

Les produits d'amplification ont été analysés par électrophorèse sur gel d'agarose. L’allèle 

sauvage du gène AtPMS1 produit un amplicon de 2577 pb alors que les allèles mutants, 

présents chez les lignées 4706 et 5368, produisent respectivement des amplicons d'environ 

0,2 et 2 kb. 

 
 

Évaluation de la fécondité des lignées 
Deux méthodes d’évaluation de la fécondité ont été employées. Dans un premier cas, les 

plants ont été cultivés en salle de culture dans des pots de 7x7 cm à raison d’une plante par 

pot. À maturité, toutes les siliques de la tige principale ont été récoltées sur deux plants 

pour chaque génotype à l’étude. Les graines contenues dans chaque silique ont été 

dénombrées en excluant les petites graines (clairement non-viables). Le nombre moyen de 

graines par silique a été calculé pour chacun des génotypes. Dans la seconde expérience, les 

plants ont été cultivés en cabinets de croissance dans des pots de 7x7 cm à raison de 1 à 5 

plants par pot et 5 pots par génotype. Les 10 premières siliques de la tige principale ont été 

récoltées sur chaque plante et les graines ont été dénombrées pour l’ensemble des dix 

siliques. Les moyennes obtenues ont été comparées entre les génotypes en faisant appel à 

un test de t réalisé à l'aide du logiciel SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC). 
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Ségrégation des allèles 
Pour chaque lignée, 73 à 1202 graines provenant de 2 à 8 plantes ont été placées sur milieu 

de germination (Simoens et al. 1988) contenant de la kanamycine (50 mg/l). Les plantules 

résistantes à la kanamycine et les plantules sensibles à la kanamycine ont été dénombrées 

une à deux semaines après la germination. 

Analyse cytogénétique de la méiose 
Le déroulement de la méiose chez les microsporocytes a été analysé pour des plants de la 

lignée 5368 homozygotes pour l'insertion dans le gène AtPMS1 (AtPMS1::T-DNA) ou 

homozygotes pour l'allèle normal du gène AtPMS1. Les chromosomes méiotiques ont été 

obtenus selon une adaptation du protocole de Veira et al. (1990). Les bouquets floraux de 

tiges émergentes (environ 1 cm) de plants traités au froid (une nuit à 4 oC) ont été coupés et 

fixés au moins 12 heures dans une solution 25 % acide acétique : 75 % éthanol, puis gardés 

dans de l'éthanol 70 %. Les bourgeons ont été réhydratés dans une série de bains d'éthanol / 

eau juste avant d'être disséqués dans une goutte d'eau sous une loupe binoculaire. Les 

anthères au stade approprié ont été transférées sur une lame en évitant la dessiccation.  

 
Les étalements de chromosome ont été réalisés par écrasement (« squash ») des anthères 

entre lame et lamelle dans un milieu de montage et de coloration (glycérol 50 %, tampon 

Tris 0,1 M pH 9, DAPI 0,1-1 µg/ml, PPD 1 mg/ml). Les méioses ont été observées au 

microscope à épifluorescence et photographiées avec un appareil photo numérique à l'aide 

du logiciel Isis (de MetaSytems, Altlusshein, Allemagne). Des séries de photographies ont 

été prises manuellement dans différents plans focaux et reconstituées en une seule image 

par superposition manuelle à l'aide du logiciel de traitement d'image Adobe Photoshop 4.0 

(de Adobe Systems, San Jose, USA).  

 
Seules les méioses où les chromosomes individuels pouvaient être comptés avec confiance 

ont été considérées lors des analyses. Un nombre minimal de figures correspondant à 

chacun des stades de la méiose ont été recherchées et photographiées. 
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RÉSULTATS 
Le principal objectif de ce travail était d’investiguer les conséquences phénotypiques 

résultant de l’inactivation du gène AtPMS1, un homologue du gène bactérien MutL chez 

Arabidopsis thaliana. Pour ce faire, nous avons fait appel à des mutants insertionnels 

contenant un T-DNA inséré dans le gène AtPMS1. Une telle insertion entraîne, en théorie, 

une inactivation complète du gène en question et permet d’en étudier les conséquences. 

 
Au moment d’amorcer ce projet, un étudiant du laboratoire (E. Dion) avait identifié deux 

lignées portant chacune un T-DNA dans le gène AtPMS1 (lignées 4706 et 5368). La figure 

6 montre l’emplacement de ces T-DNA au sein du gène AtPMS1 (E. Dion, communication 

personnelle). Dans le cas de la lignée 4706, l’insertion s’est produite au milieu du gène, 

vers la fin du deuxième exon (à ~2 kb à l’intérieur du gène). Chez la lignée 5368, 

l’insertion a eu lieu au tout début du gène (à ~300 pb), à même le premier exon. Des 

analyses RT-PCR ont montré que ces insertions résultaient en l’abolition de l’ARNm 

normal de ce gène (E. Dion; communication personnelle). Il devenait donc possible 

d’examiner les conséquences phénotypiques d’une telle inactivation. En raison des 

observations faites chez d’autres eucaryotes (voir la revue de littérature), notre attention 

s’est tournée vers les conséquences de la mutation sur 1) la morphologie et la fécondité de 

ces plantes, et 2) le déroulement de la méiose chez ces mutants. 

 
 

 

 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique du gène AtPMS1 et de la position des insertions du 
T-DNA chez les deux lignées étudiées. Selon E. Dion, Université Laval. 
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Comme les allèles mutants (AtPMS1::T-DNA) ont été isolés à l’état hétérozygote, il a été 

nécessaire de produire des lignées homozygotes pour chacune des deux mutations 

insertionnelles. Suite à une autofécondation, trois génotypes ont été obtenus pour chacune 

des deux lignées à l’étude : homozygote sauvage (AtPMS1/AtPMS1), hétérozygote 

(AtPMS1/AtPMS1::T-DNA) et homozygote mutant (AtPMS1::T-DNA/AtPMS1::T-DNA). 

Des amplifications PCR, à l’aide de trois amorces spécifiques dont l’emplacement 

approximatif est illustré à la figure 6, ont été employées pour déterminer le génotype des 

divers descendants pour chacune des deux lignées porteuses d’une insertion dans le gène 

AtPMS1. Comme on peut le voir dans l’exemple illustré à la figure 7 pour la descendance 

de la lignée 4706, l’amplification produit trois profils distincts. Chez l’homozygote 

sauvage, une seule bande (~2,5 kb) est obtenue. Chez l’homozygote mutant, un amplicon 

de ~220 pb ou ~2 kb (allèle mutant chez les lignées 4706 et 5368 respectivement) est 

observé. Finalement, chez l’hétérozygote, deux bandes de 2,5 kb (allèle sauvage) et ~220 

pb ou ~2 kb (allèle mutant) sont présentes. Diverses analyses phénotypiques ont été 

réalisées sur ces lignées mutantes et les résultats de ces caractérisations seront présentés 

séparément pour les deux lignées. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 7 : Génotypage des lignées. 

A) Schéma des amorces utilisées et des produits d'amplification.  
B) Photo d'un gel d'agarose obtenu lors du génotypage de plants de la lignée 4706 

(S = sauvage, H = hétérozygote, M = mutant). 
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Caractérisation de la lignée 4706 

Morphologie des plants 
Les plants homozygotes sauvages ou hétérozygotes de la lignée 4706 ne montraient aucune 

anomalie phénotypique frappante. Par contre, les homozygotes pour l’allèle mutant 

présentaient une morphologie anormale caractérisée par un port buissonnant, un phénotype 

souvent rencontré chez les plantes stériles. Les siliques observées chez les mutants varient 

de presque normales (~1 cm) à très petites (~1 mm), ces dernières ne contenant pas de 

graines. Les longues siliques sont observées uniquement en début de floraison chez les 

plantes avec un phénotype moins marqué. Chez la plupart des mutants, les siliques ont une 

taille de 1 à 5 mm. Chez les mutants avec un phénotype prononcé, toutes les siliques sont 

très petites (1-2 mm) et sans graines. De plus, l'extrémité des hampes florales des mutants a 

une apparence anormale avec des pétales très petits ou non-visibles lors d'une observation 

rapide.  

