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Résumé 

La compréhension des mécanismes régissant la recombinaison méiotique chez le blé tendre 

(Triticum aestivum L.) devient essentielle puisqu’elle est le levier principal utilisé par les 

sélectionneurs pour le brassage génétique et obtenir de nouvelles variétés élites comportant des 

introgressions de régions d’intérêt provenant de ressources génétiques exotiques. A cette fin, 

l’utilisation chez le blé tendre d’une nouvelle biotechnologie de ciblage de la recombinaison 

méiotique développé chez la levure par la société Meiogenix semble être prometteuse. Cette 

biotechnologie, nommée SpiX, fait intervenir un domaine protéique de liaison à l’ADN couplé à 

la protéine SPO11 responsable des cassures double-brins de l’ADN, initiatrices de la 

recombinaison méiotique ou crossovers (CO). Le développement d’une nouvelle technique de 

conservation des embryons immatures a permis d’améliorer les conditions de transformation par 

biolistique du blé tendre pour l’application de la technologie SpiX. L’exploitation de la séquence 

du génome du blé a permis d’isoler les gènes codant pour les protéines SPO11 du blé tendre. La 

complémentation hétérologue inédite de mutants pour les protéines SPO11 d’Arabidopsis thaliana 

avec les orthologues ainsi découverts chez le blé tendre montre leur grande conservation de 

séquence et de fonction au sein des plantes et leur potentielle fonctionnalité pour la biotechnologie 

SpiX. Enfin le test de différents domaines de liaison à l’ADN et de différentes cibles le long du 

chromosome 3B de blé tendre montre que la biotechnologie SpiX requiert des ajustements en 

fonction de l’espèce chez laquelle celle-ci doit fonctionner. Ces résultats sont ainsi l’opportunité 

de lever un premier voile sur le ciblage de la recombinaison méiotique chez une espèce de grande 

culture et de mieux comprendre les mécanismes de détermination des sites de cassures double-brin 

initiatrices de la recombinaison méiotique chez le blé tendre. 

Mots clés : ciblage ; recombinaison ; méiose ; Triticum aestivum ; SPO11 ; transgénèse ; 

biotechnologie. 

  



 

  



Abstract 

Understanding the mechanisms governing meiotic recombination in bread wheat (Triticum 

aestivum L.) is essential since it is the main tool used by breeders for genetic admixing and 

obtaining new elite varieties with introgression of regions of interest from exotic genetic resources. 

To this end, the use in bread wheat of a new biotechnology targeting meiotic recombination 

developed in yeast by Meiogenix seems to be promising. This biotechnology, named SpiX, 

involves a DNA-binding domain fused to the SPO11 protein responsible for DNA double-strand 

breaks, initiating meiotic recombination or crossovers (CO). The development of a new 

conservation protocol for wheat immature embryos has improved the conditions for bread wheat 

transformation through biolistic, and thus for the application of SpiX technology. The exploitation 

of the wheat genome sequence made it possible to isolate the bread wheat genes for SPO11 

proteins. A novel heterologous complementation of Arabidopsis thaliana mutants for SPO11s with 

the bread wheat orthologous freshly discovered shows their great conservation of sequence and 

function within plants and their potential functionality for SpiX biotechnology. Finally, the testing 

of different DNA-binding domains and different targets along bread wheat 3B chromosome shows 

that SpiX biotechnology requires adjustments depending on the species in which it has to function. 

These results are the opportunity to uncover the targeting of meiotic recombination in a widely 

cultivated crop species and to understand the mechanisms determining sites for double-strand break 

prior to meiotic recombination in wheat. 

Keywords: targeting; recombination; meiosis; Triticum aestivum; SPO11; transgenesis; 

biotechnology. 
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1 INTRODUCTION 

l y a environ 12 000 ans, une nouvelle aire des peuples humains a vu le jour, passant d’une vie 

nomade à une vie sédentaire grâce à la naissance des pratiques agricoles et de l’élevage (1, 2). 

Cette domestication nouvelle des plantes et des animaux, en plus d’avoir un effet sur les 

populations humaines, a eu également un effet sur les organismes domestiqués. Chez les plantes 

par exemple, de nombreuses modifications morphologiques essentielles aux pratiques agricoles ont 

pris le pas sur les caractéristiques ancestrales. Parmi elles sont souvent décrites des modifications 

de la taille et du nombre de grains (1–3). Il se pourrait que la domestication ait eu un impact sur 

l’apparition d’espèces polyploïdes, celle-ci n’existant qu’à l’état cultivées (blé tendre, colza) (4, 5). 

D’ailleurs, de nos jours, une grande partie des plantes cultivées est polyploïde (6). Cependant la 

domestication des plantes et les pratiques agricoles n’ont pas eu que des effets bénéfiques. On note 

qu’au fil du temps, de par l’utilisation d’un nombre limité d’individus pour la multiplication et 

l’élaboration de nouvelles variétés cultivées, nous faisons face à un appauvrissement du pool 

génétique et avons atteint un goulot d’étranglement (2, 3, 7, 8). En ne sélectionnant que les 

individus les plus intéressants pour l’agriculture intensive, nous avons contribuer en même temps 

à cet appauvrissement de la diversité génétique (9, 10). Les grandes espèces cultivées comme le 

maïs, le riz, le colza et le blé tendre ne font pas exception à la règle. Alors que la FAO (Organisation 

des nations unies pour l’alimentation et l’agriculture) prévoit que la Terre sera foulée par plus de 9 

milliards d’individus en 2050, il existe un besoin vital de pouvoir répondre à la future augmentation 

de la demande alimentaire. Les rendements devront augmenter de 60% par rapport aux rendements 

de 2005-2007 (10). Le blé tendre (Triticum aestivum L.), qui fait partie du groupe monophylétique 

des monocotylédones (aussi appelé super-ordre des Lilianae) et de la famille des Poaceae, est une 

plante annuelle cultivée sur environ 220 millions d’hectares (ce qui équivaut à la superficie de 3 
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fois la France). Elle est l’une des trois céréales les plus cultivées au monde devant le maïs et le riz 

(FAOSTAT 2016). Le blé tendre représente la principale source calorique pour l’alimentation 

humaine (environ 20%) et sa production mondiale atteignait environ 750 millions de tonnes en 

2016 (29Mt pour la France, 6éme rang mondial). Jusqu’alors, Le stratagème utilisé pour répondre 

à l’augmentation de la demande consistait à augmenter les surfaces arables. Il devient évident que 

face à l’augmentation de la population et de fait, face à la flambée de l’urbanisation, ce stratagème 

arrive à bout de souffle. Se rajoute, en plus, l’impérative nécessité de diminuer notre utilisation 

d’intrants dans le modèles de cultures (engrais, pesticides, fongicides, eau). Nous devons tendre 

vers un système plus durable et permettant de protéger l’environnement des pollutions engendrées 

par nos méthodes actuelles. Pour cela nous devons trouver le moyen d’accélérer l’adaptation des 

plantes de grandes cultures pour répondre aux nouvelles demandes et aux nouvelles conditions 

climatiques et environnementales.  Il existe de nombreuses stratégies permettant l’accélération de 

la création variétale. Cependant elles sont étroitement liées à la disponibilité des ressources 

génétiques et la capacité à pouvoir insérer uniquement les caractères d’intérêt dans un nouveau 

génotype. Cette insertion n’est pas toujours chose facile. De nos jours, de nouvelles techniques 

d’édition des génomes permettent de répondre simplement à cette problématique mais celle-ci 

restent soumises à une législation fluctuante et inégale en fonction des pays. Un autre moyen serait 

de manipuler et contrôler les mécanismes naturels du brassage génétique comme la recombinaison 

pour pouvoir introgresser de nouveaux allèles exotiques dans des variétés élites. Mes travaux de 

thèse s’inscrivent dans ce contexte particulier et, en s’appuyant sur la biotechnologie SpiX 

développée par la société Meiogenix, ont pour objectif de contribuer à la compréhension du ciblage 

de la recombinaison méiotique chez une espèce de grande culture ayant un intérêt socio-

économique mondial indéniable : le blé tendre. 
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Figure 1 : Mitose et Méiose, deux divisions cellulaires régissant le vivant. Alors que la mitose se déroule sous 

forme d’un cycle, la méiose, elle, a un début et une fin. La mitose est composée d’un cycle de 4 étapes (prophase, 

métaphase, anaphase et télophase) suivant une interphase et se terminant par une étape de cytokinèse. Cette 

division donne naissance à deux cellules filles identiques à la cellule somatique mère. La méiose est divisée en 

deux parties, la méiose I et la méiose II, chacune composée d’une suite de 4 étapes (prophase I, métaphase I, 

anaphase I, télophase I, prophase II, métaphase II, anaphase II et télophase II). Chaque suite d’étapes est précédée 

par une interphase et terminée par une cytokinèse. La méiose permet la formation de quatre gamètes haploïde 

(1c) à partir d’une cellule germinale mère. Chaque cellule est représentée avec une paire de chromosomes 

homologues et le nombre de ligne reliant chaque étape représente le nombre c de chromatide par paire de 

chromosome homologue) 
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2 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 Divisions cellulaires 

 La mitose 

e cycle cellulaire d’un eucaryote est dominé par une division, la mitose (Figure 1). Par 

convention, nous notons n le nombre de chromosomes hétérologues (portant des 

informations génétiques différentes) et C le nombre de chromatides par chromosome. Ainsi une 

cellule diploïde possédant deux chromatides par chromosome est noté 2n, 2C. La mitose est 

composée de quatre étapes qui, à partir d’une cellule mère, donnent deux cellules filles identiques 

à la cellule mère (2n, 2C donne 2 fois 2n, 2C, Figure 1). Ces quatre étapes sont : La prophase, 

durant laquelle la cellule se prépare pour la division en désintégrant l’enveloppe nucléaire, en 

condensant les chromosomes et en initiant l’anneau mitotique ; La métaphase voit les 

chromosomes s’aligner par le centrosome au centre de la cellule le long de la plaque métaphasique 

(structure imaginaire localisé au centre de la cellule) ; L’anaphase consiste en la séparation des 

chromatides de chaque chromosome, de part et d’autre de la cellule, de manière à les répartir de 

façon strictement égale ; Enfin la télophase est la réversion des évènements de prophase et de 

métaphase afin de reformer deux noyaux au sein de la cellule. Cette dernière étape peut être suivie 

d’un autre mécanisme indépendant de la mitose, la cytokinèse, afin de finaliser la formation des 

deux cellules filles. Ceci n’est pas obligatoire, comme dans par exemple le cas des cellules 

plurinucléées. 
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Figure 2 : Le plus grand génome connu chez les plantes. Visualisation du caryotype de deux membres de la 

famille des Mélanthiacées (plantes monocotylédones de l’ordre des Liliales), (A) Chionographis japonica (1,5 

Gb) et (B) Paris japonica (150 Gb). Cette dernière est connu pour être l’organisme eucaryote possédant le plus 

grand génome. Les deux images sont au même grossissement. (Pellicer et al., 2010, Photos: Wikipédia) 
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 La méiose 

2.1.2.1 Généralités 

Au sein du règne eucaryote, la reproduction sexuée occupe une place prédominante et voit la 

création d’un type cellulaire spécifique : les gamètes, femelles ou mâles créés par la réduction de 

moitié du nombre de chromosomes durant la méiose (Figure 1). Cette autre division cellulaire 

particulière qui se met en place est alors une étape essentielle du cycle de vie des organismes à 

reproduction sexuée.  

L’apparition de la méiose a eu lieu tôt dans l’évolution des eucaryotes (11). Des analyses 

moléculaires, génétiques et phylogénétiques récentes ont montré que le mécanisme de base est 

largement conservé parmi les différents règnes du vivant mais, néanmoins, des différences 

significatives existent entre les espèces (11–13). Au cours du début du 20éme siècle, les plantes 

étaient le fleuron des études méiotiques et ce à plusieurs titres. Leurs grands génomes (a fortiori 

leurs grands chromosomes) les rendent très intéressantes en cytogénétique (Figure 2) (14, 15). 

L’examen de la méiose implique aussi l’étude de la fertilité et des variations génétiques, 

représentant de grands enjeux en agronomie. En effet, en plus d’assurer la bonne ségrégation des 

chromosomes, la recombinaison méiotique permet un brassage génétique de génération en 

génération, étant à l’origine d’une diversité génétique sur laquelle s’appuie la sélection variétale. 

Enfin, les plantes convenaient tout particulièrement aux analyses génétiques, en témoigne le 

développement dans les années 1980 de plusieurs collections de mutants méiotiques chez de 

nombreux végétaux (maïs, tomate, seigle) (16). Cependant, l’élévation d’Arabidopsis thaliana au 

rang d’espèce modèle à la fin des année 1990 a permis aux scientifiques de combiner les approches 

cytogénétiques, moléculaires et génétiques. Dernièrement ce sont d’autres espèces comme le riz, 

le maïs, le colza, l’orge et le blé qui rejoignent l’espèce modèle dans l’amélioration de notre 
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Figure 3 : Vue d'ensemble de la méiose. (A) La phase préméiotique comprend la différenciation des méiocytes 

et la phase S de la méiose. (B) Au leptotène, les axes des chromosomes se forment et la recombinaison est initiée. 

(C) Au zygotène, la synapse se produit par la polymérisation du complexe synaptonémal et la recombinaison 

progresse. (D) Au pachytène, la synapse est complète et la recombinaison progresse. (E) Au diplotène, le 

complexe synaptonémal se défait. Les chromosomes homologues sont reliés par des crossovers. (F) Lors de la 

diakinése, il se produit une condensation chromosomique et les bivalents peuvent être distingués. (G) La prophase 

I se termine et l'enveloppe nucléaire se décompose. (H) En métaphase I, le fuseau aligne les bivalents sur la plaque 

métaphasique. (I) À l'anaphase I, la libération de la cohésion des chromatides sœurs permet la migration des 

chromosomes au niveau des deux pôles. La cohésion péricentromérique est néanmoins protégée. (J) À 

l'interkinése, deux noyaux se forment et les chromosomes décondensent brièvement. Cette étape englobe la 

télophase I et la prophase II. Chez les monocotylédones, la cytokinèse a lieu avant le début de la méiose II; chez 

les dicotylédones, la cytokinèse ne se produit qu'à la télophase II. (K) À la métaphase II, deux fuseaux se forment 

qui alignent les chromosomes sur deux plaques métaphasique. (L) À l'anaphase II, les chromatides soeurs se 

séparent après la libération de la cohésion centromérique. (M) À la télophase II, quatre noyaux se forment. (N) À 

la cytokinèse, les spores haploïdes sont libérées. (Mercier et al., 2015)
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connaissance des mécanismes de la méiose, un processus majeur dont une étape clé est la 

recombinaison méiotique. 

 

2.1.2.2 Mécanismes 

A l’instar de la mitose, la méiose est composée de deux étapes de ségrégation chromosomique qui 

suivent une unique étape de réplication de l’ADN et ainsi permet à partir d’une cellule mère avec 

chaque chromosome sous forme de paires de chromosomes homologues à deux chromatides 

(Diploïde, 2n, 4c), de créer quatre cellules filles avec dans chacune, chaque chromosome sous 

forme d’un chromosome à une chromatide (Haploïde, n, c) (Figure 3). Ces deux divisions sont 

nommées méiose 1 et méiose 2. La méiose 1 est spécifique à la méiose et est une division dite 

réductionnelle donnant deux cellules haploïdes avec des chromosomes à deux chromatides chacun. 

La méiose 2 est une division dite équationnelle donnant quatre cellules haploïdes avec des 

chromosomes à une chromatide chacun. Une série d’innovations supplémentaires par rapport à la 

mitose est à l’origine de ces deux séparations chromosomiques. Chacune des deux divisions est 

composée des quatre phases, les mêmes que la mitose. La méiose 2 ressemble dans son 

fonctionnement à une mitose classique d’une cellule. En revanche la méiose 1 est plus complexe. 

En premier lieu nous pouvons citer la formation de bivalents qui consiste en la liaison physique 

entre deux chromosomes homologues chacun constitué de deux chromatides sœurs répliquées. Si 

les trois dernières phases consistent en la séparation des chromosomes homologues, la première 

phase, la prophase 1, est le siège de l’appariement de ces chromosomes homologues. Cette 

prophase particulière est elle-même divisée en 5 étapes : le leptotène, le zygotène, le pachytène, le 

diplotène et la diacinèse (Figure 3). Au préalable, chaque chromatide entre en cohésion avec sa 

sœur en vue de se condenser durant le leptotène sous forme de structures distinctes apparentées à 

des fils. Durant ce même stade, les chromosomes homologues commencent à s’apparier en 
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préparation du zygotène, au cours duquel se forme la synapse. Ce processus voit la mise en place 

d’un complexe protéique le long des chromosomes homologues afin de les relier à l’image d’une 

fermeture éclair, le complexe synaptonémal. Au stade pachytène, la synapse est complète, c’est-à-

dire que les deux homologues sont joints étroitement sur toute leur longueur, le complexe 

synaptonémal se désagrège alors et la chromatine se décondense. Ce n’est que lors du diplotène 

que les chromosomes se recondensent et que des liens physiques appelés aussi chiasmas, se créent, 

pour assurer l’égal répartition des chromosomes à la fin de la méiose 1. Chez la plupart des espèces, 

cette liaison particulière dépend d’au moins un échange réciproque entre deux chromatides 

homologues par bivalent appelé crossover (CO). Afin que les chromosomes homologues ségrégent 

correctement et que des gamètes viables se forment, la formation d’au moins un CO par bivalent 

est indispensable chez la plupart des espèces. C’est alors l’entrée dans la première phase de division 

méiotique aussi appelée diacinèse. Une série de contrôles spécifiques à la méiose est mise en place 

pour assurer la bonne séparation des chromatides sœurs ainsi que la bonne orientation du 

kinétochore pour assurer une ségrégation équilibrée des chromosomes à chaque étape de la méiose 

(méiose 1 et 2). Enfin, alors que la mitose impose une alternance stricte entre division et réplication, 

ici les règles changent afin que les deux divisions méiotiques se suivent strictement.  
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Figure 4 : Modèle de la formation de CO et de NCO par Szostak. Dans le modèle de Szostak, une cassure double-

brins (CDB) apparaît sur un chromosome homologue (bleu) et les deux extrémités en duplex de cette CDB sont 

traitées pour former des extrémités 3’ simple brin (i). Une extrémité de la CDB envahit l’autre chromosome 

homologue (rouge) et met en place une structure dite D-loop (ii). La synthèse d'ADN permet le prolongement de 

la D-loop et permet l'hybridation du second côté de la CDB. Une synthèse supplémentaire d'ADN comble les 

lacunes restantes et une double structure dite double jonction de Holliday (dHJ) se forme (iii). Le clivage et 

l’hybridation (ou « résolution ») de l'une ou l'autre paire de brins orientés de la même façon dans chaque dHJ ("1" 

ou "2") se produisent de manière aléatoire. Dans la figure, la dHJ de gauche a été résolu avec l’orientation «1»; 

La résolution de la dHJ de droite dans l’orientation «1» produit alors un non-crossover (NCO) (iv) et dans 

l’orientation «2» un crossover (CO) (v). (Cromie and Smith, 2007) 
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 La recombinaison méiotique 

 Généralités 

Un premier mécanisme de fonctionnement a été proposé par Jack W. Szostak en 1983 (Figure 4) 

(17, 18). La recombinaison méiotique est initiée par la formation de cassures double-brinss (CDB) 

d'ADN. Ces cassures sont catalysées par la protéine SPO11, initiatrice de la recombinaison 

méiotique (19). S’en suit une résection des extrémités 5’ des doubles brins d’ADN et l’invasion, 

par le brin réséqué, de la matrice de réparation qui peut être soit la chromatide sœur soit une des 

deux chromatides homologues. Reste enfin l’étape de réparation à proprement dite où le brin 

réséqué envahit puis copie la matrice de réparation pour former une structure appelée double 

jonction de Holliday (dHj) (7, 8). Cette structure est ensuite résolue de différentes façons et peut 

donner lieu soit à des crossovers (CO, échanges symétriques de grands fragments d'ADN entre 

deux chromatides homologues) soit à des non-crossovers (NCO ; modification asymétrique d’une 

seule des chromatides homologues par copie d’une petite portion du chromosome homologue intact 

utilisé comme matrice de réparation). Chez quasiment toutes les espèces, la distribution des 

évènements de recombinaison n’est pas homogène le long des chromosomes quelle que soit 

l’échelle étudiée. A une échelle plus fine, les CO et les NCO sont regroupés en régions de quelques 

kilobases dont la position correspond le plus souvent à la position des CDB. Il existe cependant 

une grande différence entre le nombre de CO et de NCO, en effet les NCO représentent en moyenne 

95% des évènements de réparation des CDB (21).  

 

2.2.1.1 Les Crossovers ou CO 

Deux types de zones peuvent être identifiés le long d’un chromosome en fonction de la répartition 

des CO : les zones chaudes (ou recombinogènes) avec un taux de CO au-dessus de la moyenne et 
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Figure 5 : Nombre de crossovers (CO) par chromosome par méiose chez un grand nombre d’eucaryotes. Le 

nombre de CO, déduit des cartes génétiques moyennes mâle/femelle, est tracé en fonction de la taille physique de 

chaque chromosome autosomique (Mo, échelle logarithmique). (Mercier et al., 2015) 
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des zones froides (ou non-recombinogènes) avec un taux de CO en-dessous de la moyenne. On 

peut également identifier les points chauds (petites régions avec un très fort taux de recombinaison) 

et les points froids qui eux ne présentent aucune recombinaison. Il y a rarement plus de trois CO 

par bivalent, quelle que soit la taille physique du chromosome. La figure 5 (21) montre que 76% 

des chromosomes présentent au maximum trois CO, et 84% quatre. Par exemple, le chromosome 

3B du blé tendre, considéré comme géant à l’échelle des espèces avec une taille physique d’environ 

1 Gb, présente une moyenne de 3 CO par méiose, ce qui est comparable au nombre du plus long 

chromosome d’Arabidopsis (31 Mb) et du plus petit chromosome de levure (0,3 Mb). Cette 

apparente limite n’est pas due à un nombre réduit de CDB, car chez les espèces végétales, le nombre 

estimé de CDB dépasse largement le nombre de CO (environ 10 à 50 fois). Cette limite est plutôt 

due à plusieurs mécanismes actifs empêchant certaines CDB de devenir des CO. En outre, 

l’interférence (le phénomène qui fait que deux CO successifs seront plus éloignés sur un 

chromosome que ce à quoi on pourrait s'attendre) pourrait également contribuer à limiter le nombre 

de CO (22, 23). L’interférence va permettre aussi de distinguer deux classes de CO, ceux de classe 

I et ceux de classe II. Les CO de classe I vont être sensibles à l’interférence alors que ceux de classe 

II ne le seront pas. Cependant ce n’est pas la seule façon de distinguer ces deux classes de CO, 

deux voies bien distinctes avec des partenaires moléculaires propres à chacune vont être à l’origine 

de ces deux classes de CO. La faible variation du nombre de CO par chromosome soulève la 

question de savoir quelles forces évolutives limitent ce nombre. Louis & Borts (24) ont émis 

l'hypothèse qu'un grand nombre de CO par chromosome pourrait créer des contraintes topologiques 

empêchant une ségrégation adéquate. Néanmoins certaines exceptions comme S. pombe et les 

abeilles domestiques mettent à mal cette affirmation. En effet chez ces espèces il y a un nombre et 

une densité de CO élevés et pourtant elles présentent une ségrégation chromosomique fidèle. De 

même, des données récentes obtenues chez Arabidopsis ont montré que la méiose peut se dérouler 
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normalement même lorsque le nombre de CO augmente artificiellement de trois fois (25) ou de 

neuf fois (R. Mercier, données non publiées). L'hypothèse mécanique étant donc peu probable, ces 

résultats suggèrent qu'il existe un niveau optimal de recombinaison proche d’un CO par 

chromosome nécessaire pour l’adaptation des espèces. 

 

2.2.1.2 Les Non-Crossovers ou NCO 

Les CO ne représentant qu’une très faible proportion des évènements de réparation des CDB 

(environ 5%), il existe donc en plus des deux voies de formation des CO précédentes d’autres 

mécanismes responsables de la réparation des CDB. Une grande question encore sans vraie réponse 

mais au cœur de toute étude de la méiose est le devenir des CDB non réparées en CO. Un devenir 

évident est la réparation en NCO comme c’est très largement le cas chez la levure par exemple. 

Les NCO sont malheureusement très mal documentés chez les plantes, en partie dû au fait qu’ils 

sont extrêmement difficiles à détecter. De récentes études ont porté sur la détection, le taux et la 

caractérisation au niveau moléculaire des NCO chez Arabidopsis, soit grâce au séquençage du 

génome, de quelques évènements méiotiques ou même en caractérisant quelques NCO sur quelques 

locus par pollen typing ou visuellement grâce à des lignés marquées par fluorescence. Ces études 

ont clairement confirmé l'existence de NCO dans les plantes, mais ils ont été détectés à une 

fréquence étonnamment faible par méiose. Sur trois études indépendantes à l'échelle du génome 

(26–28), seulement 19 événements NCO ont été détectés dans 11 méioses indépendantes, soit une 

moyenne de 1,7 NCO détectés par méiose. Les 12 événements de recombinaison détectés en 

moyenne par méiose chez Arabidopsis (10 CO et 2 NCO) sont encore loin des 250 CDB estimés. 

Cette grande différence peut s’expliquer de deux manières, non-exhaustives par ailleurs. Une 

première explication serait qu’une grande proportion des CDB pourrait être réparée en utilisant la 

chromatide sœur comme matrice, comme observé chez la levure, les rendant ainsi indétectables. 
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Chez des plantes d’Arabidopsis haploïdes, des études ont montré que les CDB peuvent 

effectivement être réparées avec la chromatide sœur comme modèle, sans pour autant apporter de 

précisions sur la fréquence à laquelle ce type de réparation a lieu chez les plantes sauvages diploïdes 

(29). Une deuxième explication serait que la majorité des NCO serait en fait des évènements très 

courts (quelques pb) et l’absence d’un niveau suffisant de polymorphisme pourrait faire que la 

plupart d’entre eux n’est pas détectable. La formation des NCO peut découler de plusieurs 

mécanismes (21) dont le plus important est celui du SDSA (Synthesis-Dependent Strand 

Annealing) durant lequel la D-loop est démantelée avant la formation de la dHj, comblant ainsi de 

manière simple brin la CDB. S’en suit alors une synthèse prenant pour matrice l’ADN simple brin 

généré lors de l’invasion et de la formation de la D-loop. Un deuxième mécanisme implique la 

dissolution de la dHj une fois celle-ci formée et la synthèse ADN terminée. La dHj peut être aussi 

résolue en NCO et non en CO de classe II. Il existe aussi le mécanisme de jonction d’extrémités 

non-homologues (ou Non-Homologous End Joining, NHEJ) qui va permettre aux deux extrémités 

réséquées d’être ressoudées par l’intervention de ligases (30). Il existe certainement d’autres 

mécanismes amenant à la formation de NCO, mais à ce jour ils ne sont pas connus. 

 

 Facteurs impactant la recombinaison 

Les mécanismes qui régissent la localisation des CDB ont fait l’objet de récentes découvertes chez 

la souris, l’homme et la levure, mettant en lumière à la fois des stratégies moléculaires conservées 

entre les espèces et des stratégies spécifiques à chaque espèce. De nombreux facteurs ont été 

identifiés comme influençant la recombinaison méiotique : le ciblage de la machinerie de la 

recombinaison lié à la séquence ADN, les marques épigénétiques, l’interférence et les facteurs 

environnementaux. 
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Figure 6 : Rôle proposé de la protéine PRDM9. A gauche: dans les cellules contenant une copie fonctionnelle de 

PRDM9 (type sauvage), la machinerie (ciseaux) de formation de la cassure double-brin (CDB) est dirigée vers 

les sites de CDB préférentiels ou sites de liaison de PRDM9. A droite: en l'absence de PRDM9, la machinerie de 

formation de DSB fait des ruptures opportunistes aux marques H3K4me3 indépendantes de PRDM9 telles que 

celles des promoteurs. Il en résulte une réparation inefficace de la CDB et un arrêt de la méiose. (Brick et al., 

2012) 
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2.2.2.1 Une protéine : PRDM9 

La souris et l’Homme utilisent les mêmes stratégies moléculaires en ce qui concerne la régulation 

de la recombinaison. Initialement chez l'homme, il a été montré que le motif CCTCCCT est 

surreprésenté aux niveau des points chauds situés dans le rétrotransposon THE1A/B qui est 

spécifique aux primates (31–34). De plus, Myers et al. en 2008 (33) ont suggéré que tout motif 

générique favorisant l’apparition de points chauds devrait fonctionner dans différent fonds 

génétiques chez l'Homme. Ils ont aussi révélé la présence d'un motif commun dégénéré de 13 pb 

(CCNCCNTNNCCNC) reconnu par une protéine particulière, PRDM9 (35), par le biais d’une 

structure en doigts de zinc (Figure 6). Chez la souris et l’homme, la protéine PRDM9 possède un 

domaine SET qui favorise le dépôt de marque H3K4me3 (36). Les sites de CDB affichent un 

enrichissement dans cette marque mais la façon dont celle-ci est reconnue pour la formation des 

CDB reste encore peu connue. Chez la levure le complexe SET1 va déposer le même type de 

marque au niveau des futurs sites de CDB et la protéine SPP1 (faisant partie du complexe 

précédent) fait le lien entre cette marque et le complexe responsable de la formation des CDB. En 

dépit de ces points communs, chez la levure les CDB ont lieu le plus souvent dans les promoteurs 

de gènes transcrits alors que chez la souris, PRDM9 aurait plutôt tendance à éloigner les sites de 

cassures des sites initiateurs de la transcription (37). 

Chez les plantes, aucun orthologue de la sous-famille PRDM9 n'a été trouvé (38). Cependant, la 

plupart des gènes codant pour des méthylases responsables de la marque H3K4me3 sont exprimés 

dans les cellules méiotiques d'Arabidopsis et de riz (38) et cette marque est associée à des régions 

recombinogènes chez Arabidopsis et l'orge (39–41). Il pourrait même s'agir d'un mécanisme 

général de régulation chez les eucaryotes provenant de l'ancêtre des eucaryotes (21, 38). Chez les 

plantes, plusieurs études ont révélé des motifs répétés fortement associés à des points chauds de 

recombinaison méiotiques. Des associations significatives ont été trouvées entre les points chauds 
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et les tronçons poly-A (27, 39, 40), qui se localisent préférentiellement en amont des sites de SST, 

ce qui entraîne une occupation réduite des nucléosomes facilitant l'accessibilité des sites pour le 

mécanisme de recombinaison (42–45). De manière similaire, les motifs de séquences répétées CCN 

et CTT ont également été détectés comme étant associés à des points chauds de recombinaison (27, 

39, 40). Ces motifs sont également situés à proximité des TSS et sont similaires au motif ciblé par 

la protéine PRDM9 chez l’homme et la souris, ce qui peut suggérer une reconnaissance similaire 

par la machinerie de recombinaison. Les motifs Poly-A, CCN et CTT dégénérés peuvent ainsi 

contribuer à la structuration de la chromatine dans les régions promotrices des plantes, avec des 

conséquences sur la recombinaison méiotique. Cependant, aucun motif spécifique tel que celui 

ciblé par PRDM9 (CCNCCNTNNCCNC) chez l'homme et la souris n'a été trouvé jusqu'à présent 

chez les plantes pour expliquer la présence de points chauds de recombinaison. De même, de 

récents travaux ont permis de mettre en lumière le lien entre la chromatine, les caractéristiques de 

l’ADN et la localisation de CDB. Par exemple, chez le maïs, la méthylation de l’ADN, les sites 

d’insertion de transposons Mu et la richesse de certaines régions en CO sont corrélés (46). 

L'analyse à petite échelle du schéma de recombinaison chez le blé tendre (Triticum aestivum L.) a 

longtemps été entravée par la taille, la complexité et la polyploïdie de son génome (17 Gb; 80-85% 

de séquences répétées; 2n = 6x = 42). Les premières études étaient basées sur des stocks 

aneuploïdes (lignées de délétion) (47) et ont révélé que la fréquence de la recombinaison méiotique 

est fortement biaisée vers les extrémités des chromosomes (48–50). Toutefois, cela ne dépend pas 

de la position distale car, lorsque les bras chromosomiques sont inversés (télomères placés aux 

centromères et vice-versa), les CO se trouvent toujours dans la même région, quel que soit son 

emplacement (51). Un seul point chaud a été signalé dans le promoteur du gène TaHGA3 sur le 

chromosome 3B (52) et ce point chaud était associé à un NCO couvrant 453-1098 pb. Récemment, 

la séquence de référence du chromosome 3B et les projets d'assemblages des 20 autres 
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chromosomes ont été publiés (53, 54), offrant la possibilité de caractériser avec précision les points 

chauds de recombinaison à l'échelle du génome entier. 

 

2.2.2.2 La Séquence ADN 

De nombreuses études ont démontré que les CDB (et par extension les CO) n’était pas distribués 

au hasard le long de la séquence et ainsi la formation des CDB peut aussi être favorisée par 

l’enrichissement des points chauds en adénine et en motif CTT contribuant à l’organisation de la 

chromatine. Par exemple, les points chauds étudiés chez Arabidopsis par typage de grain de pollen 

(pollen typing) se sont retrouvés localisés dans des régions promotrices et terminatrices des gènes. 

Parallèlement, sept des huit points chauds décrits chez le maïs sont proches de gènes. Chez le blé 

tendre (Triticum aestivum L.) les CO sont majoritairement localisés proches des gènes (50, 55) et 

au moins un point chaud a été localisé dans un gène (50). Ainsi, et comme pour la levure (mais 

contrairement à la souris), la recombinaison méiotique chez les plantes co-localiserait avec des 

régions régulatrices de gènes. Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, des analyses dites 

coalescentes ont permis de révéler la localisation préférentielle des points chauds dans les 

promoteurs et les terminateurs de gènes (39). Ces régions présentent en générale des 

caractéristiques particulières favorisant la transcription (RNApol II) comme la faible densité en 

nucléosomes et les marques H3K4me3 et H2A.Z. Souvent chez les plantes, à l’échelle du génome, 

des régions avec des taux de recombinaison élevés cohabitent avec des régions dont le taux est 

nettement inférieur à la moyenne du génome. Chez la levure, Arabidopsis, l’homme et le blé, plus 

de 80% des évènements de recombinaison ont lieu dans moins d’un quart du génome. Ceci est dû 

en partie au fait que dans de nombreuses espèces végétales les régions centromériques sont 

dépourvues de CO (56). Ce n’est pas toujours le cas, par exemple, chez Allium fistulosum les 

crossing-overs semblent se situer près du centromère voire à l’intérieur (57). De plus chez les 
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espèces à grand génome, cette distribution est biaisée aux parties distales des chromosomes (les 

chiasmas étant distaux) mais d’autres espèces comme le riz, la tomate ou encore Arabidopsis 

présentent un taux de recombinaison variable le long du chromosome. 

Chez la Mimule tachetée (Mimulus guttatus) et Arabidopsis thaliana, la fréquence de CO augmente 

en approchant des sites d'initiation de la transcription (TSS) (et dans une moindre mesure en 

approchant des sites de terminaison de la transcription (TTS) chez Arabidopsis (39)) et diminue 

fortement une fois ces sites dépassés, mettant en lumière une polarité évidente. Chez le sorgho, une 

corrélation similaire a été observée avec 97 à 98% des CO dans les régions d'euchromatine (58). 

En étudiant la recombinaison du maïs (59–61) et du blé (52), des chercheurs ont découvert la 

présence de petites régions présentant des taux de recombinaison élevés. Ces intervalles, allant de 

380 à 11 600 pb, présentent un taux de recombinaison variant de 22 à 132 cM/Mb, alors qu’en 

moyenne sur les chromosomes, les taux sont de 2,1 cM/Mb pour le maïs et 0,20 pour le blé. Comme 

pour Arabidopsis et la Mimule, les CO sont plus fréquents dans les régions 5' des gènes, ce qui 

confirme qu’à l’instar de la levure (45), de l’Homme et de la souris (36, 37), chez les plantes, les 

points chauds sont plutôt localisés dans les promoteurs. Cependant, de nombreuses régions riches 

en gènes montrent peu ou pas de recombinaison chez les plantes (62), alors que des régions 

enrichies en répétitions recombinent (63). Ceci interroge sur un potentiel rôle des séquences 

répétées dans la distribution de recombinaison. L'abondance, la diversité et l'activité des 

transposons varient grandement d'une espèce à l'autre et ceux-ci ont développé diverses stratégies 

pour se multiplier chez l'hôte, par exemple par insertion préférentielle à proximité des gènes (64, 

65). Les éléments transposables (Transposable Element, TE) contribuent à la forme et à la fonction 

des chromosomes (66), mais des résultats contradictoires sont observés en ce qui concerne l'impact 

du contenu en TE sur la recombinaison. Les séquences répétées et le taux de recombinaison sont 

positivement corrélés chez Caenorhabditis elegans (63) et négativement dans le génome de 
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Drosophilia melanogaster (67). Chez le blé tendre il existe une différence dans la composition en 

TE entre les intervalles recombinogènes ou non recombinogènes (55). Ainsi, les motifs ADN 

correspondant à certains TE sont associés à de hauts taux de recombinaison, ce qui laisse à penser 

qu’il existe un mécanisme ancestral de recombinaison chez les eucaryotes. 

 

2.2.2.3 Les marques épigénétiques 

Chez le riz, la tomate ou encore Arabidopsis, les CDB sont localisées dans des régions 

chromosomiques dans lesquelles sont fortement concentrées des histones H3 triméthylées au 

niveau de la lysine 4 (H3K4me3). Chez le blé tendre, une étude montre que la recombinaison a lieu 

plus fréquemment dans des régions associées aux gènes (promoteurs et terminateurs) et que celles-

ci sont enrichies en transposons (55). Ces transposons ont été identifiés comme faisant 

majoritairement partie de la famille des Mariner et le motif TIR caractéristique de cette famille se 

voit fortement associé aux évènements de recombinaison. Ce motif est similaire au motif reconnu 

par la protéine PRDM9, responsable des CDB chez les mammifères, ce qui suggère que ces deux 

mécanismes seraient apparentés. 

Chez le maïs, les sites d’insertion du transposon Mu se concentrent dans les mêmes régions où a 

lieu la recombinaison méiotique (68), alors que des études à petite échelle au locus bronze ont 

révélé une réduction de la recombinaison dans les régions qui contiennent des TE suggérant une 

influence négative des rétrotransposons sur la recombinaison en raison de la méthylation associée 

à une condensation de la chromatine (69–71). Chez Arabidopsis, la méthylation de l'ADN peut 

neutraliser les points chauds de recombinaison et joue un rôle essentiel dans la formation des 

domaines de recombinaison méiotique le long des chromosomes (72). Une étude chez la souris a 

récemment révélé que la méthylation de l'ADN peut empêcher les transposons d'adopter les 

caractéristiques de la chromatine susceptibles de faciliter la recombinaison méiotique (73) 
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soulignant l'importance de la conformation de l'ADN et du rôle probable des marques épigénétiques 

sur la recombinaison. 

 

2.2.2.4 L’interférence 

L’interférence est définie comme l’impossibilité d’observer un CO au voisinage d’un autre CO sur 

la même paire de chromosomes (74). En effet, lorsque l’on regarde la répartition des CO le long 

du génome et que l’on connait la classe à laquelle ils appartiennent, on remarque que les CO de 

classe I sont distribués systématiquement suffisamment loin les uns des autres le long du 

chromosome pour que cela soit dû simplement au hasard et que les CO de classe II sont distribués 

indépendamment les uns des autres (22). Seuls les CO de classe I sont soumis à l’interférence. Chez 

un mutant de la voie de formation des CO de classe I, les CO restant sont donc ceux de classe II 

non soumis à l’interférence (21, 75–77). De façon intéressante, chez un mutant de la voie de 

formation des CO de classe II, l'interférence est augmentée (78). De plus, les CO soumis à 

l’interférence et ceux ne l’étant pas cohabitent naturellement dans les plantes (79–82). Chez la 

tomate, en associant la détection de tous les CO par microscopie électronique avec la localisation 

des CO de classe I par microscopie optique (foci MLH1), il a été possible d'observer la distribution 

le long du chromosome des deux classes de CO dans les plantes en fond sauvage (83). Ces résultats 

montrent que la proportion de CO non soumis à l’interférence est plus élevée en région 

péricentromérique que dans le reste du génome. Une hypothèse pouvant expliquer cette répartition 

serait que les CO de classe I sont répartis régulièrement en commençant par les régions distales 

pour les grands chromosomes (certains de ces CO pouvant aussi être localisés au milieu du bras). 

En cas de défaillance de la voie responsable de la formation des CO de classe I, la voie des CO de 

classe II interviendrait alors pour terminer en urgence la résolution de dHj dites tardives 

probablement plus fréquentes en région péricentromérique. 



 

37 

 

  



 

38 

 

2.2.2.5 Les facteurs environnementaux 

D’autres phénomènes viennent aussi altérer la distribution des CO comme l’augmentation de la 

température ou encore l’utilisation d’engrais. Chez l’orge, un léger changement de température 

(+5-8°C) est suffisant pour modifier la progression méiotique (84) et la répartition des CO, 

délocalisée au niveau des régions proximales (85). En 2017, Draeger and Moore (86) ont démontré 

que l’exposition à de courtes période de haute température durant la méiose empêchait une 

progression normale de la méiose et réduisait le nombre de grain chez le blé tendre. Les plantes ont 

été exposée à des températures allant de 30 à 35°C pendant des périodes de 20h durant les étapes 

méiotiques et pré-méiotiques. Ainsi une période de sensibilité à la chaleur a été identifiée allant de 

l’interphase au leptotène. Plus récemment, il a été montré qu’une température élevée induit une 

hyper-recombinaison méiotique chez Arabidopsis thaliana et que les CO supplémentaires sont de 

classe I mais ne sont pas dus à une augmentation du nombre de CDB (87). Des études moins 

récentes (88) montrent qu’une multitude de stress environnementaux comme la sécheresse, le froid 

ou encore l’exposition à des substances chimiques altèrent le développement de l’appareil 

reproducteur mâle et ainsi ont un impact sur la méiose. Par exemple, le magnésium présent dans la 

solution de Hoagland est responsable de l’augmentation de la fréquence de la recombinaison 

méiotique chez des hybrides de blés sauvages (Aegilops variabilis) mutants pour le gène ZIP4-B2 

(89). 