 
Suite à l'examen des fleurs, des anomalies au niveau des pétales et des étamines ont été 

notées (figure 8). Ces anomalies sont assez constantes chez les mutants avec un phénotype 

fort. Cependant, la sévérité des anomalies varie chez les mutants avec un phénotype plus 

faible : les fleurs sont d'abord quasi normales puis deviennent progressivement aussi 

affectées que celles des mutants forts. Chez ces derniers, les pétales ont une apparence 

sépaloïde : courts (longueur similaire aux sépales), légèrement concaves et de couleur 

verdâtre. Les étamines montrent des anomalies importantes et variées à tendance 

carpelloïde : anthères vertes, difformes ou absentes avec présence occasionnelle d'ovaires à 

nu ou de papilles stigmatiques. Les étamines anormales ne produisent pas de pollen, ce qui 

pourrait expliquer la baisse de fécondité. 

 
La sévérité des anomalies observées s'accentue généralement avec l'âge des plantes : les 

premières fleurs ont des pétales et produisent des siliques contenant des graines. La taille 

des pétales et des siliques diminue par la suite pour atteindre des pétales non visibles et des 

siliques vides (sans graines) pour les fleurs tardives. Les modifications phénotypiques 

s'accentuent donc notablement avec l'avancement des générations. Plusieurs plants 
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homozygotes de la première génération avaient une morphologie (et une fécondité) 

pratiquement normale, mais leur progéniture présente des anomalies plus prononcées. 

Figure 8 : Morphologies anormales des fleurs de la ligné 4706. 

A) Une fleur normale d'Arabidpsis thaliana.(photo tirée du site TAIR). 
B) Extrémité d'une tige tardive d'un plant mutant de la lignée 4706. 
C) Dissection d'une fleur tardive d'un plant mutant de la lignée 4706. 

 

Fécondité 
La production de graines de la lignée mutante 4706 a été évaluée à deux reprises en variant 

les conditions de culture (cabinet de croissance ou salle de culture). Les résultats obtenus 

avec la lignée 4706 lors des deux mesures de fécondité sont rapportés au tableau 5. Dans le 

premier essai (salle de culture, récolte de toutes les siliques sur la tige principale), les plants 

de type sauvage ont produit en moyenne 13,3 graines/silique alors que chez les mutants, 

cette production était significativement réduite à seulement 1,8 graines par silique. Comme 

la production de graines chez les plantes sauvages était inférieure à celle attendue (~40-60 

graines/silique), un second essai a été réalisé en cabinet de croissance pour améliorer les 

conditions de croissance. Aussi, seules les dix premières siliques de la tige principale ont 

été récoltées pour standardiser l’échantillon analysé. Encore une fois, une différence 

significative a été observée avec une production de 18,9 graines par silique pour les plants 

sauvages et seulement 1,1 graines/silique pour les plants mutants. Pour ces deux essais, la 

fécondité des mutants atteignait 14 % et 5,8 % de celle observée chez le type sauvage.  
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Tableau 5 : Fécondité de la lignée 4706. 

 AtPMS1/AtPMS1 AtPMS1::T-DNA/ 
AtPMS1::T-DNA 

 
Essai 1A (graines/sil) 

 
moyenne (écart-type)

 
13.3 (11.5) 

 
1.8 (6.4)* 

 nombre de silliques 35 145 

Essai 2 (graines/sil) moyenne (écart-type) 18.9 (10.1) 1.1 (1.6)* 
 nombre de plants 12 14  

A Valeurs pour toutes les siliques. 
* Différence significative (α < 0,05). 

 
 

Ségrégation des allèles 
Pour vérifier si l’allèle mutant est transmis à la même fréquence que l’allèle sauvage, les 

graines produites par des plantes hétérozygotes ont été mises à germer en présence d’un 

agent de sélection (kanamycine). Parmi la descendance, les plantes ne possédant pas au 

moins un exemplaire du T-DNA (les homozygotes sauvages) sont sensibles et blanchissent. 

Tel qu’attendu, environ 3/4 (588/792 ; 74,2 %) des plantes sont demeurées vertes 

(résistantes), alors qu’un quart (204/792 ; 25,8 %) sont devenues blanches (sensibles). On 

peut donc conclure à une ségrégation mendélienne des deux allèles et à la présence 

probable d'un seul site d'insertion du T-DNA chez le mutant 4706. 

 

Résumé de la caractérisation de la lignée 4706 
En résumé, l’allèle mutant de la lignée 4706 cause un phénotype marqué avec une 

importante baisse de fécondité qui semble provenir d’anomalies dans la morphologie 

florale. Deux verticilles de la fleur sont particulièrement touchés : les pétales et les 

étamines. Par contre, la ségrégation de l'allèle mutant est normale. Comme nous le verrons 

dans la discussion, tout laisse croire que le phénotype observé est causé par le « contenu » 

du T-DNA plutôt que de son insertion dans le gène AtPMS1. 
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Caractérisation de la lignée 5368 

Morphologie des plants 
Les plants homozygotes sauvages ou hétérozygotes de la lignée 5368 ne montrent aucune 

anomalie phénotypique frappante. Les plants homozygotes pour l'allèle mutant de la lignée 

5368 ont une apparence normale pour ce qui est de la rosette, des hampes florales et du port 

général. Cependant les siliques sont un peu plus courtes que la normale, mesurant moins de 

7 mm. Contrairement à ce qui a été décrit précédemment pour les mutants de la lignée 

4706, les fleurs des mutants de la lignée 5368 ont une morphologie normale avec présence 

de pollen sur les étamines. 

 

Fécondité 
La production de graines de la lignée mutante 5368 a été évaluée à deux reprises en variant 

les conditions de culture (cabinet de croissance ou salle de culture). Les résultats obtenus 

avec la lignée 5368 lors des deux mesures de fécondité sont rapportés au tableau 6. Lors du 

premier essai (salle de culture, récolte de toutes les siliques sur la tige principale) et du 

deuxième essai (cabinet de croissance, récolte des 10 premières siliques), les plants de type 

sauvage ont produit en moyenne 15,3 et 17,8 graines par silique alors que chez les mutants, 

cette production était significativement réduite (α<0.05), atteignant seulement 3,4 et 3,9 

graines par silique. Pour ces deux essais, la fécondité des mutants de la lignée 5368 

atteignait 33 % et 22 % de celle observée chez le type sauvage. 

 

Tableau 6 : Fertilité de la lignée 5368. 

 AtPMS1/AtPMS1 AtPMS1::T-DNA/ 
AtPMS1::T-DNA 

    

Essai 1A (graines/sil) moyenne (écart-type) 15.3 (12.0) 5.1 (3.4)* 
 nombre de siliques 27 41 

Essai 2 (graines/sil) moyenne (écart-type) 17.8 (17.8) 3.9 (3.7)* 
 nombre de plants 2 10 

A Valeurs pour les siliques avec graines. 
* Différence significative (α < 0,05). 
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Ségrégation des allèles 
Pour vérifier si l’allèle mutant est transmis à la même fréquence que l’allèle sauvage, les 

graines produites par des plantes hétérozygotes de la lignée 5368 ont été mises à germer en 

présence de kanamycine. Contrairement à la situation observée chez la lignée 4706, 

seulement 39 % (258/661) des plantes sont demeurées vertes (résistantes), alors que 61 % 

(403/661) sont devenues blanches (sensibles). Ces valeurs dévient significativement du 

ratio résistant:sensible attendu de 3:1 (χ2 = 456.1; α<< 0.01). La ségrégation de l'allèle 

mutant AtPMS1::T-DNA 5368 ne semble donc pas mendélienne avec un ratio phénotypique 

de ségrégation résistant:sensible d'environ 2:3. 

 

Résumé de la caractérisation de la lignée 5368 
En résumé, le mutant insertionnel de la lignée 5368 montre un phénotype légèrement 

différent de la normale. La morphologie des plants et des fleurs est essentiellement normale 

avec des siliques de taille diminuée comme seule particularité. La fécondité est diminuée 

(22 % à 33 % de la fécondité sauvage) et un fort biais de ségrégation défavorise la 

transmission de l'allèle mutant à la descendance des plants hétérozygotes. En raison de la 

baisse de fécondité et de la transmission anormale des allèles avec une morphologie florale 

normale, il nous a semblé utile d’examiner la méiose chez cette lignée. 