En prenant en compte les différents mécanismes de résolutions des CDB et les différents facteurs 

impactant la recombinaison méiotique à proprement parler, on se rend compte que celle-ci 

représente un processus très complexe dont la mise en place et la régulation font intervenir un très 

grand nombre d’acteurs.  
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Figure 7 : Modèle illustrant les événements clés de la recombinaison méiotique. Les chromosomes homologues 

sont représentés en rouge et en bleu, et les deux chromatides sœurs de chaque homologue sont représentées par 

des paires de molécules d'ADN double brin indiquées par deux lignes parallèles très proches les unes des autres. 

Les événements moléculaires de recombinaison sont représentés en progression temporelle à partir du haut du 

diagramme avec la formation d'une cassure double-brin (CDB) dans une seule chromatide de l'un des homologues. 

La résection des extrémités 3’ de la CDB favorisent l'invasion d'une des deux chromatides de l’autre chromosome 

homologue, la formation d'une D-loop et le début de la synthèse de l'ADN. Ces intermédiaires peuvent être 

déstabilisés et conduire à la réparation de la CDB en NCO. Ils peuvent être aussi stabilisés par des facteurs 

favorisant la formation de doubles jonctions de Holliday et ainsi la formation de CO. Le clivage asymétrique des 

doubles jonctions de Holliday par différentes endonucléases favorise la formation d'événements de CO inter-

homologues. (Hillers et al., 2017) 
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 Les acteurs de la recombinaison 

La recombinaison méiotique fait appel à une voie spécialisée dans la formation et la réparation de 

cassures double-brinss (CDB) d'ADN. La réalisation de toutes ces étapes est régie par des 

partenaires protéiques de mieux en mieux identifiés au fil des années. Le modèle actuel de la 

recombinaison méiotique, et les gènes impliqués, agit essentiellement au niveau de la formation et 

la réparation des CDB. Plusieurs voies mènent alors à la formation des CO et des NCO (Figure 7) 

(90). 

 

 Formation des cassures double-brinss 

Les cassures double-brinss de l’ADN sont catalysées lors de la méiose par la très conservée protéine 

SPO11 (Figure 8). Sa fonction catalytique a été découverte grâce à la similitude de séquence qu’elle 

possède avec la sous-unité A d’une nouvelle classe de topoisomérase (topoisomérase VI) identifiée 

dans les archées. Ces enzymes jouent sur la caténation de l’ADN en induisant des CDB tout en 

forçant le passage d’un autre brin d’ADN à travers cette cassure et assurant enfin la réparation de 

la rupture (ligation). La topoisomérase VI forme un hétérotétramère A2B2, néanmoins aucune 

sous-unité B ne semble impliquée dans la recombinaison méiotique. Face à la forte similitude avec 

la sous-unité A, SPO11 formerait donc un dimère pour la catalyse des CDB lors de la méiose. Chez 

la plupart des espèces, SPO11 est codée par un seul gène Spo11 mais chez les plantes il existe 

plusieurs homologues de Spo11. Chez Arabidopsis thaliana, trois homologues ont été identifiés, 

AtSpo11-1, AtSpo11-2 et AtSpo11-3. Des études ont montré que les protéines AtSPO11-1 et 

AtSPO11-2 sont toutes les deux nécessaires pour la réalisation des CDB, potentiellement sous 

forme d’hétérodimère. AtSPO11-3 quant à elle, a été identifiée comme ayant un rôle dans 

l’endoréduplication somatique, ne jouant aucun rôle dans la méiose (91–93) (M. Grelon, données 
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Figure 8 : Modèle proposé par Robert et al. (2016) pour la formation des cassures double-brins lors de la méiose. 

La formation de DSB méiotique est catalysée par un dimère SPO11 dont la formation est susceptible d'être médiée 

par les protéines de type TopoVIB méiotiques. La formation d'un complexe stable de type TopoVI impliquant 

deux sous-unités SPO11 et deux sous-unités méiotiques de type TopoVIB est nécessaire pour cliver l'ADN et 

déclencher une recombinaison homologue (HR). 
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non publiées). Chez le riz, 5 homologues de la protéine SPO11 ont été décrits (94, 95) mais seuls 

OsSPO11-1 et OsSPO11-2 (96) sont impliquées dans la formation des CDB. Des études génétiques 

classiques ont permis de découvrir cinq nouveaux gènes nécessaires à la formation des CDB 

méiotiques chez les plantes (Prd1, Prd2, AtPrd3 / OsPair1, AtDfo, Mpo et Crc1) (97–101) (Figure 

8). AtPrd3/OsPair1 (98, 100) et AtDfo (101) sont spécifiques à la plante. PRD1 montre des 

similitudes avec MEI1, une protéine de souris également requise pour l'initiation des CDB (97). 

PRD2 montre de légères similitudes structurelles avec des protéines de levure responsables de 

CDB, ScMei4 et SpRec24 (102). A l’instar de PRD2, les gènes PHS1 de Zea mays et d’Arabidopsis 

thaliana (102) montrent le même type de similitudes structurelles. Néanmoins, le mutant phs1 ne 

présente aucun phénotype CDB-déficient, que ce soit chez le maïs ou chez Arabidopsis (103). 

Enfin, la protéine CRC1 de riz, l'homologue de la protéine de levure PCH2, est impliquée dans la 

formation des CDB (99) et interagit notamment avec OsPAIR1/PRD3 in vitro. Curieusement, 

PCH2 n'est pas nécessaire pour la formation des CDB chez la levure ou chez Arabidopsis (104) 

mais est nécessaire plus tard dans le déroulement de la recombinaison méiotique.  

 

 Traitement des cassures double-brinss et choix de modèle homologue 

Dans une cellule diploïde à la suite d’une réplication, trois structures ADN intactes sont disponibles 

pour la réparation des CDB : la chromatide sœur, et les deux chromatides du chromosome 

homologue. La chromatide sœur peut en effet être utilisé pour la réparation des CDB (29) mais la 

proportion dans laquelle elle est utilisé reste indéterminée. Le chromosome homologue est bien sûr 

utilisé comme matrice de réparation, la formation d’au moins un CO par paire de chromosomes 

homologues étant obligatoire en méiose. Au moins un complexe de réparation des CDB est alors 

dirigé vers le chromosome homologue, un phénomène très réprimé durant la recombinaison 
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Figure 9 : La résection lors de la méiose. Spo11 crée des cassures double-brins, initiatrices de la recombinaison 

homologue lors de la méiose. La résection est initiée par l'activité de l'endonucléase MRE11. La résection 

bidirectionnelle s'ensuit par les exonucléases MRE11 et EXO1/BLM/DNA2. Spo11 se trouve alors libéré lié à 

une courte séquence ADN. Ici, RAD51 et DMC1 sont décrites comme formant des filaments mixtes bien qu'il 

existe également des preuves que ces deux recombinases forment des filaments distincts. (Shibata et al., 2018) 
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somatique et que l’on connait sous le nom de biais inter-homologue (IH). Bien que la formation 

d’un CO soit obligatoire, dans 95% des cas la réparation mène à un NCO. Les mécanismes qui sont 

à l’origine de la reconnaissance et du choix de la matrice pour la réparation des CDB sont encore 

peu connus et ce sont ces mécanismes qui vont déterminer le devenir de la CDB en NCO ou CO 

(Figure 7). 

 

2.3.2.1 L’étape de résection 

Chez la levure et les mammifères, la protéine SPO11 reste fixée de manière covalente aux 

extrémités 5’ des CDB. L'activité nucléolytique du complexe MRX (MRE11/RAD50/XRS2, chez 

la levure) et MRN (MRE11/RAD50/NBS1, chez les plantes par exemple) avec COM1/SAE2, 

libère de courts oligonucléotides liés à SPO11 (105). Des analyses fonctionnelles des gènes Mre11, 

Rad50 et Com1 de plante ont montré une possible conservation du rôle des protéines encodées par 

ces gènes dans les premières phases de prise en charge des CDB (Figure 9) (106). Leurs mutants 

respectifs montrent tous une très forte fragmentation des chromosomes à l’anaphase I, SPO11-

dépendante pour les mutants Atcom1 (107) et Atmre11 (108). Le mutant Atcom1 présente aussi une 

accumulation de la protéine SPO11-1 et ne parvient pas à former des foyers RAD51 (107). La 

résection induite par les complexes MRX ou MRN va ainsi générer des extrémités 3’-OH simple 

brin plus longues qui sont ensuite fixées par des protéines RPA, les protégeant de l’activité des 

endonucléases. Chez les plantes, chaque membre du complexe hétérotrimérique RPA (RPA1, 2 et 

3, aussi nommés sous-unités RPA de 70, 32 et 14 kDa, respectivement) (109, 110) est codé par une 

famille multigénique. Des données génétiques et biochimiques obtenues chez le riz et Arabidopsis 

commencent tout juste à révéler au grand jour le rôle de chacun de ces composants et conduisent à 

l’idée que plusieurs complexes RPA partiellement redondants coexistent (111–114), certains étant 

requis pour la méiose. Ensuite, les recombinases RAD51 et DMC1 sont chargées sur ces simples 
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Figure 10 : L’invasion lors de la méiose. La recombinaison méiotique commence par une cassure double-brins 

(CDB) catalysée par Spo11. Les extrémités 5 'de cette cassure sont réséquées, laissant des extrémités 3' simple-

brin. Cet ADN est probablement utilisé dans une recherche d'homologie impliquant les homologues de RecA 

(protéine de recombinaison) Dmc1 et Rad51. Une fois que l'homologue approprié est identifié, Dmc1 commence 

un événement de recombinaison par croisement en réalisant une invasion stable du chromosome homologue en 

utilisant l'une des extrémités 3 '. (Gerton and Hawley, 2005) 
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brins pour former des nucléofilaments prêts à effectuer une recherche d’homologie et la formation 

d’hétéroduplex. Ce complexe va pouvoir ainsi envahir la chromatide sœur ou le chromosome 

homologue qui lui servira de matrice pour la réparation de la CDB. Cependant plusieurs acteurs 

peuvent réaliser cette réparation et le devenir de la CDB sera conditionné par la nature de ces 

acteurs.  

 

2.3.2.2 L’étape d’invasion 

En mitose, les CDB sont réparées en utilisant la chromatide sœur comme matrice. En revanche en 

méiose, le chromosome homologue est aussi utilisé pour la réparation de ces CDB (Figure 4). Le 

choix de la matrice va tout d’abord dépendre de la protéine prenant en charge la recherche 

d’homologie de séquence pour la réparation. Deux protéines majeures ont été identifiées comme 

étant responsables de l’invasion de la matrice de réparation, les recombinases RAD51 et DMC1 

(Figure 10) (13). La stœchiométrie de ces recombinases à l'intérieur du nucléofilament est encore 

discutée, mais des preuves cytologiques récemment obtenues chez Arabidopsis suggèrent qu’elles 

ont tendance à se localiser aux deux extrémités d’une CDB (Figure 10) (115). RAD51 est impliquée 

dans la réparation des CDB en mitose et en méiose, alors que DMC1 est exclusivement actif durant 

la méiose. Ainsi RAD51 serait responsable de la réparation des CDB sur la chromatide sœur. Au 

cours d’une méiose sauvage, la voie prédominante de réparation de l’ADN semblerait se faire grâce 

au biais IH induit par la protéine DMC1. Dans la levure, comme chez Arabidopsis, l’activité 

catalytique de RAD51 n’est pas obligatoire pour la formation des CO, indiquant que RAD51 

fonctionne comme un facteur accessoire de DMC1 pendant la formation des CO (116, 117). En 

outre, RAD51 fonctionne comme une voie de secours pour réparer les CDB quand DMC1 échoue 

(115, 118). En l'absence de DMC1, les CDB méiotiques sont efficacement réparées via RAD51, 

probablement grâce à la chromatide sœur comme matrice de réparation, conduisant à une absence 
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complète de synapse et de formation de bivalents, mais à une réparation correcte de l’ADN (119, 

120). Cependant, lorsque DMC1 est présent, il réprime l'activité de réparation de RAD51 (107), 

comme chez la levure, où un mécanisme de régulation négatif supprimant la fonction de RAD51 

pendant la méiose est connu pour être opérationnel (121, 122). RAD51 et DMC1 partagent 54% 

d’identité en acides aminés chez l’homme et 45% chez la levure (123). En revanche, un grand 

nombre de protéines a été identifié comme nécessaires pour le recrutement, la stabilisation et/ou 

l’activation de l'une ou l'autre. Ces protéines accessoires pourraient donc expliquer les rôles 

divergents de RAD51 et DMC1 au cours de la méiose. Par exemple, ASY1, l'homologue chez les 

plantes de la protéine HOP1 de levure, est une protéine axiale qui stabilise DMC1 au cours de la 

méiose d'Arabidopsis mais pas RAD51 et permet une réparation correcte par le biais IH (124). De 

même, SDS, une protéine plante-spécifique de type cycline D est nécessaire pour le recrutement 

et/ou la stabilisation de DMC1 (98). De façon similaire, la kinase ATR régule le recrutement de 

DMC1 sur les sites de CDB (115). La voie de réparation faisant intervenir la chromatide sœur, 

conduite par RAD51, nécessite probablement aussi des protéines accessoires, dont une serait 

probablement l'hélicase MCM8 (125). Plusieurs autres protéines sont également susceptibles d'être 

des cofacteurs de recombinases au cours de la méiose, notamment BRCA2 (126, 127) et plusieurs 

paralogues de RAD51 (XRCC3, RAD51B, RAD51C et RAD51D). Cependant, selon l’espèce, la 

nécessité de l'un ou l'autre de ces paralogues de RAD51 pour la réparation des CDB de l’ADN 

semble varier. Par exemple le paralogue RAD51D semble ne pas avoir de fonction chez 

Arabidopsis thaliana alors qu’il interviendrait dans la réparation des CDB chez le riz. 

Une fois l’étape d’invasion réalisée, une structure spéciale prend forme, appelée double jonction 

de Holliday (double Holliday junction, dHj). C’est la résolution de cette structure qui donnera lieu 

soit à un CO soit à un NCO. 
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Figure 11 : Modèle des mécanismes de recombinaison méiotique. La recombinaison méiotique est initiée par la 

formation d'un grand nombre de cassures double-brins (CDB) (a) qui sont traitées (b) pour donner des extrémités 

3’ simple brin. Cet ADN peut alors envahir la chromatide sœur intacte (c) ou l’une des deux chromatides 

homologues, formant une D-loop (d). Les intermédiaires inter-homologues peuvent être protégés par des 

composants de la voie ZMM (e), générant des intermédiaires à double jonction de Holliday (dHJ) pouvant être 

résolus en crossover de classe I (CO) (f). Alternativement, les intermédiaires peuvent être transformés en non-

crossovers (NCO) via différents mécanismes, y compris par hybridation et synthèse sur l’autre brin (SDSA) (g), 

la dissolution de dHJ (h) et éventuellement d'autres mécanismes (i). De plus, une voie indépendante de celle des 

ZMM produit des CO de classe II (j). Le nombre estimé de chaque intermédiaire dans Arabidopsis thaliana est 

indiqué. (Mercier et al., 2015) 
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2.3.2.3 Les voies de formation des CO 

Au cours des quinze dernières années, la découverte de l’existence de deux voies pour la formation 

de CO de classe I ou II, suivant l'étape d'invasion chez la plupart des eucaryotes a été une avancée 

majeure (Figure 11). 

 

2.3.2.3.1 CO de classe I : voie des ZMM 

La première voie repose sur un groupe de protéines initialement identifiées chez la levure et 

appelées collectivement les ZMM (Zip1, Zip2, Zip3, Zip4, Mer3, Msh4 et Msh5). Dans les mutants 

Arabidopsis Atmsh4, Atmsh5, Atshoc1 (zip2), Athei10 (l'homologue fonctionnel probable de Zip3), 

et Atzip4, et dans des combinaisons de ceux-ci, le nombre de CO est fortement réduit mais non-nul 

(environ 15% du nombre de CO détectés chez le sauvage) (75–77, 128–130). Dans le mutant pour 

le gène Ptd nous observons la même baisse du nombre de CO. Ptd code pour ce qui semble être 

une protéine de type ZMM, spécifique à la plante, qui forme un dimère avec SHOC1/ZIP2 

ressemblant à celui formé entre XPF et ERCC1 (77, 131). Etrangement, à la différence des autres 

mutants pour les autres gènes ZMM, le mutant d’insertion Atmer3 montre un niveau légèrement 

plus élevé de la fréquence résiduelle de CO (∼25%) (132). Cependant, en combinant la mutation 

Atmer3 avec une autre mutation zmm, la fréquence résiduelle des CO revient aux 15% observés 

dans les simples mutants et les combinaisons de mutants des gènes ZMM (21, 77, 132). De 

l’analyse de ces doubles mutants, il en ressort qu’une partie des CO résiduels chez le mutant Atmer3 

est dépendantes de AtMSH5. De la même façon, chez le riz, le simple mutant Osmsh5 a une 

fréquence résiduelle de CO d'environ 10% (133). Les mutants simples Oszip4, Osmer3 et Oshei10 

ont des fréquences résiduelles de CO d’environ 30%, ce qui suggère que ces gènes ont un impact 

moindre dans cette voie (134–137). Néanmoins la preuve que ces mutants sont complétement KO 

n’est pas explicite. Lorsque plusieurs de ces mutations sont combinées, le niveau de CO diminue 
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jusqu’à atteindre les 10% mais ne diminue pas davantage (133, 135–137). Il est donc clair que la 

voie ZMM est la voie principale de formation des CO mais elle n’est pas unique, puisqu’elle ne 

représente que 85 à 90% des CO. Bien qu'elles ne soient pas considérées comme des protéines 

ZMM, deux autres protéines conservées, MLH1 et MLH3, agissent dans cette voie à la fin de la 

recombinaison méiotique pour la résolution des dHj (Figure 11). Les mutants mlh1 et mlh3 

d’Arabidopsis ont donc un phénotype moins prononcé que les mutants zmm, avec une fréquence 

de CO réduite à environ 50% par rapport au sauvage (76, 138), les liaisons physiques (chiasma) 

entre chromosomes homologues étant déjà établies. Cependant les doubles mutants mlh3/zmm et 

mlh1/zmm ne montrent pas de différence phénotypique par rapport aux mutants simples zmm (139) 

(M. Grelon, données non publiées). Chez le mutant mlh3/des10 de l’orge, le nombre de CO est 

aussi réduit mais n’est pas nul (140). Contrairement à MLH1, qui marque spécifiquement les CO 

de la voie ZMM en fin de prophase (141), les protéines MSH5, ZIP4, MER3 et HEI10 de plantes 

forment de nombreux foyers (plus de dix fois le nombre d'éventuels CO) au début de la prophase 

(leptotène-zygotène). Alors que les autres foci ZMM disparaissent lors du pachytène (128, 129, 

133, 135–137), HEI10 se concentre dans un nombre limité de foci qui colocalisent avec MLH1 et 

les chiasmas de la fin du pachytène à la diacinèse (76, 137). Ainsi, parmi de nombreux 

intermédiaires de recombinaison précoce traités par les ZMM, seuls quelques-uns évoluent 

progressivement en CO marqués par des foci tardifs HEI10 et MLH1.  

 

2.3.2.3.2 CO de classe II : Voie indépendante des ZMM 

Paradoxalement, on en sait beaucoup moins sur les acteurs moléculaires des voies de formation des 

CO ne faisant pas intervenir les ZMM dans les plantes. MUS81 est le seul acteur qui ait été 

caractérisé (Figure 11). Cette protéine possède un domaine ERCC4 ayant une fonction 

d’endonucléase (142). Elle agit en complexe avec les protéines EME1 et EME2 pour former un 
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complexe hétérodimérique ayant une fonction endonucléase spécifique de structures ADN ayant 

une forme de fourche de réplication bloquée. Dans la résolution des CO de classe II, ce complexe 

va permettre de prendre en charge des jonctions de Holliday simples (Hj). L’intervention d’un autre 

complexe avec MUS81, SLX1-SLX4, permettrait la résolution des Hj en NCO. Le fait de muter le 

gène MUS81 réduit le nombre de CO d’environ 10% par rapport au contexte sauvage et élimine 

environ un tiers des CO restant dans un fond mutant zmm (77, 78, 129). Cela prouve que MUS81 

est responsable d’une partie des CO non induits par la voie ZMM, mais il n’y a encore aucune 

explication concernant l’origine des CO restant. La protéine MUS81 possède un domaine XPF 

assez fréquent et d’autres protéines pourraient ainsi prendre le relais. La protéine 

RAD1/XPF1/MEI-9, qui est impliquée dans la formation de CO chez la drosophile et 

Caenorhabditis elegans (143, 144) semble être un bon candidat pour expliquer l’origine des CO 

restant. Cependant, la protéine AtXPF1 ne semble pas avoir de fonction durant la méiose, que ce 

soit dans un fond sauvage ou un fond mutant zmm (125). Deux autres candidats pour expliquer 

l’origine des CO restant sont les nucléases GEN1 et SLX1, impliquées dans la formation des CO 

non induits par la voie ZMM chez la levure (145). Ces deux nucléases ont des homologues présents 

dans les génomes des plantes (146) mais ceux-ci n’ont pas été caractérisés fonctionnellement. 

 

2.3.2.4 Les voies de formation des NCO 

Dans 95% des cas, suite à la résection et à l’invasion du chromosome homologue (et la formation 

de la dHj), la réparation de la CDB donne lieu à un NCO (Figure 11). Cela peut passer par la simple 

ligation des brins d’ADN réséqués après déstabilisation de la D-loop (ou NHEJ, Non-Homologous 

End-Joining), par la dissolution ou la résolution de la dHj et par l’intervention d’antirecombinases 

avant la formation de la dHj entrainant la formation d’un NCO par la voie dite SDSA (Synthesis-

Dependent Strand Annealing). Le mécanisme de NHEJ fait intervenir la protéine KU70/80 ayant 
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une activité nucléase et étant capable de recruter des ligases (147). Chez Arabidopsis, la 

topoisomérase IIIα (TOP3α) et la protéine associée AtBLAP75/AtRMI1 sont toutes deux 

nécessaires pour parfaire la recombinaison (148, 149) et sont responsables de la dissolution de la 

dHj. Dans les mutants pour les gènes codant ces deux protéines, les chromosomes homologues sont 

connectés en métaphase I par des liaisons dépendant de SPO11. Ces liaisons sont par contre 

indépendantes des protéines ZMM et l’anaphase I devient le siège d’une fragmentation 

chromosomique, ce qui suggère que les intermédiaires de recombinaison nécessiteraient alors une 

activité topoisomérase simple-brin pour que ceux-ci soient résolus en NCO (150). L’hélicase 

RECQ4 (RECQ4A, RECQ4B) empêche la formation de CO de la même façon en dirigeant les 

intermédiaires de recombinaison et en agissant sur la dissolution des dHj. Dans le double mutant 

recq4a/recq4b, la fréquence de formation des CO de classe II augmente jusqu’à six fois par rapport 

au sauvage (151). Comme dit précédemment dans le chapitre 2.3.2.3.2, la protéine MUS81 peut 

permettre la résolution des dHj en NCO grâce à des partenaires particuliers comme le complexe 

SLX1-SLX4 ou encore la protéine MMS4 (152, 153). La voie de formation principale des NCO 

est la voie dite SDSA faisant intervenir l’hélicase AtFANCM et ses deux cofacteurs MHF1 et 

MHF2 (25, 154, 155). Dans le simple mutant Atfancm la fréquence de formation des CO augmente 

trois fois par rapport au sauvage. Comme pour RECQ4, ces CO supplémentaires sont de classe II, 

ce qui suggère que chez le sauvage, FANCM dirige aussi les intermédiaires de recombinaison vers 

la voie des NCO (Figure 11). Une troisième hélicase intervenant dans le SDSA est RTEL. Cette 

protéine qui limite les CO chez C. elegans, existe chez les plantes mais n'a pas été caractérisée. Il 

existe certainement d’autres voies de formation des NCO mais celles-ci sont encore très peu 

connues. Par exemple, la protéine FIDGETIN-Like-1 (FIGL1) empêche également la formation 

des CO de classe II indépendamment de FANCM en empêchant la formation d’un complexe inter-

homologue aberrant par la régulation d'intermédiaires d'invasion, dont la résolution par MUS81 (et 
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éventuellement d'autres facteurs) conduit à la formation de CO supplémentaires (154) (Figure 11). 

Enfin, XRCC2 et RAD51D, deux paralogues de RAD51, semblent limiter également la formation 

de CO, probablement en régulant l’étape d’invasion catalysée par DMC1 et RAD51 (117). 

 

Ainsi, alors que réparation des CDB en au moins un CO lors de la méiose est une obligation afin 

de permettre la formation de gamètes viables chez la plupart des espèces et notamment chez les 

plantes, il apparait que ce processus est en fin de compte rare et contrôlé par une multitude de 

mécanismes. De la compréhension de ces mécanismes moléculaires découle la possibilité d’agir et 

de contrôler la recombinaison méiotique et le devenir des CDB.  
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 Modification et amélioration de la recombinaison 

La recombinaison méiotique est maintenant reconnue comme étant le facteur principal permettant 

un brassage génétique pour l’apparition de nouvelles combinaison d’allèles et donc de nouvelles 

variétés. En effet ce phénomène est depuis longtemps exploité lors des programmes de sélection 

variétale, mais sous sa forme simple, ou naturelle, et aléatoire. Deux parents ayant des caractères 

intéressants sont croisés et leur descendance est étudiée afin de trouver l’évènement résultant du 

brassage génétique lors de la méiose présentant la combinaison de trait la plus intéressante. Son 

contrôle et sa manipulation deviennent alors stratégiques dans l’élaboration de nouvelles variétés, 

regroupant des caractères agronomiques intéressants et qui ne peuvent être réunis dans le même 

individu grâce aux méthodes classiques de sélection. Depuis longtemps, plusieurs essais ont été 

menés afin de pouvoir modifier la répartition et la fréquence d’apparition des CO. 

 

 Agir sur la méthylation 

Les mutants pour les gènes Met1 et Ddm1 montrent une déficience dans le maintien de la 

méthylation de l’ADN résultant en une hypométhylation dans le génome. Ces changements ont 

pour conséquence une redistribution des CO dans les parties distales des chromosomes. De manière 

surprenante, alors que l’absence de méthylation rend la chromatine plus accessible, cela ne conduit 

pas à l’augmentation du nombre de CO. Le nombre total de CO ne change pas, ce qui suggère que 

la méthylation de l’ADN influence uniquement la répartition de CO (72, 156–158). L’identification 

de gènes par l’intermédiaire desquels il est possible de modifier la fréquence et la distribution de 

la recombinaison ouvre des perspectives intéressantes. Cependant, alors que l’on peut aujourd’hui 

changer le patron de répartition de la recombinaison méiotique de manière aléatoire, on ne peut 

toujours pas la relocaliser précisément. On pourrait alors imaginer manipuler des facteurs 
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potentiellement responsables du choix du site d’apparition des CO. PRDM9 étant absent chez les 

plantes, un candidat tout à fait désigné serait alors un membre du complexe responsable des 

cassures double-brins à l’origine des CO. 

 

 Bloquer la voie des NCO et réduire l’interférence 

Chez Arabidopsis thaliana, 90% des crossovers sont de type I (soumis à l’interférence, voie des 

ZMM) et 10% sont de type II (non soumis à l’interférence). Sur environ 250 cassures double-brins, 

seulement 10 seront résolues en crossover. Le reste sera soit résolu grâce à la chromatide sœur, soit 

en NCO. La voie des NCO est régie par plusieurs facteur comme FANCM, TOP3a, FIGL1 ou la 

famille des RECQ4 (RECQ4A et RECQ4B). Cette dernière est à l’origine de la déstabilisation de 

la boucle D (ou d-loop, à l’origine de la dHJ). Dans les mutants pour ces gènes, des CO de classe 

II dépendant de MUS81 sont distribués dans les parties distales (25, 155, 159), alors que les CO de 

classe I semblent ne pas être affectés. Parallèlement, une multiplication du nombre de copies du 

gène HEI10 favorise la formation de CO de classe I (151). L’association des deux (HEI10 

multicopies et RECQ4 (A et B) mutés) dans un croisement biparental augmente la recombinaison 

(et les CO) d’un facteur 5. La distribution de l’augmentation du nombre de crossovers n’est pas 

hétérogène et a lieu essentiellement aux télomères. Les centromères sont très peu affectés et 

certaines régions présentent une augmentation supérieure à 5 fois. Malgré ceci, le nombre de CDB 

reste inchangé malgré l’augmentation du nombre de CO. Le phénotype des plantes se traduit par 

une légère diminution de la viabilité du pollen (-5%) et une baisse significative du nombre de 

graines par silique (-30%). Il a été montré par ailleurs que les CO nouvellement formés ne sont pas 

forcément localisés là où les CDB sont les plus fréquentes. 
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Trois autres protéines ont été identifiées comme étant responsables de la répartition des CO : PCH2, 

remodelant les axes chromosomiques et retirant ASY1 (160), AXR1, une enzyme du complexe de 

neddylation (161) et PSS1, une protéine similaire à une kinésine, impliquée dans la machinerie de 

mobilité des chromosomes (162). De façon tout à fait intéressante, les mutants pour ces gènes 

montrent une répartition des CO modifiée associée à une synapse défectueuse. Seul le mutant pch2 

accuse une diminution du nombre de CO alors que chez les autres il reste inchangé. Les CDB se 

forment sans encombre mais l’interférence est altérée dans quelques régions des chromosomes. 

Alors que les mécanismes sous-jacents restent encore peu connus, le fait que la synapse soit 

impactée chez tous ces mutants, suggère l’importance d’une synapse complète pour la régulation 

de la maturation des intermédiaires de recombinaison en CO. Une perte de cette régulation aurait 

pour conséquence une mauvaise localisation des CO de classe I. 

 

Les différentes avancées dans l’amélioration de la recombinaison méiotique permettent 

augmentation importante de celle-ci mais centrée essentiellement sur des régions qui recombinent 

déjà. Il devient alors nécessaire de découvrir de nouvelles stratégies pour délocaliser la 

recombinaison. 

 

 Le ciblage de la recombinaison 

Les multiples découvertes sur le processus méiotique lors de ces dernières années ont vu 

l’apparition de nombreuses techniques dans le domaine appliqué (125). Malgré une augmentation 

constante des connaissances concernant les mécanismes moléculaires derrière le processus 

méiotique, notamment chez les végétaux, il reste encore de nombreuses questions en suspens. Celle 

soulevant le plus d’interrogations concerne la localisation des CDB qui seront réparées en CO. 
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Figure 12 : Schémas des quatre classes de nucléases à séquence spécifique. (A) La méganucléase, I-Scel, est liée 

à son ADN cible. Le domaine catalytique, qui détermine également la spécificité de la séquence d'ADN, est 

indiqué en rouge. (B) Un dimère de protéines de doigts de zinc (ZFN) est illustré lié à l'ADN. Les cibles ZFN 

sont liées par deux domaines de liaison à l'ADN à doigts de zinc (bleu foncé) séparés par une séquence de 5 à 7 

pb dans laquelle le clivage FokI se produit. Chaque doigt de zinc reconnaît généralement 3 pb. (C) Un dimère 

TALEN lié à l'ADN est représenté. Les domaines de liaison à l'ADN sont en bleu foncé. Les deux sites cibles 

TALEN sont généralement séparés par une séquence de 15 à 20 pb. Comme les ZFN, les répétitions de motifs de 

l’effecteur TAL sont fusionnés avec FokI. Chaque motif effecteur TAL reconnaît une base. (D) Le système 

CRISPR / Cas9 reconnaît l'ADN par l'association de bases entre les séquences d'ADN sur le site cible et un ARN 

guide (ARNg). Cas9 possède deux domaines de nucléase (représentés par les flèche rouges) qui coupent chacun 

un brin de l’ADN double brin. (Voytas et al., 2014) 
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2.4.3.1 Les domaines de liaison à l’ADN 

Les domaines de liaison à l’ADN ont été depuis longtemps utilisés en biologie synthétique pour 

modifier ou altérer l’expression d’un gène par exemple (163). La spécificité du domaine de liaison 

à l’ADN est alors cruciale pour un ciblage de précision. Il existe différents systèmes permettant de 

cibler certaines régions du génome : les méganucléases, les protéines en doigts de zinc (ZF), les 

TALEs, et le système CRISPR/CAS9 (Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic 

Repeats/CRISPR associated protein 9) (Figure 12) (164). 

 

2.4.3.1.1 Méganucléases 

Le ciblage de l’ADN, peut être réalisé en utilisant des nucléases à séquence spécifique (ou 

sequence-specific nucleases, SSN). Ce sont des enzymes capables de reconnaitre précisément une 

séquence unique d’ADN. Les méganucléases sont des enzymes naturelles qui se lient à de grandes 

séquence d'ADN (de 12 à 40 pb) (165, 166) et qui peuvent être conçues artificiellement pour 

reconnaître de nouveaux sites. Cependant, il est difficile d'obtenir des changements dans la 

spécificité du site cible et cela conduit souvent à une réduction de l'activité catalytique, ce qui a 

empêché leur généralisation (166). Le premier exemple d’utilisation des méganucléases a été 

réalisé sur des cellules humaines pour le ciblage de mutations (167). Chez les plantes, cette 

technologie a été efficacement utilisée chez le coton pour l’insertion dirigée de transgènes (168) 

ainsi que dans Nicotiana alata pour la réalisation de courtes délétions (169). Récemment, cette 

technologie a été utilisée pour la réalisation de délétions ciblées chez le blé tendre (170). Cependant 

la customisation d’une méganucléase reste extrêmement couteuse et doit être réalisée à chaque 

changement de cible. 
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Figure 13 : Les TALEN. Les TALEN (transcription activator-like effector nuclease) sont un outil moderne de 

génie génétique permettant d‘effectuer des coupes précises de brins d'ADN à pratiquement n'importe quelle 

position du génome. Ces enzymes construites artificiellement consistent en un domaine de liaison à l'ADN 

oligopeptidique à forte variabilité de séquence (TAL), modélisé ici sous la forme d’une succession de briques de 

couleur, et un domaine de restriction FokI qui coupe la séquence encadrant un site de liaison (A). FokI agissant 

en dimère, les TALEN sont souvent utilisés par deux. Ils permettent d’éditer avec précision des séquences in situ 

et d’introduire tout type de mutations ponctuelles, de délétions, d’additions. (B) Le domaine TAL est constitué 

d’une succession de répétions (ici 24), chacune composé de 34 acides aminés identiques entre toutes les 

répétitions sauf le 12
ème

 et 13
ème

 qui eux vont former des combinaisons spécifiques de chacun des quatre acides 

nucléiques. (https://cebiotech.com/articles/A-talen-t-for-treating-leukaemia,380) 
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2.4.3.1.2 Protéines en doigts de zinc (ZF) 

Historiquement, des systèmes comme les motifs helix-turn-helix, leucine zipper ou zinc finger (ZF) 

ont aussi été utilisés (171). Ce dernier a d’ailleurs été le plus utilisé pour l’activation ou la 

répression de la transcription, étant donné le fait qu’il reconnait des cibles de tailles variables. Cette 

protéine agit en monomère grâce à deux bras composés de 3 à 6 (et même jusqu’à neuf) doigts 

C2H2 (172) ciblant une séquence allant de 9 à 18pb. Ceci en fait un excellent outil pour cibler des 

sites uniques dans des génomes complexes. Ces protéines ont été utilisées chez les plantes pour des 

délétions chromosomiques ciblées (173, 174), des délétions de transgènes (175, 176) et des 

intégration d’ADN ciblées (177, 178). Récemment, cette technologie a été utilisée pour éditer 

efficacement les 3 copies homéologues du gène Ahas (Acetohydroxyacide synthase) chez le blé 

tendre (179). Cependant pour trouver la protéine spécifique du site que l’on étudie, un criblage 

minutieux et fastidieux des banques de protéines ZF doit être réalisé (180). 

 

2.4.3.1.3 TALE 

Les TALE (Transcription Activator-Like Effectors) (163, 181) ont une affinité supérieure mais 

aussi une plus grande flexibilité. Cette protéine a été découverte chez la bactérie pathogène 

Xanthomonas et contient un domaine de translocation en position N-terminal, un domaine central 

de liaison à l'ADN et un domaine d'activation en C-terminal (182, 183) (Figure 13). Les premiers 

domaines identifiés de liaison à l'ADN des TALE se fixent aux promoteurs des gènes cibles sur 

des sites spécifiques, appelés boîtes UPT (UP régulées par les TALE). Un autre type de domaine 

de liaison à l'ADN des TALE existe et est composé de 1,5 à 33,5 (la plupart du temps entre 15,5 et 

19,5) répétions quasi identiques d’une longueur de 30 à 42 (typiquement 34) acides aminés (184). 

La spécificité de chaque répétition provient d’une paire d’acide aminés (ou repeat-variable 
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Figure 14 : Le système CRISPR/Cas9. Ce système est constitué des deux éléments, une endonucléase (Cas9) qui 

est capable de réaliser des cassures double-brins de l’ADN grâce à deux sites catalytiques, et un guide ARN 

comportant une partie complémentaire de la cible présente sur le brin d’ADN que l’on souhaite couper. 

(https://labiotech.eu/features/crispr-cas9-review-gene-editing-tool/) 
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diresidue, RVD) aux positions 12 et 13 (Figure 13), dont les quatre combinaisons les plus courantes 

sont NI, NG, HD et NN, se liant spécifiquement aux nucléotides A, T, C et G, respectivement (163, 

185–187). Il est alors possible de prédire ces domaines de liaison à l’ADN, chaque répétition étant 

indépendante des autres (185, 186). En organisant à façon les répétitions liant l’ADN, on peut ainsi 

créer de nouvelles protéines synthétiques TALE répondant parfaitement à des besoins spécifiques 

de ciblage de l’ADN (Figure 13). Liu et al en 2014 (188) ont ainsi appliqué ce système pour le 

ciblage et l’activation d’un gène rapporteur visible, AtPAP1, ce qui a entraîné une production 

élevée d'anthocyanes. L'activation de l'expression de AtPAP1 par des TALE synthétiques a pu 

modifier la couleur des feuilles de tabac transgénique, passant du vert au violet foncé. Une autre 

étude chez le blé cette fois-ci, a montré la possibilité de muter simultanément trois copies 

homéologues d’un gène de sensibilité à l’oïdium, conférant ainsi une résistance héritable, grâce à 

des CDB induites par une endonucléase dirigée vers ces trois gènes par des TALE (189). Cette 

étude prouve ainsi l’effectivité et l’efficacité des TALE chez le blé tendre. 

Malgré cette grande flexibilité, la production à façon de séquence plasmidique codant pour une 

protéine TALE reste onéreuse (entre 1000 et 2000 euros par protéine). D’autres études ont aussi 

montré que le domaine de liaison à l’ADN des protéines TAL est sensible à la méthylation de 

cytosines, réduisant fortement, voire supprimant, l’affinité de la protéine à l’ADN (190, 191). 

 

2.4.3.1.4 Les CRISPR 

Le système CRISPR CAS9 cible la séquence voulue grâce à un ARN guide qui va se lier avec une 

cible ADN de manière spécifique (Figure 14) (192, 193). La protéine CAS9 va ensuite cliver ce 

complexe ARN/ADN. Le ciblage de l'ADN grâce à une courte séquence ARN évite ainsi de devoir 

concevoir une nucléase séquence spécifique de novo à chaque fois que l’on change de cible, ce qui 
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Figure 15 : Stimulation dirigée de la recombinaison méiotique chez la levure. (A) La protéine SPO11 de levure 

est fusionnée au domaine de liaison à l’ADN. (B) Formation de cassures double-brins au locus GAL2. L’ADN a 

été digéré avec les enzymes XbaI et NcoI et hybridé avec une sonde dessinée dans le locus GAL2. (Peciña et al., 

2012) 
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en fait rapidement un système de ciblage de choix à moindre coût. Ce système a commencé à être 

utilisé chez les plantes en 2013 (194). Nekrasov et al en 2013 (195) ont démontré l’utilisation du 

système CRISPR/CAS9 pour de la mutagénèse dirigée chez Nicotiana benthamiana. Dans la 

foulée, la technologie a été montrée comme efficace pour la mutagénèse dirigée chez le riz et le blé 

tendre (193). La plupart des premiers essais faits sur les plantes se focalisait essentiellement sur 

l’utilisation de ce système en expression transitoire en protoplastes et in planta. Quelques-uns ont 

donné des plantes portant des mutations au locus ciblé (189, 194, 196). Au fil des années, d’autres 

utilisations de ce système pour l’édition du génome du blé et d’autres plantes de grandes cultures 

par mutagenèse dirigée (189, 197, 198). Parallèlement, avec la démocratisation de l’utilisation de 

ce système chez les plantes, la protéine CAS9 s’est vue modifiée et optimisée afin de répondre aux 

besoins des chercheurs et depuis de nombreuses preuves de l’utilisation efficace du système 

CRISPR/CAS9 pour l’édition du génome du blé et d’autres plantes de grandes cultures ont été 

publiées (197, 199).  