 
 

Méiose des microsporocytes de la lignée 5368 

Observations cytogénétiques chez Arabidopsis thaliana 
Lors des essais des préparations cytogénétiques des méioses des microsporocytes, plusieurs 

éléments critiques pour l’obtention de préparations adéquates ont pu être identifiés. Les 

premiers éléments critiques concernent la sélection des bourgeons et des anthères 

appropriés pour observer des cellules en division méiotique. L’utilisation de tiges 

émergentes combiné au traitement au froid tels que décrit par Veira et al. (1990) a permis 

d’obtenir des méioses dans au moins un des bourgeons de presque tous les bouquets 
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floraux. La sélection du stade correct des bourgeons a été faite suite à la dissection en série 

des bourgeons de plusieurs bouquets floraux. Ces dissections en série ont permis 

d’identifier les bourgeons au stade approprié chez l’écotype Ws. Chez cet écotype, la 

méiose se produit généralement dans les 2e, 3e et 4e bourgeons avant l’apparition de la 

coloration jaune des anthères. 

 
Un autre élément critique concerne la manutention des anthères. Pour obtenir des 

préparations utilisables, il est essentiel d’éviter la dessiccation. En effet, les anthères qui 

sèchent deviennent trop dures pour être étalées par écrasement. Il a donc été nécessaire de 

réaliser les dissections dans une goutte d’eau et d’ajuster le milieu de montage en 

diminuant la proportion de glycérol qui est normalement utilisé en cytogénétique (90 %). Il 

aurait probablement été possible d’améliorer encore la préparation des anthères pour 

optimiser les étalements, mais les conditions que nous avons utilisées étaient suffisantes 

pour obtenir des préparations intéressantes.  

 
L’utilisation du colorant DAPI, qui est maintenant couramment utilisé pour la 

cytogénétique d’A. thaliana, a permis d’obtenir un contraste très satisfaisant et de réaliser 

une observation relativement aisée des chromosomes méiotiques. Malgré cela, les 

chromosomes étaient trop petits pour un comptage directement au microscope. Nous avons 

donc réalisé des photographies afin de faciliter les comptages. Cependant, comme les 

écrasements produisent des préparations épaisses, il a été nécessaire de faire des séries de 

photo à différents plans focaux. Malheureusement, les microscopes auxquels nous avions 

un accès facile ne permettaient pas de reconstituer une image 3D avec une coloration au 

DAPI. Le microscope confocal du pavillon Charles-Eugène Marchand ne comprenait pas 

de laser compatible avec le DAPI et les microscopes à épifluorescence auxquels nous 

avions accès ne possédaient pas de logiciel permettant la construction d’image à profondeur 

étendue. Nous avons pu contourner ce problème en reconstituant manuellement les images 

à partir des séries photo dans différents plans. Cette approche a demandé plus de temps 

d’analyse mais a fourni des résultats similaires à ce que peuvent accomplir les logiciels qui 

sont maintenant disponibles pour reconstruire des images à profondeur étendue à partir 

d’une série de photos en épifluorescence. 
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Observations cytogénétiques chez Arabidopsis thaliana 
Lors des essais des préparations cytogénétiques des méioses des microsporocytes, plusieurs 

éléments critiques pour l’obtention de préparations adéquates ont pu être identifiés. Les 

premiers éléments critiques concernent la sélection des bourgeons et des anthères 

appropriés pour observer des cellules en division méiotique. L’utilisation de tige 

émergentes combiné au traitement au froid tels que décrit par Veira et al. a permis d’obtenir 

des méioses dans au moins un des bourgeons de presque tous les bouquets floraux. La 

sélection du stade correct des bourgeons a été faite suite à la dissection en série des 

bourgeons de plusieurs bouquets floraux. Ces dissections en série ont permi d’identifier les 

bourgeons au stade approprié chez l’écotype Ws. Chez cet écotype, la méiose se produit 

généralement dans les 2e, 3e et 4e bourgeons avant l’apparition de la coloration jaune des 

anthères. 

 
Un autre élément critique concerne la manutention des anthères. Pour obtenir des 

préparations utilisables, il est essentiel d’éviter la dessication. En effet, les anthères qui 

sèchent deviennent trop dur pour être étalé par écrasement. Il a donc été nécessaire de 

réaliser les dissections dans une goutte d’eau et d’ajuster le milieu de montage en 

diminuant la proportion de glycérol qui est normalement utilisé en cytogénétique (90%). Il 

aurait probablement été possible d’améliorer encore la préparation des anthères pour 

optimiser les étalements, mais les conditions que nous avons utilisées étaient suffisantes 

pour obtenir des préparations intéressantes.  

 
L’utilisation du colorant DAPI, qui est maintenant couramment utilisé pour la 

cytogénétique d’A. thaliana, a permis d’obtenir un contraste très satisfaisant et de réaliser 

une observation relativement aisée des chromosomes méiotique. Malgré cela, les 

chromosomes étaient trop petits pour un comptage directement au microscope. Nous avons 

donc réalisé des photographies afin de faciliter les comptages. Cependant, comme les 

écrasements produisent des préparations épaisses, il a été nécessaire de faire des séries de 

photo à différents plans focaux. Malheureusement, les microscopes auxquels nous avions 
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un accès facile ne permettaient pas de reconstituer une image 3D avec une coloration au 

DAPI. Le microscope confocal du pavillon Charles-Eugène Marchand ne comprenait pas 

de laser compatible avec le DAPI et les microscopes à épifluorescence auxquels nous 

avions accès ne possédaient pas de logiciel permettant la construction d’image à profondeur 

étendu. Nous avons pu contourner ce problème en reconstituant manuellement les images à 

partir des séries photo dans différents plans. Cette approche à demandée plus de temps 

d’analyse mais a fournie des résultats similaires à ce que peuvent accomplir les logiciels 

qui sont maintenant disponible pour reconstruire des images à profondeur étendu à partir 

d’une série de photo en épifluorescence. 

 

Déroulement normal de la méiose chez Arabidopsis thaliana 
Les préparations obtenues à partir des anthères de plants normaux pour AtPMS1 provenant 

de la lignée 5368 ont permis l'observation de toutes les étapes tardives de la méiose allant 

de la fin de la prophase I jusqu'à la formation des tétrades (voir figures 9 et 10). Les 

chromosomes méiotiques d'Arabidopsis thaliana deviennent clairement discernables au 

microscope à épifluorescence au stade de la diacynèse en prophase I (fig. 9 A-C). À ce 

stade, les chromosomes bivalents se condensent et les chiasmas maintiennent la cohésion 

entre les homologues. On peut parfois voir les chiasmas (fig. 9 B) mais la petite taille des 

chromosomes d'A. thaliana rend les observations incertaines dans ce genre de préparations. 

Lors de la métaphase I, les chromosomes s'alignent sur le plan équatorial (fig. 9 D-E). Les 

homologues sont séparés et tirés vers les deux pôles lors de l'anaphase I (fig. 9 F) pour 

former deux groupes de 5 chromosomes univalents composés de deux chromatides soeurs 

(fig. 9 G-H). La télophase I d'A. thaliana ne comporte pas de reformation de la membrane 

nucléaire et de cytocynèse. La télophase I (fig. 9 I) et la prophase II (fig. 10 A) sont 

continues. Le seul changement observable du passage vers la prophase II est le 

regroupement d'organites contenant de l'ADN (plastides et mitochondries) aux environs du 

plan équatorial de la métaphase I. À la métaphase II (fig. 10 B), les deux groupes de cinq 

chromosomes s'alignent sur deux nouvelles plaques méiotiques. Ces plaques sont 

grossièrement perpendiculaires au plan équatorial de la métaphase I et l'angle entre les deux 

plaques de la métaphase II est variable (plans parallèles, perpendiculaires ou 
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intermédiaires). Lors de l'anaphase II (fig. 10 C-D), les chromatides soeurs sont séparées 

pour former quatre groupes distincts de cinq chromosomes univalents composés d'une seule 

chromatide. Pendant la télophase II (fig. 10 E-H), des membranes nucléaires se forment 

autour des quatre groupes de chromosomes qui se décondensent partiellement. La cellule se 

scinde ensuite en quatre cellules filles qui forment une tétrade (fig. 10 I). 