 

2.4.3.2 SpiX, une technologie de ciblage de la recombinaison 

Peciña et al. en 2002 (200) ont publié des résultats mettant en avant la stimulation ciblée de la 

recombinaison méiotique chez la levure. Dans cette étude, les auteurs ont dirigé la protéine SPO11 

dans une zone normalement dépourvue de CO en la fusionnant avec le domaine de liaison à l’ADN 

GAL4-BD, la partie de liaison à l’ADN de la protéine de levure GAL4 fixant une séquence 

consensus de 17 pb (CGGN11CCG) appelée UASGAL (upstream activator sequence) (201) (Figure 

15). En exprimant cette construction pendant la méiose, les auteurs ont pu ainsi déterminer que la 

fusion GAL4BD-Spo11 stimule effectivement la formation de CDB dans la zone ciblée et que les 

CDB sont associées à de la recombinaison à côté des sites UASGAL et d’autres sites fixant GAL4, 
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même dans des régions connues pour être froides (ne présentant habituellement pas de CDB et 

donc pas de recombinaison). Une souche déficiente pour le gène Spo11 (spo11∆) dans laquelle est 

inséré la fusion GAL4BD-Spo11 montre une expression de cette construction en méiose et celle-

ci rétablie la viabilité des spores. Ceci implique que cette fusion protéique va pouvoir induire la 

formation de CDB. Les auteurs ont ainsi montré que ces CDB sont induites au niveau de sites 

présentant naturellement des CDB dans la souche sauvage (ce qui explique la complémentation du 

mutant), mais aussi aux cibles du domaine de liaison à l’ADN, GAL4BD et dans des régions 

naturellement froides comme le locus Gal2 (jusqu’à 20 fois) (Figure 15). Cette stimulation est aussi 

détectée dans trois autres locus (Gal1, 7 et 10). En analysant des mutants pour d’autres gènes 

méiotiques complémentés avec la fusion GAL4BD-SPO11, ils ont pu voir que ceux-ci ne 

présentaient aucune CDB, indiquant que cette fusion est dépendante d’autres partenaires 

nécessaires à la formation des CDB, les mêmes que ceux interagissant avec SPO11. Enfin, ils ont 

pu démontrer que les évènements de conversion génique étaient 10 fois plus important dans la 

souche contenant la fusion GAL4BD-SPO11. Les CDB ainsi induites par cette protéine de fusion 

se comportent comme des CDB induites naturellement par SPO11 et sont prises en charge par les 

protéines responsables de l’invasion et réparées naturellement selon les différentes voies de 

formation des CO ou des NCO. Ces résultats fournissent une des premières preuves que la 

fréquence de recombinaison homologue durant la méiose peut être augmentée à un site précis par 

simple modification de la protéine SPO11. Le fait ici d’associer un domaine de liaison à l’ADN à 

SPO11, fournit un outil polyvalent, adaptable et surtout simple à utiliser étant donné qu’il fait 

intervenir les mécanismes naturels de formation et de réparation des CDB par la recombinaison 

homologue, produisant ainsi une descendance viable. Outre sa simplicité, il devient évident que la 

possibilité de pouvoir aller cibler la recombinaison méiotique nous rapproche sensiblement de la 

possibilité de rompre les liaisons négatives entre les gènes. 
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Figure 16 : la technologie SpiX développée chez la levure et exploitée par la société Meiogenix. La protéine 

SPO11 est fusionnée au domaine de liaison à l’ADN Gal4BD. (www.meiogenix.com) 
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Les résultats de cette étude ont planté le germe d’une nouvelle biotechnologie, SpiX, exploitée par 

la société Meiogenix (Figure 16, http://www.meiogenix.com/). A l’instar de cette étude, les 

nombreuses technologies développées pour la modification de la recombinaison l’ont été dans des 

organismes sans grand intérêt commercial (agriculture, industrie chimique, etc.). C’est ainsi que la 

société Meiogenix a décidé de mettre en place un programme permettant l’adaptation de la 

technologie SpiX sur des espèces de grande culture, à savoir, le riz, le maïs et le blé. Cette approche 

est prometteuse mais elle nécessite une bonne connaissance de l’acteur principal, la protéine 

SPO11. 
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Figure 17 : Schéma d'évolution de SPO11: deux duplications et différents événements de perte. L'évolution 

proposée des trois gènes SPO11 que l'on trouve aujourd'hui chez les plantes terrestres est schématisée. Alors que 

les bactéries ne possèdent pas de topoisomérase 6, LAECA a développé une topoisomérase de type 6 dont la sous-

unité TOP6A est orthologue de SPO11-3 chez les eucaryotes. Deux événements de duplication du gène SPO11-3 

se sont produits après la séparation eucarya (ou eucaryotes)/archées, ce qui a entraîné la création des gènes SPO11-

1 et SPO11-2. Dans différents phylums, des événements de perte de SPO11-1 ou -2 se sont produits. Ensuite, 

après la séparation des règnes animal et fongique, les gènes SPO11-2 et -3 ainsi que TOP6B ont dû être perdus, 

ce qui entraîne la présence du seul gène SPO11 dans ces deux règnes. Abréviations: LUCA, dernier ancêtre 

commun universel; LAECA, dernier ancêtre commun archaeal-eucaryal. (Sprink and Hartung, 2014) 
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 SPO11, un acteur majeur de la technologie SpiX 

 Phylogénie 

SPO11 est une endonucléase montrant une forte homologie avec la sous-unité A de la 

Topoisomérase VI d’archée (TOPVIA). C’est un des facteurs clés induisant la formation des 

cassures double-brins (CDB) à l’origine de la recombinaison homologue dans un très grand nombre 

d’organismes, de l’homme à Arabidopsis thaliana. Son nom provient du mutant de sporulation 

chez la levure, isolé en 1969 et présentant une anomalie de la méiose (spores non viables) (202). 

Dans ces mutants nuls, nommés spo11∆ (délétion du gène), aucune CDB n’est détectée (203), 

entrainant une absence de recombinaison. Cette absence cause une ségrégation aléatoire des 

chromosomes lors de la méiose I et un contenu chromosomique anormal dans la majorité des 

spores. Chez les animaux et les champignons, un seul gène Spo11 est suffisant pour assurer la 

formation de CDB lors de la méiose. En revanche, toutes les plantes terrestres jusque-là séquencées 

présentent au moins 3 gènes Spo11 : Spo11-1 et -2 qui ont un rôle durant la méiose et Spo11-3 qui 

est impliqué dans le cycle cellulaire somatique. SPO11-1 et SPO11-2 sont essentiels pour la 

formation de CDB lors de la méiose (204, 205). Paradoxalement, SPO11-3, qui montre de loin la 

meilleure homologie de séquence avec la protéine TOPVIA des archées, est fonctionnelle et 

interagit avec TOPVIB chez les plantes. Le scénario le plus probable serait que Spo11-1 et Spo11-

2 dérivent d’une duplication de Spo11-3 qui aurait eu lieu très tôt avant la séparation des animaux 

et des plantes et que les copies des gènes Spo11-2 et -3 auraient été perdues chez les animaux et 

les champignons mais conservées chez les plantes (Figure 17) (91, 206, 207).  
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Figure 18 : Principaux sites catalytiques et de liaison à l’ADN de la protéine SPO11-1. (A) Un modèle 3D de 

SPO11-1 obtenu par modélisation par homologie. Ce modèle SPO11-1 comprend les résidus d’acides aminés 71 

à 363. Les résidus Gly215, Arg222, Arg223 et Arg226 qui se sont avérés fonctionnels pour la liaison à l'ADN sont 

représentés en bleu clair. Les résidus Tyr103, Arg130, Arg207 et Arg254 qui ne sont pas impliqués dans la liaison 

à l'ADN sont indiqués en blanc. Le résidus Tyr103 est impliqué dans la catalyse des cassures double-brins. (B) 

Alignements des régions conservées entre différentes espèces. Les protéines SPO11-1 (numéro d’accession : 

AJ251989) et SPO11-2 (numéro d’accession : AJ251990) d'Arabidopsis thaliana, DmSpo11 de Drosophila 

melanogaster (mei-W68; numéro d'acquisition: AAC61735), HsSpo11 de Homo sapiens (numéro d'acquisition : 

AAD52562), ScSpo11 de Saccharomyces cerevisiae, SpSpo11 de Schizosaccharomyces pombe (rec12; numéro 

d'accession: CAB11511) et MjTop6A de Methanococcus jannaschii (numéro d'accession: AAB98358). Les acides 

aminés conservés chez au moins six des sept homologues sont ombrés en gris.  
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 Organisation fonctionnelle et partenaires 

Etrangement, Spo11-1 et Spo11-2 sont hautement conservées chez les plantes mais ne sont pas 

retrouvées sous la même forme chez les protistes et les algues vertes qui elles, auraient conservé 

les copies des gènes Spo11-3 et -2 (206). On observe par ailleurs une conservation ancestrale du 

contenu et de la localisation des introns dans les SPO11 d’animaux, de champignon et allant même 

jusqu’à 100% chez les plantes (206). L’orthologue de SPO11-1 d’Arabidopsis thaliana a une 

identité protéique allant de 95,5% avec celui d’Arabidopsis lyrata à 45,4% pour Physcomitrella 

patens. Il en est de même pour SPO11-2. Dans les deux cas, les monocotylédones montrent 

approximativement 10% d’identité protéique en moins par rapport à Arabidopsis thaliana en 

comparaison avec les dicotylédones, témoignant la très ancienne séparation entre ces deux 

branches. La structure conservée de Spo11-1 chez les plantes terrestres est formée de 15 exons et 

14 introns. Spo11-2 est quant à lui formé de 11 exons et 10 introns.  

Chez les plantes, SPO11-1 et SPO11-2 agissent en hétérodimère pour la formation des CDB par 

l’intermédiaire de divers sites de liaison à l’ADN et d’interactions protéine/protéine (205). La CDB 

serait catalysée par un résidu tyrosine présent chez ces deux protéines (208) (Figure 18). Chez le 

blé tendre nous retrouvons à la fois les trois protéines SPO11 (SPO11-1, 2 et 3) ainsi que la protéine 

MTOPVIB, ce qui suggère que le modèle ancestral pour la formation de CDB (SPO11-1 + SPO11-

2 + MTOPVIB) serait aussi conservé chez cette espèce. L’intervention de cette autre protéine sous 

la forme d’un homodimére, MTOPVIB, ayant de fortes similitudes de structure 3D (mais non en 

composition en acides aminés) avec la protéine d’archées TOPOVIB, permet la formation d’un 

hétérotétramère qui serait responsable de la formation des CDB chez les plantes (209, 210) mais 

aussi chez les animaux (211) (Figure 19). 
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Figure 19 : De la topoisomérase à la machine de formation des cassures double-brins (CDB). (A) TopoVI utilise 

la liaison à l'ATP et l'hydrolyse par la sous-unité B pour coordonner le passage d'un duplex d'ADN à travers une 

CDB créé par les sous-unités A, modifiant ainsi la topologie de l'ADN. (B) Une TopoVI ancestrale a évolué en 

un complexe méiotique formant une CDB, qui possède différentes structures tertiaires et quaternaires dans 

différents organismes. 
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Le complexe SPO11 (SPO11-1, SPO11-2, MTOPVIB) est donc un complexe protéique élaboré et 

très conservé entre les espèces mais malgré cela il existe au sein de chaque espèce des spécificités 

pour le fonctionnement de ce complexe. Il est donc important de mieux connaitre ces acteurs chez 

notre espèce d’intérêt, le blé tendre (Triticum aestivum L.).  
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 La polyploïdie 

 Généralités 

La polyploïdie est relativement fréquente chez les plantes. Néanmoins l'estimation de la proportion 

d’espèces polyploïdes est très variable dans la littérature, allant de 30 à 35% (212) à 70% (213) 

pour les angiospermes incluant une grande majorité des espèces cultivées comme le blé tendre, le 

colza, le coton ou encore la pomme de terre (Table 1) (214). Grace à des analyses phylogénétiques 

d’EST (expressed sequence tags), Jiao et al. en 2011 (215) ont identifié deux évènements de 

duplication de génome entier (ou whole genome duplication, WGD) qui auraient eu lieu il y a 319 

et 192 million d’années, juste après la diversification des plantes à graines et des plantes à fleur, 

respectivement. Par conséquent, il est admis que toutes les plantes à graines ont connu au moins 

un cycle de WGD dans leur histoire évolutive, caractérisant une ascendance paelopolyploïde (5). 

Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer comment les polyploïdes apparaissent dans 

la nature. On sait que deux voies majeures conduisent à la polyploïdie chez les plantes: le 

doublement somatique du stock chromosomique et la formation de cellules reproductrices non 

réduites. Le doublage somatique est associé à des événements mitotiques tels que l'endomitose ou 

l'endoreduplication, pouvant survenir soit dans une cellule zygote, soit dans des tissus 

méristématiques apicaux, donnant naissance à des mixoploïdes ou même à des organismes 

complètement polyploïdes. Bien qu’il soit constamment utilisé pour obtenir des polyploïdes 

artificiels, le doublage somatique est supposé jouer un rôle mineur dans l’origine des organismes 

polyploïdes naturels (216). La production et la fusion de gamète non-réduits est la voie 

prédominante conduisant à la polyploïdie chez les plantes. La capacité à produire ces gamètes 

spéciaux est une caractéristique héréditaire mise en évidence chez de nombreuses espèces de 

plantes et qui est de ce fait contrôlé génétiquement. Cependant, des facteurs environnementaux tels 
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que la température, les herbivores, les blessures, le manque d’eau et de nutriments influencent la 

production de gamètes non réduits (216). Une fois formé, le gamète non réduit peut fusionner avec 

un autre gamète non réduit (polyploïdisation bilatérale) ou réduit (polyploïdisation unilatérale). 

D’un point de vue cytologique, au cours de la méiose, deux processus permettent la production de 

gamètes non réduits à partir de plantes diploïdes. Le premier processus (aussi appelé restitution de 

première division, FDR) implique une méiose I incomplète, lors de laquelle la séparation des 

chromosomes homologues n'a pas lieu. S’en suit une méiose II tout à fait normale, cependant deux 

cellules diploïdes sont formées au lieu de quatre cellules haploïdes. Le deuxième processus (appelé 

aussi restitution de deuxième division, SDR) implique quant à lui une méiose I normale suivie 

d’une méiose II défectueuse, qui aboutit également à deux cellules diploïdes au lieu de quatre 

cellules haploïdes. On considère souvent que la FDR produit des gamètes ayant un niveau 

d’hétérozygotie comparable aux parents (les deux chromatides étant non-sœurs), alors que la SDR 

produit plutôt des gamètes avec un niveau d’hétérozygotie inférieur à celui des parents tendant vers 

l’homozygotie (les chromatides étant sœurs) (217, 218). 

Les épisodes de polyploïdie ont clairement joué un rôle majeur dans l'évolution et la spéciation des 

plantes. Les événements de polyploïdisation semblent souvent associés à une augmentation de la 

vigueur et à l'adaptation du polyploïde ainsi créé à de nouvelles conditions par l’apparition de 

phénotypes extrêmes (219). Grâce à des approches phylogénétiques, Fawcett et al. en 2009 (220) 

ont montré que de nombreuses lignées de plantes ont vécu indépendamment des WGD à l'époque 

de l'extinction du crétacé-tertiaire (extinction K-T). Ils ont également suggéré que la polyploïdie a 

favorisé certains changements (l'augmentation de la variabilité phénotypique, l'hétérosis, la 

tolérance aux mutations, la sous-fonctionnalisation suite à la duplication de gènes et les 

modifications des modes de reproduction) permettant aux individus polyploïdes de survivre aux 

modifications environnementales de cette époque et d’ainsi supplanter bon nombre de leurs 
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Figure 20 : Différence entre autopolyploïdie et allopolyploïdie. De façon générale, l’autopolyploïdie proviendrait 

d’une duplication du même génome et aurait une origine monophylétique. À l’inverse, l’autopolyploïdie viendrait 

de l’association de génomes d’espèces différentes et aurait donc une origine polyphylétique. 
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progéniteurs diploïdes. Les nouvelles caractéristiques résultant alors de ces changements suscitent 

aujourd’hui un grand intérêt dans l’optique du développement de polyploïdes synthétiques destinés 

à être intégrés dans des programmes de sélection variétale. La conséquence la plus répandues de la 

polyploïdie et l’augmentation de la taille des cellules due à l’augmentation du nombre de copies 

des gènes, cet effet est appelé effet « Gigas ». Bien que ce ne soit pas toujours le cas (212), les 

individus polyploïdes vont souvent arborer des organes plus grands comparés à leurs ascendants 

diploïdes, comme les racines, les feuilles, les fruits, les tubercules, les fleurs et les graines (221). 

Un individu polyploïde peut apparaitre au sein d'une seule espèce (autopolyploïde), ou avoir une 

origine hybride (allopolyploïde) (221) (Figure 20). L’appartenance d’un individu à l’une ou à 

l’autre de ces deux classes est faite en analysant les profils d’appariement et d’héritage. 

 

 L’autopolyploïdie 

Les autopolyploïdes résultent de l’association d’au moins 2 lots de chromosomes provenant d’une 

même espèce (Figure 20). Ils possèdent alors plus de deux copies de chaque chromosome. Par 

exemple les autotétraploïdes possèdent quatre copies de chaque chromosome (deux paires 

identiques de chromosomes homologues), on dit qu’ils sont à 4n chromosomes. Ils forment des 

bivalents aléatoires entre paires d’homologues, ainsi on observe des méioses diploïdes au sens 

cytologique mais pas au sens génétique (222). Dans la liste des autopolyploïdes couramment utilisé 

en agriculture, on trouve le bananier (Musa acuminata, autotriploïde, 3x=33), la pomme de terre 

(Solanum tuberosum L., autotétraploïde, 4x=48), ou encore le kiwi (Actinidia chinensis, 

autotétraploïde, 4x=116) (Table 1). 
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 L’allopolyploïdie 

Les allopolyploïdes ont pour origine une hybridation interspécifique (Figure 20) c’est-à-dire qu’ils 

ont pour chaque chromosome au moins deux paires diploïdes provenant de parents d’espèces 

différentes. Les allopolyploïdes sont la plupart du temps considérés comme étant composés de deux 

sous-classes qui sont les allopolyploïdes vrais et les allopolyploïdes segmentaires. Les 

allopolyploïdes vrais résultent de l’hybridation entre des espèces à l’apparentement lointain. Dans 

ce cas, les chromosomes complémentaires provenant de chaque espèce ne se lient pas les uns aux 

autres, ce qui entraîne la formation d’univalents lors de la méiose et un modèle héréditaire 

désordonné. En ce qui concerne les allopolyploïdes segmentaires, ceux-ci proviennent de 

l'hybridation d'espèces étroitement apparentées possédant des génomes partiellement différenciés 

(221). Par conséquent, les allopolyploïdes segmentaires peuvent présenter la formation 

d’univalents, de bivalents et/ou de multivalents pendant la méiose. Ils sont ainsi considérés comme 

un type de polyploïdes intermédiaires entre les vrais allopolyploïdes et les autopolyploïdes (223). 

Le colza (Brassica napus L., allotétraploïde, 4x=38), le tabac (Nicotiana tabacum L., 

allotétraploïde, 4x=48), le coton (Gossypium hirsutum L. et Gossypium barbadense L., 

allotétraploïde, 4x=52) et le blé tendre (Triticum aestivum L., allohéxaploïde, 6x=42) font partie 

des allopolyploïdes couramment utilisés en agriculture (Table 1). 

 

 Contraintes liées à la Polyploïdie 

Bien que la polyploïdie soit répandue chez les plantes, elle oppose une difficulté supplémentaire 

aux chromosomes qui ont à leur disposition plus d’un partenaire auquel ils pourraient s’associer. 

En effet, à partir du moment où un chromosome ne se liera pas à son homologue, les gamètes 
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générés vont être déséquilibrés et la fertilité va être réduite (224). Néanmoins, la probabilité que 

cela se produise va être différente suivant le polyploïde concerné. 

 

2.6.4.1 Autopolyploïdes 

Chez les autopolyploïdes, tous les partenaires potentiels sont véritablement des homologues qui 

peuvent réellement recombiner entre eux et l’apparition de multivalents devient fréquente mais non 

systématique (225). Les chromosomes homologues forment des bivalents aléatoires résultant en 

méioses diploïdes au sens cytologique mais pas au sens génétique (222). Si l’on s’en tient à la 

théorie, une simple baisse de la formation de CO entrainerait une augmentation de la formation de 

bivalents et une amélioration de la ségrégation des chromosomes (29). Des travaux chez 

Arabidopsis arenosa, un autotétraploïde, ont montré que celui-ci forme moins de chiasma par 

bivalent que les diploïdes (226). 

 

2.6.4.2 Allopolyploïdes 

Chez les allopolyploïdes, la situation est plus complexe du fait que les chromosomes proviennent 

de parents diploïdes différents (on parle ici de chromosomes homéologues). Ils ne sont alors pas 

complétements complémentaires et interchangeables. La plante doit donc mettre en place un 

système pour pouvoir séparer les chromosomes homologues des homéologues pour que la 

ségrégation chromosomique se fasse correctement. Ce système est contrôlé génétiquement chez 

tous les allopolyploïdes (227), mais alors que leur rôle est absolument indispensable, les locus 

régulant la formation des CO entre homéologues restent encore mal connus. Seul le locus Ph1 du 

blé a été caractérisé au niveau moléculaire (voir chapitre 2.6.5.2). Ph2 est un autre locus bien 

caractérisé mais encore non identifié chez le blé (228, 229). Il altèrerait la recombinaison entre 

homéologues dans les allopolyploïdes. Néanmoins Ph2 ne fonctionnerait pas de la même manière 
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Figure 21 : Origine de blé tendre. Schéma représentant les deux évènements de polyploïdisation à l’origine du 

blé tendre Triticum aestivum. Ces évènements sont spécifiés par les étoiles bleues. La composition des génomes 

de chacune des espèces est spécifiée sous le nom d’espèce par les caractères A, B, ou D. 
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que Ph1 et en l’absence de Ph2, la synapse serait raccourcie et retardée alors que dans les mutant 

ph1 chez le blé, elle serait complète. 

 

 Cas du Blé tendre, espèce polyploïde modèle 

2.6.5.1 Historique 

Le blé tendre (Triticum aestivum L.) est un allo-hexaploïde dont le génome noté AABBDD est 

composé de trois sous-génomes diploïdes comportant sept chromosomes chacun (2n = 6x = 42) 

(Figure 21). Il descend de trois ancêtres différents qui ont divergé il y a 2,5-4,5 millions d’années. 

Deux de ces ancêtres, Triticum urartu (AA) et un membre de la section des Sitopsis (BB) se sont 

hybridés il y a 0,5 à 3 millions d’années. C’est le premier évènement de polyploïdisation créant 

Triticum turgidum diccoïdes (AABB). Cet ancêtre allotétraploïde va évoluer suite à sa 

domestication il y a environ 10-12 milles ans et donner Triticum turgidum diccocum (AABB). 

Enfin le deuxième et dernier évènement de polyploïdisation entre cet ancêtre AABB et Aegilops 

tauschii (DD) a eu lieu il y a 7000-9000 ans pour donner le blé tendre actuel, Triticum aestivum 

(AABBDD). 

Ce génome allo-hexaploïde AABBDD de grande taille (environ 15 Gb, soit près de 5 fois la taille 

du génome humain et 160 fois celui d’Arabidopsis) est majoritairement constitué de séquences 

répétées (80%). Chacun des sous-génomes (A, B ou D) est composé de 7 chromosomes et, par 

exemple, les deux chromosomes 1A seront dit homologues alors que les chromosomes 1A, 1B et 

1D seront dit homéologues. Ces particularités sont à l’origine du retard conséquent qu’accusent les 

études sur la structure de ce génome et notamment sur son profil de recombinaison. 
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2.6.5.2 Recombinaison homéologue 

La particularité polyploïde du blé tendre pourrait poser la question de l’appariement entre 

homéologues de ces sept jeux de chromosomes ayant une similarité très forte Cependant force est 

de constater que le blé tendre se comporte comme une espèce diploïde en ce qui concerne la méiose, 

impliquant un contrôle supplémentaire de l’appariement entre homéologues. Dans les années 1950 

(230), un locus appelé Ph1, pour Pairing homeologous 1, a été identifié comme permettant 

l’appariement correct des chromosomes homologues. Localisé sur le bras long du chromosome 5B 

(231), il est composé d’un groupe de gènes de type Cdk (proche des Cdk2 de mammifères, (232–

234) rendus défectueux par l’insertion d’une copie d’un segment d’hétérochromatine provenant de 

la partie subtélomérique du chromosome 3B. Ce locus favoriserait une méiose de type diploïde par 

l’altération de la condensation de la chromatine en réduisant l’activité de protéines de type CDK2 

(234). Il contient notamment une copie paralogue du gène TaZip4 nommé TaZip4-2B et présent 

en une seule copie et seulement sur le chromosome 5B. Des mutants pour ce seul gène au sein du 

locus Ph1 ont montré de hauts niveau de CO homéologues lors de croisements avec des espèces 

apparentées sauvages (235). Ce locus est absent des espèces diploïdes apparentées, ce qui suggèrent 

que celui-ci est apparu après les évènement de polyploïdisation (236). L’absence de Ph1 induit 

également une augmentation du nombre de sites MLH1 sous certaines conditions de culture (237). 

TaAsy1 est un autre gène dont l’activité est modifiée par l’absence du locus Ph1. Cependant, 

l’impact sur TaAsy1 n’est pas encore très clair. TaAsy1 pourrait être une cible du locus Ph1 comme 

il pourrait aussi simplement réagir en réponse à la charge méiotique laissée par l’absence de Ph1.  

D’autres portions chromosomiques jouent un rôle dans l’appariement entre chromosomes pour la 

recombinaison : le groupe d’homéologie 3. Plus précisément, un locus nommée Ph2 localisé sur le 

bras court du chromosome 3D (238–240). Le ou les gènes de ce locus n’ont pas encore été identifiés 

mais Ph2 aurait une incidence sur la recombinaison chez les blés allohaploïdes (ABD), 
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Figure 22 : Répartition des évènements de recombinaison le long du chromosome 3B de blé tendre. 6909 

marqueurs ont été génotypés le long du chromosome 3B dans la descendance d’une population de croisement 

entre les variétés de blé tendre Chinese Spring et Renan, pour la recherche d’évènement de recombinaison. Le 

ratio en cM/Mb a été déterminé entre chaque marqueurs. 

 

 

 

  



 

98 

 

pentaploïdes (AABBD) et les hybrides haploïdes entre le blé et le seigle (ABDR) (238, 239). Un 

autre gène qui serait une copie homéologue de Ph2 porté par le bras court du chromosome 3A (240, 

241), préviendrait aussi la recombinaison homéologue mais serait moins efficace que Ph2 (241). 

Le retrait des bras court des chromosomes 3A ou 3D dans des hybrides entre le blé et le seigle 

(240) montre un niveau d’appariement homéologue au moins équivalent à celui de plantes dans 

lesquelles Ph1 est absent. 

 

2.6.5.3 Recombinaison homologue 

Chez le blé tendre, la recombinaison est principalement localisée au niveau des télomères avec un 

modèle de répartition dit en U (Figure 22) (50, 53, 55). La première visualisation de la localisation 

préférentielle de la recombinaison dans les parties distales a été faite en 1993 avec la visualisation 

cytologique des chiasmas chez des lignées de blé dur dans les parties distales des chromosomes du 

groupe 3 (242). L’étude d’autres groupes d’homéologie relierait la recombinaison aux parties 

riches en gènes (48, 243, 244). La structure et le contenu de ces régions seraient un des facteurs 

permettant la recombinaison. En effet, en modifiant les chromosomes (délétions, translocations, 

retournement de bras chromosomique), les chiasmas, et donc la recombinaison méiotique, ont 

toujours lieu dans les mêmes régions (245). 

La recombinaison chez le blé tendre a tout particulièrement été étudiée le long du chromosome 3B 

(50, 53, 55). Ces études ont permis de montrer que la recombinaison s’effectue à 90% dans les 

régions sub-télomériques distales. Ces régions ne représentent pourtant que 40% du chromosome. 

Des études supplémentaires utilisant 3075 marqueurs génétiques répartis sur le chromosomes 3B 

(38,2+/-9,4 SNPs / 10MB) ont permis le génotypage de plus de 280 lignées recombinantes SSD 

(Single Seed Descent) entre la variété asiatique Chinese Spring et la variété européenne Renan, et 

720 individus issus d’une collection provenant de ressources génétiques. Ce génotypage met en 
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évidence que la recombinaison a lieu dans seulement 13% du chromosome (53) avec un taux de 

recombinaison moyen le long du chromosome de 0,16 cM/Mb avec 3,6 CO en moyenne par paire 

de chromosomes homologues. Ce taux variable le long du chromosome 3B permet la segmentation 

de celui-ci en 3 parties : deux parties distales R1 et R3 et une partie centrale R2 contenant le 

centromère. Les taux de recombinaison sont de 0,60, 0,96 et 0,05 cM/Mb respectivement pour ces 

régions R1, R3 et R2 (53). De ces résultats découle alors l’identification de 22 régions avec un taux 

de recombinaison 10 fois supérieur à la moyenne du chromosome, pouvant être ainsi considérées 

comme des points chauds de recombinaison (53). L’étude d’un point chaud de recombinaison sur 

le chromosome 3B a permis de mettre en évidence que les CO ont tendance à avoir lieu près des 

gènes (52). 

La localisation préférentielle des CO au niveau des télomères implique qu’une grande partie des 

gènes situés au milieu des bras et proches du centromère ont peu ou pas de chance d’être brassés 

génétiquement. On voit alors se mettre en place des liaisons négatives entre des gènes d’intérêt 

agronomique et des gènes considérés comme ayant des effets négatifs (sensibilité aux maladies, 

sensibilité à la sècheresse, etc.). Il devient alors indispensable de connaitre et maitriser la 

machinerie méiotique pour ainsi pouvoir améliorer le brassage génétique. 

Des expériences immunologiques dont certaines ont été réalisées récemment sur le blé tendre (246) 

permettent d’avancer que le déroulement de la méiose chez le blé serait similaire à celle d’autres 

céréales à grand génome comme l’orge. Une structure particulière dite en guirlande de Noël (tinsel-

like) a été observés chez l’orge et le blé tendre. De plus les acteurs de la méiose et de la 

recombinaison méiotique identifiés dans les espèces végétales modèles conserveraient leur rôle 

chez le blé tendre (247). 

Les connaissances limitées de la mécanistique de la méiose chez cette espèce de grande culture 

opposent alors un frein indéniable à la maitrise et à la modification de celle-ci. De nombreuses 
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questions restent alors en suspens et les études permettant de mieux comprendre la recombinaison 

méiotique chez le blé tendre permettront de franchir ces écueils pour mieux la contrôler 
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 Objectifs de la thèse 

Chez le blé tendre, l’essentiel des évènements de recombinaison apparait dans les parties distales 

des chromosomes pour décroître au niveau de la région péricentromérique. Ce profil est tout à fait 

particulier et il semble spécifique des espèces à grands chromosomes. L’obtention récente de la 

séquence complète du génome du blé tendre, annotée et ancrée sur les cartes génétiques a permis 

de progresser sur la distribution et l’intensité de la recombinaison et sur l’impact que cela peut 

avoir sur le brassage génétique qui en découle. En effet, la recombinaison est quasiment absente 

des parties péricentromériques portant près de 70% des gènes. Ce résultat suggère alors des 

difficultés à brasser correctement les gènes et les allèles et à trouver rapidement des combinaisons 

originales susceptibles d’améliorer l’efficacité de développement de nouvelles variétés répondant 

aux enjeux actuels d’une agriculture assez productive pour répondre aux besoins et respectueuse 

des contraintes environnementales. De nombreuses stratégies voient le jour pour mieux contrôler 

la recombinaison. Ainsi la recherche de mutants de gènes méiotiques semble être une stratégie 

intéressante pour augmenter la recombinaison mais à des endroits où celle-ci existe déjà. D’autres 

stratégies font intervenir la température et les marques épigénétiques mais posent la question de 

savoir comment cela va fonctionner chez le blé alors que son génome est majoritairement composé 

d’éléments transposables. Le ciblage de la recombinaison méiotique semble alors prometteur mais 

de nombreuses questions restent en suspens : Quelle technique de ciblage ? Quelle stratégie pour 

amener la recombinaison à un endroit donner ? Quelles caractéristiques de la séquence pour la 

cible ? 

L’amélioration ciblée de la recombinaison dans certaines régions a déjà été expérimentée chez la 

levure (200). Afin de diriger la recombinaison méiotique dans des régions normalement faiblement 

recombinogènes, La protéine SPO11, catalysant les CDB initiatrices de la recombinaison 
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méiotique, a été fusionnée à un domaine de liaison à l’ADN afin de cibler des région précises du 

génome. Cette protéine de fusion augmente significativement (jusqu’à 20 fois) les CDB dans des 

régions normalement froides et cette augmentation est couplée avec un accroissement simultané de 

la recombinaison (jusqu’à 10 fois). Ainsi, le ciblage des CDB stimule la recombinaison le long des 

chromosomes. Leurs résultats montrent aussi que bien que la recombinaison soit stimulée au niveau 

des CDB ciblées, celle-ci est redistribuée le long du chromosome. Cette technologie portant le nom 

de Spix®, couverte par un brevet détenu par la société Meiogenix®, est donc intéressante afin 

d’évaluer s’il est possible de diriger la recombinaison méiotique chez le blé. En particulier, il s’agit 

d’étudier si le ciblage d’une région connue pour être faiblement recombinogène améliore la 

recombinaison dans cette région et modifie le taux de recombinaison autour de cette zone et au 

niveau du chromosome entier.  

L’objectif principal de mon travail de thèse est alors d’étudier les facteurs déterminants pour le 

ciblage de la recombinaison méiotique chez le blé tendre afin d’améliorer celle-ci. Afin d’y 

parvenir, il s’agit dans un premier temps de retrouver et d’annoter les séquences codant pour les 

protéines SPO11 chez le blé tendre afin de parvenir à une séquence fonctionnelle. Ensuite il s’agit 

d’exploiter la séquence complète du chromosome 3B de blé pour identifier des zones faiblement 

recombinogènes et y-définir des zones cibles favorables pour initier une CDB dirigée, catalysée 

par la protéine SPO11. Des projets similaires ont été initiés chez le maïs et le riz dans d’autres 

laboratoires. Enfin, il s’agit aussi de déterminer quelle biotechnologie de ciblage à l’ADN est la 

plus fonctionnelle, polyvalente et efficace pour conduire la protéine SPO11 dans des régions 

choisies afin de catalyser les cassures double-brinss initiatrices de la recombinaison méiotique. 

Si les résultats s’avèrent concluant, il sera intéressant d’utiliser cette technologie pour casser des 

liaisons négatives chez le blé. De plus, ces avancées pourraient être transférables à d’autres espèces 

d’intérêt dans la mesure où le génome du blé présente des particularités uniques (taille, quantité de 
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séquences répétées, polyploïdie) qui en font l’un des modèles les plus complexes des espèces 

cultivées. Si cette stratégie est fonctionnelle sur blé, il est donc très vraisemblable qu’elle sera 

adaptable à toutes les espèces ayant un génome moins complexe. 
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Figure 23 : Schéma de détermination des séquences génomiques et CDS des gènes Spo11-1 et Spo11-2 de blé 

tendre. La séquence des gènes Spo11-1 et Spo11-2 d’Arabidopsis thaliana ont permis d’isoler 6 contigs dans la 

base de donnée des séquences du blé tendre. Chacun des contigs est soumis à la plateforme TriAnnot© et dans le 

cas d’un défaut d’annotation, la séquence est annotée à la main grâce à la séquence génomique de Brachypodium 

distachyon. Enfin la détermination des CDS est faite par alignement manuel avec les séquence d’Aegilops tauschii 

et Brachypodium distachyon. 

 

  

 



 

112 

 

3 MATERIELS ET METHODES 

 Découverte des orthologues de SPO11 chez le blé tendre et 

clonage 

es orthologues de Spo11-1 et Spo11-2 chez le blé sont isolés en utilisant comme séquence 

source les protéines d’Arabidopsis thaliana qui sont déjà bien identifiées et caractérisées 

(Figure 23). Pour ce faire nous avons effectué une recherche BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool, 225) à partir des séquence Arabidopsis (Spo11-1 et Spo11-2) sur la base de données 

sur le génome du blé la plus fiable disponible au laboratoire lors du début des recherches (CSS, 

Chromosome Survey Sequencing, 226). Cette base de donnée est issue du séquençage de bras de 

chromosomes isolés. De cette manière chaque séquence est associé à un chromosome d’un des 

trois génomes homéologues. Partant du principe que les deux gènes possédaient chacun trois 

orthologues correspondant aux trois génomes du blé tendre, seul le premier résultat avec la plus 

forte e-value pour chaque génome a été conservé. 

Une fois les séquences génomiques récupérées, la position des exons et des introns est déterminée 

afin de constituer la version codante de chaque gène. Pour cela, nous avons utilisé les deux gènes 

annotés chez Brachypodium distachyon, une poacée proche du blé tendre, avec la version 

génomique et CDS (c’est-à-dire les exons mis bout à bout dans l’ordre dans lequel ils sont présents 

dans la version génomique) de chaque gène ainsi que les deux gènes annotés chez Aegilops 

tauschii, l’ancêtre du génome D du blé tendre. Le génome de l’ancêtre du génome A, Triticum 

urartu, n’était pas d’assez bonne qualité pour être exploité et l’ancêtre direct du génome B n’est 

pas identifié et les génomes des espèces apparentées n’étaient pas disponibles. 

L 
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Figure 24 : Modélisation des protéines SPO11-1 et SPO11-2 par homologie de séquences grâce à l’outil en ligne 

PHYRE2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). 
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Les séquences génomiques et CDS des deux références (Brachypodium distachyon et Aegilops 

tauschii) ont été alignées au niveau des parties exoniques afin de déterminer la limite de chaque 

intron. Les séquences génomiques du blé tendre ont ensuite été alignées sur cet alignement de 

séquences de référence pour déterminer les limites des introns et des exons. A chaque intron, une 

vérification des signaux théorique d’épissage (AG-GT) a été effectuée pour valider l’intron (et par 

extension, l’exon). En plus de l’alignement des séquences génomiques de Spo11-1 et Spo11-2 par 

rapport à des séquences de référence, chaque portion génomique est soumise à la plateforme en 

ligne Triannot (https://urgi.versailles.inra.fr/Tools/TriAnnot-pipeline) qui a pour but de déterminer 

la présence d’un gène au sein d’une séquence et sa partie codante grâce à des bases de données 

protéiques et transcriptomiques.  

Par la suite, le génome annoté du blé tendre a été rendu disponible au sein du laboratoire et la 

séquence génomique et codante des trois copies homéologues de Spo11-1 et Spo11-2 a été 

recherchée une nouvelle fois par BLAST puis annotée selon le même processus. Les CDS des 

gènes de blé ainsi déterminés ont été traduits en protéines grâce au logiciel en ligne ExPASy 

Translate (https://web.expasy.org/translate/) avec les paramètres par défaut. Une modélisation des 

deux protéines a été faite grâce à la plateforme Phyre 2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) (Figure 24). 

Compte-tenu de la forte similarité de séquence entre celle de blé et celle d’Ae tauschii, ancêtre du 

génome D, nous avons choisi de synthétiser la version ADNc du gène Spo11-1 portée par le 

génome D. Celle-ci a été synthétisée avec une courte séquence supplémentaire du côté 5' du gène 

(codant pour le peptide PEFMAMEAPGIR), servant de linker/spacer (ou lien/espaceur) dans la 

construction future de protéines de fusion (pour ainsi vérifier si celui-ci n’interfère pas dans la 

fonction de protéine), et flanquée des sites attB de recombinaison de la technologie de clonage 

Gateway™. Le produit synthétisé a été inséré dans un pDONR221 portant une résistance 
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antibiotique à la Zeocin™ et a ensuite été vérifié par séquençage. Le fragment complet a ensuite 

été cloné dans le vecteur Gateway™ de destination pMDC132 (250) dans lequel le promoteur 35S 

a été remplacé par le promoteur du gène Rad51 d’Arabidopsis (1031 pb en amont de l'ATG du 

gène Rad51) (117, 251) par une digestion HindIII/AscI. Le plasmide a ensuite été inséré dans une 

souche C58C1 d’Agrobaterium tumefaciens qui a ensuite été utilisée pour transformer des plantes 

mutantes hétérozygotes spo11-1-2 par la méthode du trempage floral (Floral dip, 228). Les graines 

T1 des plantes transformées par Agrobacterium ont été semées sur du substrat de culture et les 

transformants T1 ont été sélectionnés pour leur résistance à l'hygromycine sur milieu gélosé solide 

(0,5X MS/1% de saccharose / 0,8% agar) contenant 15 µg/ml d'Hygromycine B Gold (InvivoGen). 

La présence du transgène et les génotypes des transformants ont été vérifiés par PCR. 

 

 Complémentation d’un mutant d’Arabidopsis par le gène 

orthologue chez le blé tendre 

 Matériel végétal et conditions de culture 

Le mutant d'Arabidopsis thaliana spo11-1-2 (AT3G13170) utilisé dans ce travail a été décrit 

précédemment (204). Les plantes d'Arabidopsis ont été cultivées dans les conditions standard 

suivantes : les graines ont été stratifiées dans de l'eau à 4 ° C pendant 2 jours et cultivées sur substrat 

ou in vitro dans des boites d'agar à 0,8%, additionnées de 1% de saccharose et de sels Murashige 

et Skoog (à moitié de leur concentration usuelle, M0255; Duchefa Biochemie). Les plantes ont été 

cultivées dans une serre ou une chambre de croissance avec un cycle lumière / obscurité de 16/8 

heures, à 23 ° C et à une humidité relative de 60%. 
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 Obtention de séquences des protéines SPO11-1 multi-espèces et phylogénie 

Nous avons utilisé Ensembl Plant (253) et Ensembl (254) comme source pour les séquences des 

protéines SPO11-1 de plantes et SPO11 d’animaux. Nous avons également utilisé Plaza 4.0 (255) 

comme source pour les séquences protéiques de SPO11-1 de plantes. Les séquences des protéines 

SPO11 et SPO11-1 utilisées dans cette étude sont énumérées dans la Table 2. La phylogénie a été 

réalisée à l'aide de la plateforme Phylogeny.fr (256, 257) avec les paramètres suivants: Alignement 

ClustalW avec la curation de Gblocks et l’algorithme Maximum Likelihood (PhyML) pour la 

construction de l'arbre. 

 

 Etalements de chromosomes méiotiques mâles 

Les étalements chromosomiques ont été préparés selon le protocole décrit par Ross et al. en 1996 

(258). En bref, des inflorescences entières ont été fixées dans une solution d'éthanol et acide 

acétique glacial (3: 1) pendant 3 x 30 min et conservées à -20 ° C jusqu'à utilisation ultérieure. Les 

boutons floraux immatures ont été rincés deux fois à température ambiante dans de l'eau distillée 

pendant 5 min, suivi de deux lavages dans du tampon citrate 1X pendant 5 min. Des bourgeons de 

taille appropriée ont été sélectionnés sous loupe binoculaire et incubés pendant 75 à 90 minutes sur 

une lame dans 100 µL de mélange d’enzymes (0,3% p/v de cellulase (Sigma), 0,3% p/v de 

pectolyase (Sigma) et 0,3% de cytohélicase (Sigma)) dans une enceinte humide à 37 ° C. Chaque 

bouton a ensuite été ramolli pendant 1 minute à 45 ° C dans 15 µL d’acide acétique à 60% sur 

lame, fixé avec une solution d’éthanol glacé/acide acétique glacial (3:1) et séché à l’air. Finalement, 

les lames ont été montées dans une solution de montage Vectashield avec DAPI (1,5 µg.mL-1; 

Vector Laboratories Inc., http: // www. Vectorlabs.com/). 
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Figure 25 : Schéma représentant les étapes de définition des zones cibles sur le chromosomes 3B de blé tendre. 
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 Microscopie 

Toutes les observations ont été effectuées avec un microscope à épifluorescence Zeiss 

AxioImager.Z1 motorisé (Zeiss) avec un objectif à huile PL Apochromat 100X/1.40. Les 

photographies ont été prises avec une caméra AxioCam MRm (Zeiss) pilotée par le logiciel ZEN 

Pro (Zeiss). Les images capturées ont ensuite été traitées et ajustées pour la luminosité et le 

contraste avec les logiciels ZEN Pro et ImageJ FIJI. 