 

Légende figure 9 (page suivante) : Déroulement normal de la méiose chez Arabidopsis 
thaliana : stades prophase I à anaphase I.  

A -C) Prophase I tardive : les chromosomes homologues appariés se condensent. Un 
chiasma probable est indiqué par une flèche 

D) Fin prophase I / début métaphase I: les chromosomes s'alignent sur la plaque 
méiotique. 

E) Métaphase I : les chromosomes sont alignés sur la plaque méiotique. 
F) Anaphase I : les chromosomes homologues se séparent. 
G-H) Anaphase I tardive / télophase I précoce (vue polaire) : les chromosomes 

homologues migrent vers les pôles opposés de l'androsporocyte. 
I) Télophase I : deux groupes distincts de 5 chromosomes bivalents sont bien 

visibles dans l'androsporocyte. 
 

Trait ≈ 1 μm. 
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Figure 9 : Déroulement normal de la méiose chez A. thaliana : stades prophase I à anaphase I. 

Trait ≈ 1 μm 
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Figure 10 : Déroulement normal de la méiose chez A. thaliana : stades prophase II à tétrade. 

Trait ≈ 1 μm 
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Légende figure 10 (page précédente) : Déroulement normal de la méiose chez A. thaliana : 
stades prophase II à tétrade. 

A) Prophase II : chaque groupe de chromosomes s'aligne sur la seconde plaque 
méiotique. Notez la présence d'un nuage d'organelles entre les deux groupes de 
chromosomes. 

B) Métaphase II : les chromosomes sont regroupés sur les deux plaques méiotiques. 
C-D) Anaphase II : les chromatides soeurs se séparent et s'éloignent. 
E ) Anaphase II tardive / télophase II précoce : les chromosomes simples 

s'éloignent. 
F) Télophase II : les quatre groupes de cinq chromosomes composés chacun d'une 

chromatide sont bien séparés. 
G-H) Télophase II tardive : les membranes nucléaires se reforment autour de chaque 

groupe de chromosomes qui se décondensent progressivement par la suite. 
I) Tétrade : la cellule mère pollinique (PMC) a été divisée en quatre cellules 

haploïdes qui devraient donner naissance à quatre grains de pollen. 
 
 
Les observations de la méiose des microsporocytes chez les plants normaux ont permis de 

déterminer que le taux d'anomalies spontanées de la méiose chez Arabidopsis thaliana est 

assez bas (< 5 %) (voir tableau 7). Seulement deux figures méiotiques anormales ont été 

notées sur 83 observations : une méiose au stade prophase I montrait un fragment de 

chromosome et une méiose au stade télophase II montrait une partition inégale des 

chromosomes (5 + 5 + 6 + 4). 

 
 

Tableau 7 : Résumé des observations cytogénétiques chez A. thaliana de type sauvage WS. 

 Figures méiotiques 
 Normales Anormales 
Prophase I à Métaphase I  28 1 (3.4%) 
Anaphase I à Métaphase II 33  0 
Anaphase II à Tétrade  20 1 (4.8%) 

Total 81 2 (2.4%) 
 
 

Anomalies de la méiose chez les microsporocytes de la lignée 5368 
Tout comme cela avait été possible pour les plants normaux, les préparations obtenues à 

partir des anthères des plants mutants pour AtPMS1 (AtPMS1::T-DNA) provenant de la 

lignée 5368 ont permis l'observation de toutes les étapes tardives de la méiose allant de la 
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fin de la prophase I jusqu'à la formation de tétrades. Ces observations démontrent 

clairement que le déroulement complet de la méiose est possible chez les mutants 

AtPMS1::T-DNA. Cependant, plus de 16 % des figures méiotiques observées présentent 

des anomalies plus ou moins importantes (voir tableau 8). Ceci représente une 

augmentation significative par rapport à la lignée normale (χ2 = 37.73). De plus, la 

fréquence des anomalies augmente significativement suite à la métaphase I, passant de 8 % 

à environ 20 %. 

 
 

Tableau 8 : Résumé des observations cytogénétiques chez la lignée 5368 AtPMS1::T-DNA. 

 Figures méiotiques χ2 
 Normales Anormales (vs WT) 
Prophase I à Métaphase I 34 3 (8.1%) 2.33 
Anaphase I à Métaphase II 24 6 (20 %) 25.86*A 

Anaphase II à Tétrade 13 3 (19 %) 6.90* 
Total 71  12 (14 %) 26.20* 

* χ2 significatif à α<0.01 ( ν=1). 
A χ2 approché : calculé avec une fréquence théorique d'anomalies de 1/30 méioses. 

 
 
Les figures méiotiques anormales observées chez les plants mutants sont présentées à la 

figure 12 pour les stades prophase I à métaphase II et à la figure 11 pour les stades 

anaphase II à tétrade. Deux types d'anomalies ont été observées : la présence de fragments 

de chromosomes et une ségrégation défectueuse des chromosomes. La distribution des 

anomalies entre les différents stades est résumée au tableau 9. Après la métaphase I, les 

anomalies semblaient constantes dans leur fréquence et leur distribution (χ2 non significatif 

pour toutes les comparaisons). 

 
En résumé, l'analyse cytogénétique de la méiose des microsporocytes de la lignée 

AtPMS1::T-DNA 5368 a mis en évidence une augmentation de 2 à 5 fois des anomalies de 

fragmentation des chromosomes et de ségrégation des chromosomes. Cependant, la 

majorité des cellules (84 %) réussissaient à compléter une méiose normale. 
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Tableau 9 : Distribution des anomalies cytogénétiques observées. 

 
Anomalies 

Prophase I à 
Métaphase I 

Anaphase I 
à Métaphase II 

Anaphase II 
à Tétrade 

 
Total 

FragmentsA 3 3 1  7 /  8.4 % 
SégrégationB - 3 1  4 /  4.8 % 
MultiplesC - - 1  1 /  1.2 % 

total 3 (8,1 %) 6 (20 %) 3 (19 %) 12 / 14.4 % 
A  Fragments de chromosomes. 
B  Ségrégation défectueuse des chromosomes : ségrégation inégale des 

chromosomes (ex. : 6 + 4), chromosomes retardataires ou extra-nucléaires. 
C  Fragments de chromosomes et ségrégation défectueuse. 
D Figure méiotique avec un second type d'anomalie. 

 
 

Figure 11 : Figures méiotiques anormales observées chez des plants de la lignée mutante 
5368 AtPMS1::T-DNA : stades anaphase II à tétrade.  

Trait ≈ 1 μm. 

A) Stade télophase II avec fragment de chromosome. 
B) Stade télophase II avec ségrégation défectueuse des chromosomes. 
C) Stade anaphase II tardive avec fragments de chromosome et ségrégation 

défectueuse des chromosomes (chromosome extra-nucléaire). 
 Les fragments et le chromosome extra-nucléaire sont indiqués par des flèches. 
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Figure 12 : Figures méiotiques anormales observées chez des plants de la lignée mutante 
5368 AtPMS1::T-DNA : stades prophase I à prophase II.  

Traits ≈ 1μm.
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Légende figure 12 (page précédente) : Figures méiotiques anormales observées chez des 

plants de la lignée mutantes 5368 AtPMS1::T-DNA : stades prophase I à prophase II. 
A) Stade prophase I avec fragments de chromosome. 
B) Stade prophase II avec fragments de chromosome. 
C) Stade prophase II avec partition inégale des chromosomes (6 en haut et 4 en bas). 
D) Stade anaphase I / télophase I avec ségrégation défectueuse des chromosomes (2 

'retardataires' entre les deux groupes de chromosomes). 
E) Stade anaphase I / télophase I avec une partition inégale et une ségrégation 

défectueuse des chromosomes (6 dans le bas, 1 au centre, 3 dans le haut) 
 
Les flèches indiquent les fragments de chromosomes et les chromosomes 

retardataires. 
 

 



 

DISCUSSION 

Phénotype de la lignée 4706 : un cas de cosuppression 
Les anomalies très sévères observées au niveau des organes floraux de la lignée 

AtPMS1::T-DNA 4706 étaient inattendues étant donné les fonctions connues pour PMS1 

chez d'autres organismes. De plus, le phénotype de la lignée AtPMS1::T-DNA 5368 était 

très différent de celui de la lignée 4706. Il y avait donc de fortes chances pour que le 

phénotype de l'un des deux mutants soit causé par autre chose que l'inactivation d’AtPMS1.  

 
Le suivi des plants de ces deux lignées sur plusieurs générations (Eric Dion, 

communication personnelle) concordait avec la présence d'un seul site d'insertion de 

T-DNA et indiquait l'association de la présence du T-DNA avec les phénotypes 

morphologiques observés. Nous nous sommes alors posé des questions quant à savoir si 

quelque chose au niveau de la séquence du T-DNA utilisé pouvait être en cause. 

 
Le T-DNA de 5 938 pb inséré dans le génome végétal des lignées mutantes 4706 et 5368 

contient le promoteur du gène APETALA3 d'A. thaliana ainsi que les gènes GUS (β-

glucuronidase) et NPTII (résistance à la kanamycine) (Krysan et al. 1999, Krysan et al. 

1996, AKF ressource Internet). Les gènes GUS et NPTII sont couramment utilisés en 

transgénèse végétale comme gènes rapporteur et de sélection respectivement. APETALA3 

(AP3) est un gène homéotique floral qui code pour une protéine à domaine MADS 

(homologue au facteur de transcription SRF) et qui sert à la spécification de l'identité des 

étamines et des pétales (TAIR, ressource Internet). Le phénotype ap3 amène une 

conversion homéotique des pétales en sépales et des étamines en carpelles.  

 
Le phénotype du premier allèle mutant décrit, ap3-1 (Bowman et al. 1989), inclut des 

pétales transformés en sépales légèrement plus petits que la normale et des étamines 

variables. Les étamines peuvent être normales, transformées en des carpelles non fusionnés 

(avec ovules normaux mais à nu et ornés de papilles stigmatiques) ou avoir des 

caractéristiques intermédiaires plus ou moins carpelloïdes. La sévérité des anomalies des 
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étamines augmente avec l'âge des inflorescences. Les étamines latérales sont moins 

affectées.  

 
Les anomalies des pétales et des étamines des plants ap3-1 correspondent bien à celles 

observées chez les plants AtPMS1::T-DNA de la lignée 4706 : des pétales sépaloïdes, des 

étamines plus ou moins carpelloïdes et une augmentation de la sévérité des anomalies avec 

l'âge des inflorescences. Le phénotype observé correspondant à ap3 et la présence du 

promoteur AP3 dans le T-DNA suggère fortement une situation de cosuppression du gène 

AP3. La cosuppression est un phénomène observé en transgénèse végétale. La cosupression 

est un mécanisme probablement causé par un système de défense contre l'invasion de 

séquences exogènes d'ADN et d'ARN. Dans la réaction de cosuppression («RNA gene 

silencing») (Matzke et al. 2004, Baulcombe 2004), une structure anormale d'ARN double 

brin est coupée par la RNase Dicer en courts fragments de 21 à 26 nucléotides. Ces 

fragments causent l'inactivation des séquences correspondantes par trois mécanismes 

conjoints : 1) hybridation à la région 3' non traduite de l'ARNm causant l'arrêt de la 

traduction ; 2) hybridation à l'ARNm causant sa dégradation ; 3) méthylation de l'ADN 

causant un arrêt de la transcription du gène correspondant. Dans le cas des lignées produites 

avec le vecteur de T-DNA pD991-AP3, le transcrit produit à partir du promoteur AP3 

contiendrait probablement une partie de la séquence du gène AP3, ce qui entraînerait une 

méthylation et une inactivation du gène AP3 natif. Après vérification auprès de l'AKF, nous 

avons appris que ce type d'événement se produit occasionnellement dans leurs lignées. Le 

phénotype de la lignée AtPMS1::T-DNA 4706 est donc probablement causé par la 

cosuppression du gène AP3. Comme le phénotype ap3 est très prononcé au niveau de la 

morphologie florale et qu'il cause la stérilité, il devenait difficile de déduire quelles 

pouvaient être les modifications phénotypiques résultant de l’inactivation du gène AtPMS1. 

La poursuite de l'étude de la méiose chez la lignée 4706 a donc été abandonnée au profit de 

la lignée AtPMS1::T-DNA 5368.  
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Phénotype de la lignée 5368 
Contrairement à la lignée 4706, la lignée 5368 montrait une morphologie des fleurs tout à 

fait normale. Ces observations nous indiquent qu'il n'y a pas de cosupression d'AP3 chez la 

lignée 5368 AtPMS1::T-DNA. Le phénotype observé dans la lignée AtPMS1::T-DNA est 

donc vraisemblablement lié à une perte de fonction d'AtPMS1. 

 
 

Fertilité résiduelle : comparaison avec S. cerevisiae et M. musculus, effet 
méiotique ou mitotique ? 
Chez les mutants AtPMS1::T-DNA de la lignée 5368, on observe une baisse de fécondité de 

l'ordre de 65 à 80 %. Cette baisse est plus marquée que chez les mutants Scpms1 (baisse de 

15-20 %) mais est moins importante que chez les mutants Mmpms2 (stérilité mâle). Cette 

variation peut s'expliquer par les différences importantes au niveau de la biologie de la 

reproduction et de la méiose chez ces organismes (nombre de chromosomes, «checkpoint» 

de la méiose, stade gamétophytique, taille du génome). Contrairement à la plupart des 

eucaryotes multicellulaires, A. thaliana est capable de terminer la méiose malgré la 

présence de configurations chromosomiques anormales (fragments, chromosomes 

univalents, etc.) (Mercier et al. 2001, Couteau et al. 1999, Grelon et al. 2001, Yang et al. 

1999). De plus, le petit nombre de chromosomes chez A. thaliana augmente fortement les 

chances d'obtenir des produits méiotiques normaux malgré des configurations 

chromosomiques anormales. La fertilité plus élevée des mutants Scpms1 pourrait 

s'expliquer par une moins grande importance du système MMR à la méiose chez la levure 

(une part importante des «crossing-over» est indépendante de MSH4, MSH5, MLH1 et 

MLH3) ou par la taille 10 fois plus petite de son génome (13,8 Mb contre 125 Mb chez A. 

thaliana) (Kolas et Cohen. 2004). Il est également possible que l'inactivation d'AtPMS1 

affecte le développement des gamétophytes haploïdes. 

 
À quoi serait due cette baisse de fécondité ? Nous croyons qu’une part de la baisse de 

fécondité des mutants AtPMS1::T-DNA s'explique par les anomalies de la méiose. Si la 

fréquence des anomalies de la méiose est la même chez les mégasporocytes que chez les 
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microsporocytes, les anomalies de la méiose seraient responsables d'une baisse de fécondité 

d'environ 20 %. Cette participation des anomalies de la méiose à la baisse de fécondité est 

possiblement plus importante si la fréquence des anomalies est plus élevée chez les 

mégasporocytes. Pour vérifier cette hypothèse, il serait nécessaire de procéder à une étude 

cytogénétique des mégasporocytes.  

 
De plus, AtPMS1 pourrait jouer un rôle important lors des divisions mitotiques nécessaires 

à la maturation des gamétophytes. Cette hypothèse est compatible avec les résultats du test 

de ségrégation des allèles : les gamétophytes mutants sont sous-représentés chez les plantes 

hétérozygotes (voir la discussion sur la ségrégation plus loin). Cet effet de baisse de 

viabilité des gamétophytes pourrait être lié à l'inactivation partielle du système MMR. Un 

effet de découplage entre la reconnaissance des mésappariements par les MutSα/β et la 

réparation est envisageable. Le découplage entre la reconnaissance et la réparation d'une 

lésion à l'ADN peut causer un ralentissement ou même l'arrêt de la réplication de l'ADN. 

Cela pourrait aussi impliquer la présence d'un point chaud de mutation dans un gène 

essentiel au développement des gamétophytes. Comme les gamétophytes sont haploïdes, 

toute mutation a un effet immédiat, et toute réduction dans le nombre de gamétophytes 

viables (surtout de mégagamétophytes) se traduirait par une réduction du nombre de 

graines. 

 
Un problème important rencontré lors des tests de fécondité doit cependant être souligné. 