 

 Analyses statistiques 

Tous les graphiques et analyses statistiques ont été réalisés à l'aide du logiciel GraphPad PRISM 

6. Pour déterminer si les différences entre deux groupes étaient statistiquement significatives, les 

groupes ont été comparés à l'aide d’un test classique ANOVA à un facteur et d’un test de Holm-

Sidak afin de prendre en compte les comparaisons multiples. Une P-value inférieure ou égale à 

0,05 était considérée comme statistiquement significative. 

 

 Recherche de cibles pour la technologie SpiX le long du 

chromosome 3B 

 Définition des zones cibles sur le chromosomes 3B 

3.3.1.1  Zones non recombinantes 

L’identification des zones cibles a nécessité l’analyse approfondie de la séquence du chromosome 

3B (Figure 25) dont le taux de recombinaison méiotique a été initialement déterminé sur des 

séquences dites scaffolds résultants de l’assemblage de lectures de séquençage mais ne couvrant 

que de petites portions du chromosome (quelques mégabases). Nous nous sommes servis du 
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Figure 26 : représentation schématique de la création d’un index Tallymer 25kmer. 
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résultat de cette cartographie pour déterminer les 439 scaffolds ayant un taux de recombinaison 

égal à zéro. Les données de la littérature indiquent que la recombinaison a préférentiellement lieu 

dans les parties 5’ des gènes (39). Nous avons donc choisi d’extraire in silico les 1000 paires de 

bases précédant chacun des 2820 gènes présents dans ce set de scaffolds non-recombinants pour 

en faire le jeu de séquences de base pour la recherche de zones cibles pour la technologie SpiX. Ce 

sont alors 2820 séquences correspondant aux régions promotrices des gènes qui constituent la base 

de données de départ pour la recherche de zones cibles.  

Le génome du blé présente une haute fréquence de séquence répétées ou éléments transposables, 

et afin d’éliminer ces séquences répétées du set de 2820 séquences, celle-ci ont été soumises à un 

index Tallymer 25kmer (259) réalisé à partir des Chromosomes Survey Sequences (CSS) 

disponibles pour le blé tendre (249) (Figure 26). Cet index est réalisé en extrayant des séquences 

de 25 paires de bases avec une fenêtre glissante de 1 paires de bases à partir des CSS. Cette étape 

a pour action d’identifier et d’éliminer les séquences répétées au sein du set de 2820 séquences. 

Pour ce faire, les séquences de 25 paires de bases sont alignées sur les 2820 séquences de notre set 

d’intérêt. Les régions correspondant à une même séquence de 25 paires de bases sont alors 

masquées pour pouvoir être éliminées. L’étape de masquage a pour effet de subdiviser chaque 

séquence de 1000 paires de bases en une multitude de séquences faisant parfois quelques paires de 

bases. Pour que l’on puisse correctement par la suite dessiner des cibles TAL ou CRISPR au sein 

de ces séquences, une fois ce processus terminé, seules les séquences non masquées et supérieures 

à 100 paires de bases sont conservées, ce qui représente un total de 6395 séquences. Afin de 

s’assurer de l’unicité de chacune de ces séquences, elles ont été soumises à des BLAST (248) à la 

fois sur les CSS et sur la séquence du chromosome 3B (53), afin de ne sélectionner que celles ne 

possédant qu’une seule homologie unique dans les deux cas. A la fin de ce crible, seules 25 

séquences ont été conservées. Autant que cela a été possible, ces séquences ont été subdivisées en 
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séquences de 100 paires de bases environ et soumises une nouvelle fois à des BLAST sur les deux 

bases de données citées ci-avant. Au final, ce sont 19 séquences uniques de 100pb qui ont été 

retenues afin de servir de set de départ pour le dessin de cible TAL ou CRISPR pour le système 

SpiX dans des régions non recombinantes. 

 

3.3.1.2 Zones recombinantes 

Le même protocole que précédemment a été employé (Figure 25), à ceci près que le set de scaffolds 

de départ était cette fois-ci des scaffolds présentant un taux de recombinaison avoisinant la 

moyenne de recombinaison sur le chromosome 3B, à savoir 0.21 cM/Mb. Nous avons retenu 27 

scaffolds de départ sur lesquels nous avons identifié les gènes et extrait in silico les 261 séquences 

dites promotrices de 1000 paires de bases. Etant donné le faible nombre de séquences par rapport 

au précédent jeu de données, nous avons préféré diviser chaque séquence de 1000 paires de bases 

en séquences de 100 paires. Ceci nous a permis de générer 2610 séquences à partir des 261 

séquences promotrices sans perdre d’information. Elles ont été soumises au même processus que 

le jeu de données précédent afin de masquer les séquences répétées et de ne sélectionner que les 

séquences de 100 paires de bases n’ayant pas subi de masquage. Un total de 652 séquences a alors 

été soumis à un BLAST contre les CSS et la séquence du chromosome 3B et 23 ont présenté une 

seule homologie de séquence et ont été sélectionnées pour le dessin de cible TAL ou CRISPR pour 

le système SpiX dans des régions faiblement recombinantes. 

A partir de ces deux jeux de données, des cibles ont été dessinées en respectant les spécifications 

propres à chaque domaine de liaison à l’ADN désiré. Pour faciliter l’analyse de la recombinaison 

et pour garantir au mieux la réussite du projet, le nombre de cible à dessiner en région non-

recombinante comme en région faiblement recombinante a été arrêté à trois, pour un total de 6 
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Figure 27 : Répartition des cibles TAL le long du chromosome 3B de blé tendre. L’axe des abscisses représente 

le chromosome 3B. Les cibles potentielles sont matérialisées par des losanges. Les cibles TAL choisies pour le 

ciblage TAL sont indiquées par une flèche verte. Le centromère est modélisé en rouge. 

 

 

 

  

 

 

Figure 28 : Vecteur la séquence codante du TAL (TAL N terminus, TAL et TAL C terminus) juste après laquelle 

a été inséré la séquence CDS du gène Spo11-1 ou Spo11-2 en conservant ou non les deux premiers introns, sous 

le contrôle du promoteur UBI. Les séquences TAL et Spo11-1 ou Spo11-2 sont séparés par un linker permettant 

de rendre indépendante les deux protéines une fois fusionnées. Asc1 : site enzymatique de linéarisation du vecteur 

pour utilisation en biolistique. attB3 et attB4 : bornes de recombinaison Gateway. Bla promoter et Amp(R) : gène 

de résistance bacterien. 3’NOS : terminateur de la Nopaline synthase. NLS : signal d’adressage au noyau. V5 

epitope tag : marqueur protéique reconnu par des anticorps commerciaux.  
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régions distinctes ciblées pour l’amélioration de la recombinaison méiotique grâce au système 

SpiX. 

 

 Définition des cibles au sein des zones déterminées sur le chromosomes 3B 

pour les différentes technologies de liaison à l’ADN (TAL et CRISPR) 

3.3.2.1 Cibles TAL 

La première technologie de liaison à l’ADN retenu est celle des TALEN. Les cibles doivent 

respecter des critères stricts afin de pouvoir être pris en compte pour la construction de la séquence 

nucléotidique codante pour la protéine TALEN : la séquence de la cible doit faire 25pb, commencer 

par un T et contenir plus de 50% de GC. C’est donc avec les spécifications propres aux TALEN 

que nous avons dessiné trois cibles à partir du set de séquence unique dans des régions non 

recombinantes dans un premier temps. Ces trois cibles ont été nommées 15-412, 28-626 et 47-133 

et ont été choisies afin d’être reparties uniformément sur le chromosome 3B de blé tendre (Figure 

27). Ainsi la cible 15-412 se trouve en 5’ du centromère, la cible 47-133 au milieu du bras court et 

la cible 28-626 au milieu du bras long. Seule la cible 28-626 est située dans une région froide 

encadré par des régions chaudes alors que les deux autres sont situées dans des portions du 

chromosome éloignées de toute région chaude. Trois vecteurs contenant la séquence codant pour 

les trois protéines TALEN ont donc été commandés à la société GeneArt® sans la partie 

endonucléase (EN) qui sera remplacée par les protéines SPO11-1 et SPO11-2 et placée sous le 

contrôle du promoteur UBI de maïs (Figure 28). Le domaine de liaison est donc nommé TAL. Ces 

gènes ont une longueur de 3375 paires de bases et donnent une protéine de 1125 aa. Ces protéines 

TAL correspondant aux cibles 15-412, 28-626 et 47-133 sont ainsi nommées respectivement 

TAL15, TAL28 et TAL47. Ces protéines TAL sont composées de trois parties : une partie N-
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Figure 29 : Schéma de la protéine TAL. La protéine TAL est composée de 3 parties, deux fixes (N-terminale et 

C-terminale) et une comportant la spécificité de la protéine TAL à la cible. Ici chaque brique de couleur dans la 

partie centrale a une spécificité pour une des quatre bases de l’ADN. 

 

 

 

Figure 30 : Modélisation de la protéine TAL par homologie de séquences grâce à l’outil en ligne PHYRE2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). La flèche jaune indique que les acides aminés 12 

et 13 de chaque section de la partie spécifique du TAL sont orientés vers l’intérieur afin d’entrer en contact avec 

la double hélice de l’ADN. 

 

 

 

Figure 31 : Schématisation des six guides ARN (orange), chacun suivi par un backbone ARN (gris) et une queue 

poly-T (bleue) sous le contrôle du promoteur U6A de blé tendre (vert).   
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terminale et une partie C-terminale, qui sont toutes deux fixes quelle que soit la protéine TAL, et 

une partie centrale qui est, elle, spécifique de la cible (Figure 29). Cette partie centrale est une 

succession de séquences identiques comportant des SNP au acides aminés 12 et 13 qui feront la 

spécificité à la cible. Ces protéines ont une forme hélicoïdale afin de suivre la conformation en 

double hélice de la molécule d’ADN (Figure 30). 

 

3.3.2.2 Cibles CRISPR et dCAS9 

Ces guides ont été dessinés en respectant des critères stricts pour le dessin de guide CRISPR : la 

séquence doit faire 20pb, doit commencer par un G et doit être suivie d’une séquence dite PAM 

(NGG) non intégrée dans la séquence qui sera synthétisée mais qui servira de repère à la CAS9 sur 

la séquence cible. Chacun des guides est placé sous le contrôle du promoteur du gène U6 du 

génome A de blé tendre (U6A) et est suivi par la séquence codante pour un backbone ARN pour 

guide CRIPSR (partie reconnue par la CAS9) déjà utilisé chez le blé tendre (189). Les six séquences 

U6A-guide-backbone sont mises les unes à la suite des autres séparées par une queue poly T de 7 

nucléotides, afin de s’assurer de la fin de la transcription du guide couplé au backbone (Figure 31), 

et synthétisé dans un vecteur plasmidique (Annexe 1).  

Pour ce qui est de la protéine CAS9, nous avons choisi d’utiliser la version mutée de la protéine 

CAS9, la dead-CAS9 ou dCAS9. Cette version de la protéine CAS9 porte les mutations D10A et 

H840A, c’est-à-dire que la séquence ADN codant pour la protéine a été mutée pour que le codon 

codant pour l’acide aminé 10 ne code plus pour un aspartate (D) mais pour une alanine (A) et que 

celui codant l’acide aminé 840 ne code plus pour une histidine (H) mais aussi pour une alanine (A). 

Ces deux acides aminés sont considérés comme étant les sites enzymatiques responsables des CDB 

induites par CAS9 et ainsi mutés, celle-ci conserve son affinité pour le guide CRIPSR mais perd 
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Figure 32 : Schématisation du vecteur plasmidique contenant la dCas9 (Wheat optimised dead Cas9) fusionné à 

la séquence codante du gène Spo11-1 (cSpo11-1) placé sous le contrôle du promoteur UBI). AmpR : gène de 

résistance bactérien à l’ampicilline. NOS terminator : terminateur du gène de la nopaline synthase. ColE1 origin 

: origine de réplication du vecteur. attB2 et attB4 : bornes de recombinaison Gateway. Asc1 : site enzymatique de 

linéarisation du vecteur pour utilisation en biolistique. 
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sa capacité à couper l’ADN. La séquence codante pour la dCAS9 est placée en 5’ du CDS codant 

pour la protéine SPO11-1 de façon à maintenir le cadre de lecture et obtenir après transcription et 

traduction une protéine de fusion dCAS9-cSPO11-1, sous le contrôle du promoteur UBI, suivant 

le protocole de clonage Gateway (chapitre 3.4.1) (Figure 32). 

 

 Elaboration des constructions plasmidiques 

Les constructions ont été élaborées suivant le protocole de clonage Gateway™ à trois entrées de 

Invitrogen™ (Figure 33). Ce système fait appel à la recombinaison homologue entre de courtes 

séquences ADN flanquant les différentes parties que l’on souhaite mettre bout à bout, appelées par 

la suite « entrées ». L’entrée 1 est le promoteur, l’entrée 2 est le domaine de liaison à l’ADN (TALE 

ou CRISPR) et l’entrée 3 est la séquence du gène Spo11-1 ou Spo11-2. 

 

 Construction des vecteurs plasmidiques 

L’entrée numéro un consiste en la séquence du promoteur du gène codant pour l’Ubiquitine de 

maïs inséré dans un plasmide pDONR P4-P1R™. Ce promoteur a déjà démontré son efficacité au 

laboratoire et dans la littérature (260). Par ailleurs, la définition des bornes des promoteurs 

endogènes des gènes Spo11-1 et Spo11-2 de blé n’a jamais été faite et leur efficacité n’a jamais été 

prouvée. Pour le domaine de liaison à l’ADN (TALE ou CRISPR), celui-ci a été élaboré à partir 

des séquences déterminées dans le chapitre précédent. Ces séquences ont été confiées à GeneArt® 

afin de synthétiser une séquence ADN codant pour la protéine TAL spécifique de chacune des 

séquences. Ainsi ce sont trois séquences ADN codant pour trois protéines TAL différentes qui ont 

été synthétisées et clonées chacune dans un vecteur pDONR221™. Ceux-ci correspondent à 

l’entrée numéro deux du système Gateway™. En ce qui concerne l’entrée 3, les séquences ADN 
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Figure 33 : Clonage plasmidique Gateway à trois entrées. Trois produits PCR flanqués des sites spécifiques attB 

ou attBr et trois vecteurs Donneurs (pDONR) sont utilisés dans des réactions de recombinaison BP séparées pour 

générer trois clones d’entrée. Les trois vecteurs d’entrée et un vecteur de destination (pDEST) sont utilisés dans 

une réaction de recombinaison LR pour créer un vecteur d’expression contenant les trois fragment d’ADN de 

départ. Multisite Gateway® Pro User Guide, Invitrogen®.  
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codant les gènes Spo11-1 et 2, dans lesquelles les deux premiers introns ont été conservés (Spo11-

1 et Spo11-2) ou non (cSpo11-1 et cSpo11-2), ont été synthétisées, accompagnées de la séquence 

du terminateur de la nopaline synthase 3’NOS et clonées dans un vecteur pDONR P2R-P3™. La 

séquence 3’NOS est utilisée ici comme un signal de polyadénylation fort, couramment utilisé pour 

assurer l’arrêt de la transcription des gènes clonés en vecteur plasmidique (260). 

Les 3 entrées sont clonées dans un vecteur de destination pDEST R4-R3™ en suivant le protocole 

du kit Gateway™ LR Clonase™ II Enzyme mix de Invitrogen™ (Figure 28). La réaction se déroule 

dans un tube de 1,5 mL à température ambiante. Entre 50 et 150 ng de chaque vecteur d’entrée 

pour un volume total compris entre 1 et 7 µL sont mélangés à 1 µL du vecteur de destination à une 

concentration de 150 ng/µL. Le mélange est ensuite complété avec un tampon TE 1/10 à pH 8,0 

pour atteindre un volume de 8 µL. Le mélange d’enzymes LR Clonase ™ II est décongelé sur glace 

pendant 2 minutes environ et est ensuite vortexé brièvement deux fois (2 secondes à chaque fois). 

2 µL de ce mélange d’enzyme sont ajoutés à la réaction dans le tube de 1,5 mL. La réaction est 

ensuite vortexée et centrifugée brièvement afin de bien mélanger et de ramener toute la réaction 

dans le fond du tube. La réaction est incubée toute la nuit à 25°C. Le lendemain, pour stopper la 

réaction enzymatique, 1 µL de protéinase K est rajouté à celle-ci. Le mélange est vortexé, 

centrifugé puis incubé à 37°C pendant 10 minutes, pour laisser le temps à la protéinase de bien 

dégrader la LR Clonase II. Une fois la réaction stoppée, celle-ci peut être stockée à -20°C ou utilisée 

pour transformer des bactérie E. coli. 

 

 Constructions réalisées 

Six premiers vecteurs plasmidiques contenant chacun une combinaison entre un des trois domaines 

TAL de liaison à l’ADN et un des deux gène Spo11 dans lequel n’a été retenu que les deux premiers 
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introns ont été construits selon le protocole mentionné au chapitre précédent : TAL15-Spo11-1, 

TAL15-Spo11-2, TAL28-Spo11-1, TAL28-Spo11-2, TAL47-Spo11-1 et enfin TAL47-Spo11-2. 

Les vecteurs contenant le gène Spo11-1 font 9565pb et ceux contenant le gène Spo11-2 font 

9552pb. Suite à la découverte du souci d’épissage (voir chapitre 4.2.5), trois autres constructions 

ont ensuite été réalisées comportant les trois domaines TAL précédemment utilisés, couplés cette 

fois-ci à l’ADNc du gène Spo11-1 (cSpo11-1) : TAL15-cSPO11-1, TAL28-cSPO11-1 et TAL47-

cSPO11-1. Ces constructions ont une taille de 9343pb. 

Enfin, six guides CRISPR ont été construits à partir de trois cibles situées dans des régions non 

recombinantes et de trois cibles situées dans des régions faiblement recombinantes. Tous les 

guides, chacun sous le contrôle d’un promoteur U6A de blé, ont été mis bout à bout dans une seule 

et même construction nommée « 6 guides CRISPR ». Deux constructions portant d’une part la 

séquence codante pour une CAS9 fonctionnelle et d’autre part la CAS9 mutée (dCAS9) couplée à 

l’ADNc de Spo11-1 ont été réalisées : CAS9 et dCAS9-cSpo11-1. Afin de produire une population 

de secours, une construction contenant le guide nommé GASR7 ayant été démontrée comme 

efficace dans la littérature, seule et sous le contrôle du même U6A, a aussi été créée. 

Chacune des 11 constructions précédentes (guides CRISPR mis à part) est placée sous le contrôle 

du promoteur du gène ubiquitine de maïs noté pUBI et ayant déjà montré une bonne efficacité 

d’expression en transgénèse chez le blé tendre au laboratoire (170, 261). Toutes les constructions 

réalisées sont spécifiées dans la Table 3 et les cartes correspondantes sont précisées en Annexe 1 

 

 Vérification et production des vecteurs plasmidiques 

La souche E. coli TOP10 a été utilisée pour la transformation et la multiplication des vecteurs créés 

par LR suivant le protocole suivant : 2µL de LR sont mélangés à 25µL de TOP10 fraichement 
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décongelés sur glace dans un tube à bouchon à vis de 2mL et laissés sur glace 30 minutes. Un choc 

de température est réalisé au bain marie à 42°C pendant 30 secondes, puis le mélange est laissé 2 

minutes sur la glace. 125µL de milieu SOC sont rajoutés au mélange et le tube est incubé avec 

agitation 1h à 37°C pour débuter la régénération des bactéries. Ensuite 20 et 130 µL de mélange 

sont étalés sur deux boites de pétri, contenant du milieu LB agar figé additionné d’antibiotique. 

Les boites de pétri sont incubées une nuit à 37°C. La Table 4 précise la nature et la concentration 

de chaque antibiotique en fonction du vecteur plasmidique utilisé. 

Une fois les colonies bactériennes développées, entre 5 et 10 colonies sont mises en culture liquide 

dans 3 mL de milieu LB liquide additionnés d’antibiotique correspondant à la résistance du vecteur, 

pendant une nuit à 37°C sous agitation. 2mL de culture sont prélevés pour extraction de vecteur 

plasmidique selon le protocole QIAprep® Spin Miniprep de chez QIAGEN™. La nature du vecteur 

plasmidique extrait est vérifiée par digestion enzymatique avec l’enzyme HaeIII. La réaction 

s’effectue dans un tube 1,5 mL dans lequel 10 µL de produit d’extraction sont mélangés à 1,5 µL 

du tampon NEB2 (correspondant à l’enzyme HaeIII de NEB). Ensuite, 3,4 µL d’eau up autoclavée 

et 0.1µL de l’enzyme HaeIII à 50u/µL sont ajoutés à la réaction. La réaction enzymatique est 

incubée 1h30 à 37°C et séparée sur gel d’agarose 2% TAE 0.5 pendant 4h à 90V. Le profil de 

digestion enzymatique est ensuite comparé au profil de digestion enzymatique théorique généré in 

silico grâce au logiciel Vector NTI. Une colonie présentant le bon profil de digestion enzymatique 

est sélectionnée et 100µL de la culture liquide sont ajoutés dans 125mL de milieu LB liquide 

additionnés d’antibiotique et incubé à 37°C sous agitation pendant une nuit. L’ADN plasmidique 

est ensuite extrait selon le protocole QIAGEN Plasmid Midi Kit de QIAGEN™.  
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 Production de la cassette plasmidique pour la transformation par biolistique. 