Lors de nos essais, la production de graines chez les plants sauvages (15-20 graines/silique) 

fut très inférieure à ce qui est rapporté dans la littérature (40-60 graines/silique). Ces 

résultats suggèrent que les conditions de croissance n’étaient pas optimales. Les essais de 

fécondité ont donc été réalisés dans des conditions de stress qui ont pu modifier les effets 

de la mutation AtPMS1::T-DNA sur la fécondité. 
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Ségrégation défavorisant l'allèle mutant : particularité des homologues de 
MutL d'A. thaliana 
Nous avons obtenu un ratio de 2 résistants pour 3 sensibles au sein d’une population en 

ségrégation pour le T-DNA de la lignée 5368, ce qui représente une déviation importante 

par rapport au ratio phénotypiques attendu (3R:1S). Un biais dans la fréquence de 

transmission des deux allèles pourrait expliquer ce ratio phénotypiques modifié. En effet, si 

la fréquence de transmission des allèles est de 78 % pour AtPMS1 et 22 % pour 

AtPMS1::T-DNA (au lieu de 50:50), on obtiendrait un ratio phénotypiques de 0,39 

résistants : 0,61 sensibles. Un tel biais de la ségrégation des allèles constitue une 

observation nouvelle car la ségrégation est normale chez les souris et les levures 

hétérozygotes pour l'inactivation de MmPMS2 et ScPMS1, les homologues d’AtPMS1 chez 

ces deux espèces. Ce qui rend cette observation encore plus intéressante est le fait qu’un 

biais semblable est observé pour le gène AtMLH1 (E. Dion et F. Belzile, communication 

personnelle). Cependant, ce n'est pas le cas pour le gène AtMSH2 (Leonard et al. 2003), une 

situation qui semble indiquer que le problème de ségrégation n'est pas causé par un défaut 

général du système MMR mais plutôt par le défaut de MutLα. Les problèmes de distorsion 

de la ségrégation des allèles chez les mutants défectueux pour un homologue de MutL 

semblent particuliers aux plantes. Le stade haploïde des gamétophytes est possiblement en 

cause.  

 
La distorsion dans la ségrégation des allèles chez les gamétophytes pourrait être causée par 

une diminution de la vigueur des gamétophytes AtPMS1::T-DNA ou par leur mortalité. 

S’ils sont moins vigoureux, les grains de pollen portant l’allèle mutant ont une plus faible 

probabilité de féconder un ovule : les grains de pollen portant l’allèle sauvage sont donc 

favorisés. Comme une telle compétition n’existe pas au sein des ovules, une plus faible 

vigueur des ovules portant l’allèle mutant serait vraisemblablement moins sujet à induire un 

biais. L’examen du biais de ségrégation chez les deux sexes, permettrait de vérifier cette 

première hypothèse. 

 
La seconde hypothèse (mortalité des gamétophytes AtPMS1::T-DNA) est particulièrement 

intéressante parce qu'elle concorde avec la baisse de fécondité observée chez les mutants. 
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La fréquence d'allèle observées (78 % AtPMS1 et 22 % AtPMS1::T-DNA) correspond à 

72 % d’attrition des gamétophytes portant l’allèles AtPMS1::T-DNA (voir annexe 2 pour le 

détail des calculs). Le fréquence d’allèle observée lors du test de ségrégation correspondent 

donc à une survie de 28 % des gamétophytes mutants. Un taux de survie de 28 % des 

gamétophytes mutant résulterait en une fécondité de 28 % chez un plant homozygote 

mutant, ce qui concorde avec la fécondité observée chez les mutants AtPMS1::T-DNA (22 à 

33 %). 

 
 

Cytogénétique de la méiose de la lignée 5368 AtPMS1::T-DNA 
Dans cette étude, comme dans des études précédentes (Mercier et al. 2001, Couteau et al. 

1999, Grelon et al. 2001, Yang et al. 1999), nous avons constaté que la méiose chez A. 

thaliana peut se dérouler jusqu'à son terme même en présence d'anomalies qui 

déclencherait un arrêt de la méiose chez la plupart des autres espèces. Les anomalies de la 

méiose présentes chez la lignée AtPMS1::T-DNA 5368 sont la fragmentation des 

chromosomes et des défauts dans la ségrégation des chromosomes chez 16 % des 

microsporocytes. 

 
Le comptage des chromosomes méiotiques chez A. thaliana est difficile. En effet, leur 

petite taille est proche de la limite des structures discernables au microscope optique. 

Lorsque les chromosomes sont bien séparés, les décomptes sont fiables mais dans les cas de 

superposition de chromosomes, les décomptes sont incertains. Malheureusement, plusieurs 

cellules qui montrent des anomalies de la méiose ont des décomptes de chromosomes 

incertains (voir tableau 10 en annexe) et ont été exclues. Les fréquences d'anomalies avec et 

sans les décomptes incertains ont été comparées pour s'assurer que l'exclusion de ces 

données n'introduisait pas de biais dans nos analyses. L'inclusion des décomptes incertains 

n'affecte pas la fréquence d'anomalies sauf pour les stades anaphase II à tétrade de la lignée 

5368 AtPMS1::T-DNA où le taux d'anomalies passe de 19 % à 9 % (χ2=5,57). Cette 

différence pourrait s'expliquer par une sous-estimation des anomalies dans les cellules 

écartées. Par exemple, sept cellules écartées indiquées «normales» avaient des incertitudes 
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de comptage sur plusieurs groupes de chromosomes qui pouvaient concorder à la fois avec 

une partition normale ou anormale des chromosomes (ex.: 5 ou 6 + 5 + 5 + 4 ou 5). Si ces 

cellules sont comptabilisées comme anormales, la fréquence d'anomalies passe à 19 %. 

Ceci semble confirmer que le retrait des décomptes incertains n'insère pas de biais 

important dans nos résultats. Un microsporocyte AtPMS1::T-DNA avec une anomalie de 

distribution des chromosomes après la métaphase II a malgré tout été inclus (figure 11 B) 

dans les données. Cette cellule a un décompte de chromosome partiellement incertain, mais 

une anomalie de partition des chromosomes est indéniable. Cette cellule a été incluse 

comme représentante des anomalies de partitions observables après la métaphase II. 

 
 

Fragmentation des chromosomes méiotiques et DSB 
Chez le mutant AtPMS1::T-DNA, les fragments apparaissent avant la fin de la prophase I et 

leur fréquence se maintient au cours des phases suivantes. Ce patron de fragmentation 

semble indépendant de la partition des chromosomes en anaphase I ou II. Ceci indique que 

le mutant AtPMS1::T-DNA ne cause pas l'enchevêtrement des chromosomes. Donc 

l'inactivation d'AtPMS1 ne cause pas la formation de structures de recombinaison 

aberrantes et AtPMS1 n'est pas non plus impliqué dans la résolution normale des 

intermédiaires de recombinaison. Ce patron de fragmentation serait plutôt conséquent avec 

un défaut de réparation des DSB provenant de la réplication de l'ADN ou encore à un 

défaut d'initiation de la réparation de quelques DSB introduites lors du processus de 

recombinaison.  

 
Les mutants d'A. thaliana avec fragmentation des chromosomes méiotiques impliquent tous 

des gènes liés à la recombinaison ou au traitement des DSB [AtSYN1 (Bai et al. 1999, 

Peirson et al. 1997), AtATM (Garcia et al. 2000, Garcia et al. 2003) et AtMEI1(Grelon et al. 

2003, He et al. 1996, Ross et al. 1997)]. Le patron de fragmentation qui se rapproche le 

plus de celui observé chez le mutant AtPMS1::T-DNA est celui d'Atmei1. Chez ce mutant, 

il y a une fragmentation des chromosomes qui est indépendante d’AtSPO11-1, des ponts 

chromosomiques et des anomalies de ségrégation (chromosomes retardataires et extra-

nucléaires) en anaphase I. Les mutants Atmei1 ne sont pas sensibles aux agents causant des 
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DSB. AtMEI1 a probablement une fonction dans la réparation des dommages liés à 

réplication de l'ADN (Grelon et al. 2003). 

 
La fragmentation limitée des chromosomes, observée chez les mutants AtPMS1::T-DNA, 

indique qu'AtPMS1 joue un rôle mineur au niveau du traitement des DSB. Chez les autres 

eucaryotes, il est peu probable que PMS1 soit directement impliqué dans la réparation des 

DSB, mais certains indices sont compatibles avec la possibilité d'un rôle indirect. Par 

exemple, l'implication de la nucléase Exo1 dans la résection des DSB et la capacité de 

PMS1 d'interagir avec Exo1 dans le cadre du MMR post-réplicatif. Dans ces conditions, on 

peut soupçonner qu'une DSB se produisant à proximité de la fourche de réplication aurait 

plus de facilité à recruter Exo1 grâce à la proximité de PMS1. Une autre possibilité pourrait 

être un effet de stabilisation du complexe de réparation post-réplication par la présence 

d'AtPMS1. AtPMS1 ne jouerait pas rôle dans la réparation des DSB, mais son absence 

diminuerait légèrement l'efficacité du complexe de réparation. 

 
 

Défaut de ségrégation des chromosomes : erreur en métaphase I ou II ? 
La présence de fragments de chromosomes dès  la prophase I indique des problèmes au 

niveau des étapes précoces de la méiose (synapses et recombinaison). De plus, deux 

cellules en métaphase I présentant une ségrégation anormale des chromosomes ont été 

observées. Ceci démontre clairement des anomalies de ségrégation lors de la métaphase I. 

Les défauts de ségrégation en métaphase I proviennent généralement d'une déficience des 

chiasmas et remontent généralement à la prophase : anomalies de synapse, diminution de la 

fréquence de recombinaison ou déstabilisation des protéines responsables du maintien des 

chiasmas. 

 
Malheureusement, presque tous les microsporocytes AtPMS1::T-DNA avec une anomalie 

de ségrégation des chromosomes après la métaphase II ont un décompte incertain des 

chromosomes. Il faut donc interpréter ces résultats avec grande précaution. Une cellule 

possède un chromosome extra-nucléaire qui pourrait provenir d'une erreur en métaphase I 
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ou II (fig. 11 C). L'autre cellule anormale conservée (fig. 11 B) montre une incertitude de 

décompte dans 3 des 4 groupes de chromosomes. Deux répartitions anormales balancées 

sont possibles pour cette cellule : 6+6+4+4 ou 6+5+5+4. Ces répartitions représentent 

respectivement une erreur de ségrégation des chromosomes provenant de la métaphase I ou 

II. Il n'est donc pas possible de conclure à la présence ou à l'absence d'anomalies de 

partitions des chromosomes à la métaphase II.  

 
 

Défaut de ségrégation en métaphase I : synapse, recombinaison ou chiasma 
Les mutants d'A. thaliana avec des anomalies dans la ségrégation des chromosomes 

méiotiques impliquent des gènes liés à la synapse des chromosomes, à la recombinaison et 

au maintien des chiasmas [AtSPO11-1 (Grelon et al. 2001), AtDMC1 (Doutriaux et al. 

1998), AtSWI1 (Mercier et al. 2001), AtSKP1 (Yang et al. 1999), AtMSH4 (Higgins et al. 

2004) et AtMEI1 (Grelon et al. 2003)]. Parmi ceux-ci, l'inactivation des gènes AtMEI1, 

AtSPO11-1, AtDMC1 ou AtMSH4 cause des anomalies de ségrégation qui se rapprochent 

de celles observées pour AtPMS1::T-DNA.  

 
SPO11 est la topoisomérase impliquée dans la formation des DSB nécessaires à l'initiation 

de la recombinaison. L'inactivation de SPO11 bloque la recombinaison ce qui empêche 

généralement l'assemblage du complexe synaptonémal. DMC1 est un homologue de la 

recombinase RecA de E. coli qui est impliqué dans la recombinaison méiotique. AtDMC1 

est nécessaire à l'établissement ou au maintien des bivalents, mais son absence ne cause pas 

de fragmentation des chromosomes. Il n'y a donc pas de production DSB ou elles sont 

réparées très efficacement. AtMEI1 est probablement impliquée dans la réparation des 

dommages liés à réplication de l'ADN. MSH4 est essentiel à la recombinaison dépendant 

de l'interférence.  

 

Les anomalies de ségrégation des chromosomes méiotiques du mutant AtPMS1::T-DNA 

ressemblent à une forme très atténuée des anomalies décrites pour les mutants Atdmc1, 
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Atspo11-1 et Atmsh4 : une partition aléatoire ou inégale des chromosomes suite à la 

métaphase I avec la présence occasionnelle de chromosomes retardataires et de ponts 

chromosomiques. Ce type d'anomalies correspond à une déficience des chiasmas qui sont 

nécessaires à une ségrégation correcte lors de la métaphase I (Dawe 1998). Les chiasmas 

sont aussi les structures physiques associées à la recombinaison. AtMSH4, AtSPO11 et 

AtDMC1 sont impliquées dans la recombinaison méiotique. Leur inactivation bloque la 

recombinaison (donc pas de chiasmas) ce qui cause les anomalies de ségrégation. Les 

anomalies de ségrégation de la lignée AtPMS1::T-DNA sont probablement la conséquence 

d'une diminution du nombre des chiasmas ou de la recombinaison.  

 
D'un autre côté, les anomalies de ségrégation d'AtPMS1::T-DNA sont aussi similaires à ce 

qui est observé chez les mutants Atmei1. Chez les mutants Atmei1, les anomalies de 

ségrégation sont indépendantes de l'activité d'AtSPO11-1 (et donc des DSB introduites 

pour la recombinaison). L'action proposée pour AtMEI1 est située au niveau de la 

réparation des dommages après la réplication. Il est donc aussi possible que les problèmes 

de ségrégation du mutant AtPMS1::T-DNA résultent d'un défaut de réparation des 

dommages après la réplication. Pour différencier ces deux possibilités, il serait utile de 

déterminer le taux de recombinaison chez un mutant Atpms1. 

 
La fréquence d'anomalies de ségrégation suite à la métaphase I correspond à une 

ségrégation aléatoire chez environ 4 % des chromosomes. On peut donc supposer que 4 % 

des chromosomes n'ont pas de chiasmas. La fréquence normale de chiasmas pour l'écotype 

WS est de 9,24 / cellule soit de 1.54 à 2.14 par chromosome (Sanchez-Moran et al. 2002). 

Une baisse de la fréquence des chiasmas de 30 % pourrait suffire à produire la fréquence 

d'erreurs de ségrégation de chromosomes que nous avons observée. 

 
 

Comparaison cytogénétique entre AtPMS1::T-DNA et Mmpms2 
L'inactivation du gène MmPMS2 cause des anomalies de la synapse à la méiose (Baker et 

al. 1995). Pour expliquer ces problèmes d'établissement de la synapse, les auteurs ont 
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proposé deux hypothèses : la présence d'un 'hot spot' de mutation dans un gène impliqué 

dans la synapse ou une action directe de MmPMS2, peut-être au niveau de la recherche 

d'homologie. Les anomalies de fragmentation et de ségrégation observées chez les mutants 

Atpms1 sont compatibles avec un défaut partiel de la synapse. Les différences observées 

quant aux conséquences finales sur la méiose peuvent facilement s'expliquer par les 

différences de biologie de la méiose entre la souris et A. thaliana : faible taille du génome 

facilitant la synapse chez A. thaliana, tolérance à l'asynapsie lors de la méiose chez A. 

thaliana et faible nombre de chromosomes facilitant la ségrégation chez A. thaliana. Pour 

confirmer la similitude, il faudrait étudier la synapse des chromosomes chez les mutants 

AtPMS1::T-DNA. 

 

Hypothèses sur la fonction méiotique d'AtPMS1 
Les anomalies méiotiques observées chez la lignée 5368 AtPMS1::T-DNA peuvent toutes 

être reliées à un ensemble d'événements méiotiques connexes : la réparation des DSB, la 

recombinaison et les chiasmas. Les anomalies de ségrégation des allèles semblent plutôt 

liées à une fonction de réparation mitotique lors de la maturation des gamétophytes.  

 
Une première hypothèse pour les fonctions méiotiques d'AtPMS1 est une implication dans 

la recombinaison, probablement lors de l'initiation et de la propagation de l'hétéroduplexe 

pour former la double jonction de Holliday. Un rôle d'AtPMS1 dans la recherche 

d'homologie lors de l'invasion de l'ADN bicaténaire par l'ADN simple brin est envisageable 

à la lumière du fonctionnement des protéines du système MMR (Baker et al. 1995). 

L'absence d'AtPMS1 diminuerait l'efficacité du traitement de la DSB. Il y aurait moins de 

chiasmas et plus de chances que la DSB résulte en la fragmentation d'un chromosome.  

 
Une deuxième hypothèse est une implication d'AtPMS1 dans la réparation des DSB dans le 

contexte de la réplication de l'ADN avant la méiose. Tel que mentionné précédemment, 

cette action pourrait se faire par le biais de la nucléase Exo1.  
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Une troisième hypothèse est l'intégration d'AtPMS1 dans les complexes de recombinaison 

ou de réparation des DSB sans participation directe d'AtPMS1 aux événements. AtPMS1 

pourrait être intégré à un complexe de réparation post-réplicative ou aux nodules de 

recombinaison : l'absence d'AtPMS1 déstabiliserait le complexe, qui serait alors moins 

efficace. Les homologues de MutL intégrés aux nodules de recombinaison sont MLH1 et 

MLH3, mais la présence de PMS1 n'a pas encore été testée. Une immuno-localisation fine 

d'AtPMS1 à la méiose serait nécessaire pour vérifier cette hypothèse. 

 
Une dernière hypothèse mérite d'être soulevée : l'absence d'AtPMS1 pourrait nuire au 

fonctionnement d'AtMLH1. Il a été démontré que la surexpression (>100x) de ScMLH1 

cause un phénotype d'inactivation du MMR (Shcherbakova et al. 2001) qui est causé par 

une faible dimérisation de ScMLH1. L'homodimère MLH1 non-fonctionnel peut remplacer 

les hétérodimères dans les complexes formés avec d'autres protéines. Ici, l'absence 

d'AtPMS1 causerait un surplus relatif d'AtMLH1. Si ce surplus suffisait pour une 

homodimérisation d'AtMLH1, le phénotype observé pourrait être l'effet de la diminution de 

fonction d'AtMLH1. Nos observations sont compatibles avec un défaut partiel de MLH1, 

bien connu pour son implication dans promotion de la recombinaison et des chiasmas.  

 

Synthèse sur la lignée AtPMS1::T-DNA 5368 
Les effets phénotypiques de la mutation AtPMS1::T-DNA chez la lignée 5368 sont une 

baisse de fécondité de l'ordre de 65 à 80 %, un biais de la ségrégation des allèles au sein 

d’une population en ségrégation pour le T-DNA et des anomalies cytogénétique chez 16 % 

des microsporocytes (fragmentation et défauts de ségrégation des chromosomes). Une part 

de la baisse de fécondité des mutants AtPMS1::T-DNA s'explique par les anomalies de la 

méiose. Il est également possible que l'inactivation d'AtPMS1 affecte le développement des 

gamétophytes haploïdes. Le biais de la ségrégation des allèles au sein d’une population en 

ségrégation pour le T-DNA est particulière aux homologues de MutL chez A. thaliana et le 

stade haploïde des gamétophytes est possiblement en cause. L'hypothèse de la mortalité des 

gamétophytes AtPMS1::T-DNA est particulièrement intéressante parce qu'elle concorde 

avec la baisse de fécondité observée chez les mutants. Les anomalies méiotiques de la 



 61
 

lignée 5368 AtPMS1::T-DNA sont potentiellement dues à un ensemble d'événements 

méiotiques connexes : la réparation des DSB, les chiasmas et la recombinaison. Nous avons 

soulevé quatre hypothèses concernant les fonctions méiotiques d'AtPMS1 qui pourront 

faire l’objet d’expérimentations futures. 

 



 

CONCLUSION 
 
Il a été rapporté précédemment que l'inactivation d’AtPMS1 cause l’inactivation du MMR. 

Nous avons rapporté ici la première caractérisation méiotique d’un mutant MMR 

A. thaliana. L'inactivation d’AtPMS1 cause une baisse de fécondité de 65 à 80 %, la 

ségrégation anormale de l'allèle mutant au sein d’une population provenant d’un 

hétérozygote et des anomalies cytogénétiques chez 16 % des microsporocytes 

(fragmentation et ségrégation aléatoire des chromosomes). L’effet sur la ségrégation est 

particulier aux homologues de MutL chez A. thaliana. Les effets sur la fécondité sont 

légèrement différents de ce qui est observé chez la levure S. cerevisiae et la souris. 

 
Les fonctions de PMS1 dans le système MMR et à la méiose semblent conservées chez 

A. thaliana par rapport aux autres eucaryotes. Cependant, des études plus poussées, 

notamment au niveau de la méiose des macrosporocytes, de la synapse et de la 

recombinaison, seront nécessaires pour confirmer que les fonctions méiotiques d’AtPMS1 

sont les mêmes que chez les autres eucaryotes. 

 
Un effet particulier de l’inactivation d’AtPMS1 a été observé : le biais de la ségrégation des 

allèles au sein d’une population en ségrégation pour le T-DNA. Cette particularité est aussi 

partagée avec AtMLH1 mais pas avec AtMSH2. Il sera intéressant de vérifier si cette 

particularité des homologues de MutL est liée à la biologie de la reproduction des plantes 

(stade gamétophytique : effet mâle ou femelle, vigueur ou survie, etc.) ou est spécifique à 

A. thaliana. 

 
La compréhension du fonctionnement du système MMR chez les plantes, avec ses 

similitudes et ses particularités par rapport aux autres eucaryotes, commence à prendre 

forme. Ces connaissances ouvriront peut-être des avenues nouvelles pour le développement 

des espèces végétales cultivées. 
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Annexe 1 : données cytogénétiques complètes 
 

 

Tableau 10 : Observations cytogénétiques de la lignée 5368 AtPMS1::T-DNA : données 
retenues et données incluant les méioses écartées à cause de décompte incertain de 
chromosomes. 

 PMS1 sauvage  5368 AtPMS1::T-DNA 
 ComptéesA ObservéesB  ComptéesA  Observées 
 N A %A N A %A  N A %A  N A %A 

Prophase I à 
Métaphase I 28 1 3.4 48 1 2.1  34 3 8.1  61 6 9.0 

Anaphase I à 
Métaphase II 33 0 0.0 73 0 0.0  24 6 20  51 9 15 

Anaphase II à 
Tétrade 20 1 4.8 42 2 4.8  13 3 19  81 8  9.0*

Total 81 2 2.5 163 3 1.8  71 12 14  193 23 12 

 
A  Comptage de chromosomes certain. Données rapportées au tableau 8. 
B  Toutes les figures méiotiques observée (ajout des décomptes incertain).  
* Différence significative avec les données présentées (χ2 = 5,57 / α < 0.05). 
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Annexe 2 : calculs de fréquence des allèles 
 
Tableau 11 : Calculs de fréquence des allèles dans les gamétophytes en ségrégation. 

À gauche : distribution égale entre ovules et pollen. À droite : distribution 
inégale extrême entre ovules et pollens.  

 

 A = 0.78 a = 0.22 A = 0.61 a = 0.39

A = 0.78 0.61 0.17  A = 1.00 0.61 0.39 
a = 0.22 0.17 0.05  a = 0.00 0 0 
A = allèle AtPMS1. 
a  = allèle AtPMS1::T-DNA. 
... = génotypes résistants à la kanamycine (verts) = 39 %. 
... = génotypes sensibles à la kanamycine (blanc) = 61 %. 
 
 

Calcul de la fréquence des allèles dans la descendance : 
sensible = fréquence AtPMS1 au carré = 0.61 
fréquence de AtPMS1 = √0.61 = 0.78 
(fréquence de AtPMS1) + (fréquence de AtPMS1::PMS1) = 1 
fréquence de AtPMS1::PMS1 = 1-0.78 = 0.22 
 
 

Calcul de la fréquence de survie des gamètes porteuses de l'allèle AtPMS1::T-DNA. 
Pour 100 spores initialement produites chez l’hétérozygote il y a 50 spores AtPMS1 et 

50 spores AtPMS1::T-DNA. 
0.78 AtPMS1 = 50 spores AtPMS1 
0.22 AtPMS1::PMS1 = 14 spores AtPMS1::T-DNA (= 50 x 0.22 / 0.78) 
14/50 =  28% de survie des gamétophytes AtPMS1::T-DNA 
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