Afin d’assurer la conservation de l’intégrité de la construction lors du bombardement biolistique, 

le vecteur plasmidique est digéré de part et d’autre de la construction plasmidique afin de linéariser 

le plasmide et de retirer la partie bactérienne du plasmide. La digestion est effectuée à partir de 

20µg de plasmide. Ceux-ci sont mélangés à 4 µL du tampon spécifique à l’enzyme de restriction 

et à 7.5µL d’enzyme de restriction à 10u/µL. Enfin le volume est ajusté à 37µL avec de l’eau up 

autoclavée. La digestion enzymatique est incubée 2h à 37°C et séparée sur gel d’agarose 0.8% à 

70V pendant un temps suffisant pour pouvoir séparer les deux bandes résultant de cette digestion. 

La bande d’intérêt est purifiée selon le protocole décrit dans Tassy et al. en 2014 (261). Ces 

cassettes ont été introduites grâce à la transformation par Biolistique dans des embryons hybrides 

immatures de blé tendre afin de générer des plantes transgéniques T0. Celles-ci ont été cultivées 

en serre OGM dédiée afin de produire une descendance T1 

 

 Culture des plantes 

Dans cette étude, trois génotypes de blé tendre ont été utilisés : BobWhite (BW; le cultivar 

BWS26), Chinese Spring (CS) et Courtot (Ct). Les graines des plantes mères sont semées en pot 

de germination et laissées pousser 1 semaine. Ensuite les plantules sont transférées dans des pots 

de 4 L avec du terreau de culture additionné d’engrais à diffusion lente (Nutricote®) et cultivées 

en serre dans les conditions suivantes : Cycle jour/nuit de 16h/8h avec une température de 

22°C/18°C, une luminosité de 200 µmol m-2 s-1, et une lutte biologique intégrée. Pour les variétés 

nécessitant une période de vernalisation, préalablement au rempotage en pot de 4L, les plantules 

sont placées à 6 ° C pendant deux mois, une semaine après le semis. 
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Figure 34 : Etapes d'émasculation de la fleur de blé. a : une fleur de blé totalement immature (couches vertes 

externes : glumes; structures vertes: anthères immatures; structure grise: carpelle immature (stigmate + ovaire)). 

b : les glumes sont coupées pour libérer les anthères immatures et le stigmate. c : les anthères immatures sont 

supprimées. d : après 2-3 jours, le stigmate est complètement développé. e : le pollen est déposé sur le stigmate 

pour la fécondation. f : après 11-15 jours, les grains immatures ont suffisamment poussé et sont récoltées pour 

être l’extraction d’embryons immatures pour la transformation par biolistique. 
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 Production d’embryons hybrides 

Les croisements sont réalisés dans des infrastructures en conditions climatiques contrôlées afin de 

permettre une formation et une croissance optimale des embryons. Afin de produire des embryons 

hybrides, les épis immatures des plantes mères entrant dans leur période de floraison sont 

émasculés à l'aide de ciseaux et de pinces de précision (Figure 34). Les épis en floraison et sur le 

point de fleurir sont mis de côté ou coupés pour éviter l'autopollinisation. Les épis au bon stade 

doivent être suffisamment sortis de leur gaine et leurs étamines doivent toujours être vertes. Dans 

un premier temps, chaque fleur est étêtée pour libérer le stigmate et les anthères sans les blesser. 

Ensuite, les anthères sont soigneusement retirées avec des pinces, en évitant de les ouvrir. Le plus 

grand nombre de fleurs possible est émasculé, mais les plus petites fleurs situées au sommet de 

l'épi sont retirées. Les épis ainsi émasculés sont protégés individuellement avec un sac en plastique 

perméable à l'humidité en attendant la pollinisation. 

Au minimum 3 jours après l’émasculation, afin de laisser le temps aux stigmates de se développer, 

les épis sont pollinisés avec le pollen du parent mâle. Le pollen est collecté à partir d’anthères 

matures fraîches sur une boîte de Pétri en verre nettoyée à l'éthanol avec des pinces aussi nettoyées 

à l'éthanol. Les grains de pollen collectés sont rassemblés grâce à un pinceau fin sur un bord de la 

boîte de Pétri en verre. Le sac de protection est retiré et grâce au pinceau fin, des grains de pollen 

sont déposés sur le stigmate de chaque fleur. La boîte de Pétri en verre est maintenue sous l’épi 

pendant la pollinisation pour récupérer les grains de pollen qui n'adhèrent pas au stigmate et 

tombent. Les épis sont tapotés doucement pour éliminer le surplus de pollen. À la fin du processus, 

le sac de protection est replacé pour éviter la pollinisation croisée. 

Après 11 à 15 jours suivant la pollinisation, la fleur pollinisée devrait avoir donné un grain toujours 

immature à ce stade de développement. Pour savoir si les grains sont prêts à être collectés, un grain 
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Figure 35 : Schéma de dissection des grains immatures pour la récupération des embryons immatures. a : le grain 

immature (vert) est posé à plat, le sillon face au sol et la partie basale est scalpé en biais (ligne pointillée). b : 

l’embryon apparent (beige) est à son tour scalpé au niveau de la radicule (ligne pointillée) si cela n’a pas été fait 

en même temps que l’étape a. c : l’embryon est retourné pour être ensuite placé sur le milieu de plasmolyse (rose) 

(d). D : l’embryon immature est placé sur le milieu de plasmolyse. 
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est prélevé et ouvert pour libérer l'embryon. Si la taille de l'embryon est d'environ un à deux 

millimètres, il convient à la transformation par biolistique et les grains restant sur l'épi sont récoltés. 

Si l'embryon est trop petit, les grains restant sont laissés sur la plante jusqu'à ce qu'ils atteignent la 

bonne taille. Dans des conditions stériles, les grains immatures sont lavés à l'éthanol, séchés, rincés 

à l'eau distillée autoclavée, séchés à nouveau et placés dans un tube en plastique stérile (par 

exemple, un tube Falcon® de 50 mL) à 4 ° C dans une chambre froide ou un réfrigérateur jusqu'à 

utilisation.  
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Figure 36 : Technique de biolistique appliquée sur embryons immatures de Blé. 1 : Prélèvement et dissection des 

grains afin d’obtenir les embryons immatures. Les embryons sont ensuite placés sur un milieu plasmolysant solide 

pendant 2 à 3h. 2 : enrobage des microparticules (billes d’or) avec les constructions à bombardées sous forme 

d’ADNp. 3 : Bombardement des microparticules sur les embryons plasmolysés. Le vide est fait avant le tir (a) et 

de l’hélium est injecté derrière le disque de rupture pour déclencher le tir (b). 4 : Les embryons bombardés sont 

ensuite incubés à l’obscurité jusqu’au lendemain du tir, temps optimal pour que les cellules récupèrent du tir. 
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 Génération des plantes transgéniques 

La technique de production de plantes transgéniques retenue est celle de la biolistique suivie 

d’étapes de régénération in vitro sur milieu de sélection. Cette technique requiert comme matériel 

de base des embryons immatures de blé tendre. La liste et la composition des milieux sont indiquées 

en Annexe 2. 

 

 Extraction des embryons 

Dans des conditions stériles, les grains immatures sont lavés dans une solution d'hypochlorite de 

sodium à 20%, additionnée d'une goutte de tween 20 pour 200 mL puis rincés à l'eau distillée 

autoclavée et séchés. Les embryons immatures sont isolés sous loupe binoculaire dans des 

conditions stériles. Le grain immature est sectionné en partie basale afin de libérer l’embryon 

(Figure 35). La radicule de celui-ci est ensuite retirée pour empêcher la germination spontanée de 

l’embryon. Le reste de l’embryon composé du scutellum et du coléoptile est transféré à l'envers sur 

un milieu solide de plasmolyse, préalablement coulé dans une boîte de Pétri stérile de petit 

diamètre. Les embryons ainsi disposés sur le milieu de plasmolyse sont laissés minimum 3h à 30°C 

afin de laisser le temps aux cellules de parfaire la plasmolyse. Cette étape de plasmolyse est 

indispensable car elle va permettre aux cellules de se vider de leur eau afin d’être moins sensibles 

à l’éclatement lors du bombardement de particules. 

 

 Biolistique 

Le bombardement de particules est effectué à l'aide de l’appareil BioRad PDS 1000 He avec un 

disque de rupture calibré à 900 psi et une distance à la cible de 7 cm (Figure 36). Toutes les 

manipulations doivent être effectuées dans des conditions stériles. Les disques de rupture et les 
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Figure 37 : Les étapes de culture in vitro suivant la transformation par biolistique des embryons immatures. a : 

un embryon juste après la transformation. b : Étape de callogenèse (milieu MSE3). c : Première étape 

d'organogenèse (feuilles) sur le premier milieu de sélection PMI1. d : Développement des feuilles sur le deuxième 

milieu de sélection PMI2. e : Développement des feuilles sur le troisième milieu de sélection PMI3. f : Seconde 

étape d'organogenèse (racines) et développement des feuilles juste avant le transfert en serre.  
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disques supports sur lesquels est déposé l’ADN sont lavés à l'éthanol et laissés à sécher. Un tube 

contenant un aliquot de 1 mg de billes d'or de 0,6 µm de diamètre repris dans 20 µL d'éthanol est 

placé sous sonication pendant 5 min afin de séparer les particules d'or les unes des autres en 

douceur. Chaque cassette de construction plasmidique est ajoutée aux billes d’or en quantité 

équimolaire sans dépasser la quantité totale de 1 µg d'ADN. 20 µL de spermidine à 0,1 M et 50 µL 

de CaCl2 à 2,5 M sont ensuite mélangés dans un autre tube avant d’être ajoutés au mélange 

billes/ADN. La solution obtenue est vortexée doucement pendant au moins 15 minutes, puis 

centrifugée pendant 1 minute. Le surnageant est jeté et le culot de billes est lavé avec 200 µL 

d'éthanol anhydre, centrifugé et remis en suspension dans 100 µL d'éthanol anhydre. 10 µL sont 

utilisés pour chaque tir et sont soigneusement déposés sur un disque support préalablement placé 

sur un support de montage conformément au manuel d'utilisation du dispositif BioRad PDS 1000 

He. Le montage final est effectué comme décrit dans le manuel d'utilisation du dispositif BioRad 

PDS 1000 He. La boîte de Pétri contenant les embryons immatures plasmolysés est ouverte sous 

conditions stériles et placée à l'intérieur du dispositif BioRad PDS 1000 He à une distance de 7 cm 

du disque de rupture. Ensuite, le tir est effectué conformément au manuel d'utilisation. Une fois le 

bombardement de particules terminé, la boîte de Pétri est refermée et placée à 30°C pendant une 

nuit avant de commencer le protocole de culture in vitro. 

 

 Culture in vitro  

La culture in vitro a été réalisée comme décrit dans Tassy et al. en 2014 (261), sur des milieux 

sélectifs enrichis au mannose qui permet la sélection des plantes transformées qui portent un gène 

codant pour une Phospho-Mannose Isomérase (PMI) et qui sont donc aptes à métaboliser le 

mannose (262, 263) (Figure 37). Cette sélection est divisée en plusieurs étapes de multiplication 
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Figure 38 : Acclimatation des jeunes plantules à la sortie de l’étape de culture in vitro. Les jeunes plantules sont 

délicatement sorties du milieu gélosé et sont repiquées dans un terreau spécial semis, mises à baigner dans un bac 

d’eau et placées dans une armoire de culture à la température et à l’humidité contrôlées.  
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cellulaire et de régénération des tissus. Après une nuit à 30°C, les embryons immatures fraîchement 

transformés sont placés sur un milieu de callogenèse enrichi en 2,4-D pendant 2 semaines. Les cals 

générés sont transférés sur 2 milieux sélectifs consécutifs enrichis en mannose et en hormones 

végétales de synthèse (AIA, Acide indole 3-acétique et BAP, benzylaminopurine) respectivement 

pour la sélection et l'organogenèse des feuilles pendant 2 semaines chacun. Le second milieu est 

moins sélectif que le premier pour alléger la sélection et laisser pousser les plantules en 

régénération. Les plantules régénérées sont transférées vers un troisième milieu plus sélectif et de 

même composition que le précèdent pour la sélection finale des plantules transformées. Cette étape 

permet d’éliminer les événements dits « échappés » (les plantes qui survivent à la sélection mais 

ne sont pas transformées). Après 2 semaines, les plantules survivantes sont transférées dans un 

quatrième milieu sélectif enrichi en mannose et en hormones végétale de synthèse pour 

l'organogenèse des racines. 

 

 Criblage PCR et culture en serre S2 

Une fois que les plantules ont développé des racines et des feuilles dans le dernier milieu de 

sélection, chacune d’elles est transférée individuellement dans de petits pots avec un sol de 

germination et placée dans une armoire d’acclimatation pendant 1 à 2 semaines avec un cycle 

circadien de 16h/8h avec 22°C/18°C et 60% d’humidité (Figure 38). Elles sont ensuite 

systématiquement soumises à une période de 2 mois à 6°C pour réaliser la vernalisation et 

synchroniser la floraison. Les plantules sont sujettes au dessèchement lors des premiers jours 

d’acclimatation. Le prélèvement de feuilles pour l'extraction d'ADN est effectué une fois que de 

nouvelles feuilles apparaissent, c'est-à-dire environ 1 à 2 semaines d'acclimatation ou après la 

période de vernalisation suivant la quantité de feuilles disponible. 



 

149 

 

 

Figure 39 : Culture en serre OGM : a : Après 2 semaines dans la chambre d'acclimatation et 2 mois de 

vernalisation, les plantes transgéniques T0 (positives en PCR) sont transférées en serre OGM dans des pots de 4 

L avec un terreau de culture. b : Floraison des plantes transgéniques T0. Chaque épi est isolé dans un sac en 

plastique perméable à l'humidité pour une autopollinisation. c et d : Épis transgéniques T0 entièrement fertiles en 

cours de maturation (c) et prêt à être récoltés (d).   

 a 

 b 

 c 

 d 
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L'ADN de chaque plante transgénique est extrait à partir de 20 à 100 mg de jeune feuilles à l'aide 

du système d'extraction d'ADN automatisé Oktopure et du kit d'extraction d'ADN de plante 

Sbeadex™ (LGC Limited©). Les plantes transgéniques ont été détectées par PCR en utilisant des 

amorces spécifiques pour les fragments d'ADN insérés et le protocole Amplitaq Gold® 360 Master 

Mix (Applied Biosystems ™). La transformation a été évaluée par PCR sur transgène grâce à des 

amorces spécifiques avec, si possible, trois échantillons de feuilles provenant de trois tiges 

différentes de la même plante. Pour éviter les chimères, les plantes ont été considérées comme 

transformées lorsque tous les échantillons de la même plante sont positifs à la PCR. Des amorces 

microsatellites spécifiques ont été utilisées sur chaque échantillon (WMS257, Annexe 3) en tant 

que contrôle PCR. Les séquences et températures de fusion de toutes les amorces utilisées sont 

spécifiées en Annexe 3. 

Chaque PCR est réalisée à partir de 2µL d’ADN à 10ng/µL. 5µL du mix Amplitaq Gold® 360 

Master Mix (Applied Biosystems ™) sont ensuite rajoutés avec 1µL de GC enhancer (fournis dans 

le kit) et 0.25µL de chacune des amorces à 10nM (0.4uM final). Enfin, le volume de réaction est 

ajusté à 10µL avec de l’eau up autoclavée. Le programme PCR utilisé est indiqué en Table 5. 

Les plantules sélectionnées sont transférées individuellement dans des pots de 4 L et placées dans 

une serre dédiée aux OGM, avec un cycle circadien de 16h/8h avec une température respective de 

22°C/18°C. On laisse les plantules pousser jusqu'à maturation des grains pour les étapes suivantes 

(Figure 39). 

 

 Récolte des grains T1 

Les grains sont récoltés 2 mois suivant la floraison pour s’assurer de la complète maturation de 

ceux-ci. Chaque épi est coupé et placé dans une petite batteuse de paillasse pour désolidariser les 
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Figure 40 : Stratégie de génotypage des population T1. Chaque cible est encadrée par des marqueurs distants 

polymorphe entre les deux parents, Chinese Spring et Courtot. 

 

 

 

  

 

 

Table 5 : Programme PCR pour le criblage des transgènes 

Température (°C) Temps Nombre de cycle Etape 

95 10min 1 Dénaturation 

95 

TM des amorces 

72 

30sec 

30sec 

60sec/kb 

35 

Dénaturation 

Hybridation 

Elongation 

72 5min 1 Fin de l’élongation 

15 infini 1 Stase 
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grains de l’épi. Les grains récoltés sont placés dans des sachets hermétiques en plastique et placés 

dans une enceinte spéciale pour la conservation des grains, avec une température constante de 7°C 

et une humidité inférieur à 30%. Ils y restent minimum une semaine afin de lever la dormance des 

grains, qui se serait installée à la fin de la maturation. Une fois la dormance levée, les grains sont 

semés en plaque de culture de 96 puits et laissés pousser une semaine afin de pouvoir récolter les 

feuilles pour extraction ADN selon le protocole décrit au chapitre 3.7.4. 

 

 Génotypage des populations T1 

L’étude de la répartition de la recombinaison méiotique le long des chromosomes est, de manière 

classique, réalisée à partir de l’étude globale des SNP dans des populations issues de croisement 

entre deux individus suffisamment différents pour qu’une majorité des SNP soit polymorphe entre 

ces deux individus (Figure 40). Un SNP aura donc minimum deux versions provenant soit du parent 

1 soit du parent 2. Ainsi, lors d’une marche sur un chromosome, si l’origine des SNP change 

passant d’un parent à l’autre, alors on peut traduire ceci par l’apparition d’un point de 

recombinaison entre les deux SNP entre lesquels le changement a eu lieu. Ici nous appliquons la 

même technique de détection des points de recombinaison mais à l’échelle locale. Il nous faut donc 

travailler sur une population issue d’un croisement entre deux variétés de blé tendre de provenances 

différentes. L’identification de l’apparition d’un point de recombinaison au niveau de la cible du 

système SpiX se fait de la même manière par l’identification de la provenance des portions 

génomiques de part et d’autre de la cible SpiX grâce à des SNP. 
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Figure 41 : Technologie de génotypage KASPar. a : les composants de la réaction sont mis en contact. La matrice 

ADN comportant le SNP, le trio de primers (une amorce commune et deux spécifiques des deux allèles du SNP 

couplés chacune à une séquence différente complémentaire d’une des deux cassettes FRET du master mix). b :  

1
er
 cycle PCR. Une fois la matrice dénaturée, l’amorce spécifique du SNP présent sur la matrice va s’hybrider 

avec celle-ci  et l’amplification va avoir lieu. c : 2
ème

 cycle PCR. L’amplicon créé lors du 1
er
 cycle va servir de 

matrice à l’amorce commune et l’amplification va continuer. d : 3
ème

 cycle PCR. L’amplicon reverse créé lors du 

2
ème

 cycle contient maintenant la séquence complémentaire de la cassette FRET et celle-ci, dénaturée, va 

s’hybrider. Le fluorochrome (F ou H) et le quencher (Q) sont ainsi dissociés et le fluorochrome émet de la lumière 

après excitation. e : Produit final. Le SNP est maintenant associé à un fluorochrome (séparé de son quencher) et 

donc à un signal lumineux précis suivant excitation avec la bonne longueur d’onde. (Smith and Maughan, 2015)  

a 

b 

d 

c 

e 
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 Stratégie 

La stratégie de génotypage des SNP retenue est la technologie KASPar (Figure 41) (264) qui 

consiste en une PCR faisant intervenir trois amorces : une commune dessinée dans une région non 

polymorphe et deux allèle-spécifiques incorporant un SNP identifié entre les deux parents du 

croisement et couplées chacune à un fluorophore différent. L’amorce commune sera normalement 

utilisée pour la réaction de PCR quel que soit l’individu. En revanche, les amorces spécifiques 

seront utilisées pour la réaction en fonction de l’allèle porté par l’individu génotypé et celle utilisée 

émettra alors une fluorescence grâce au fluorophore libéré. Ainsi en calculant le ratio de la 

fluorescence d’un fluorophore sur l’autre on peut savoir quelle amorce a été utilisée 

préférentiellement dans la réaction de PCR et donc quel allèle a été hérité par l’individu génotypé 

et descendant du croisement.  

 

 Recherche de marqueurs 

Cette stratégie repose sur la présence d’un polymorphisme suffisant entre les deux parents utilisés 

pour la production d’embryons hybrides pour que les régions ciblées par la technologie SpiX 

possèdent un minimum des SNP identifiés entre les deux parents du croisement. Afin de pouvoir 

trouver les SNP permettant la mise au point du génotypage par technologie KASPar, une marche 

sur le génome est effectuée en s’éloignant de part et d’autre de la cible SpiX. Dès qu’un SNP 

polymorphe entre les deux parents est découvert, les amorces sont dessinées et testées avec le 

protocole KASPar (voir chapitre 3.8.3). A chaque amorce spécifique de chaque allèle est accolée 

une extension spécifique d’un fluorophore pour la distinction entre l’un ou l’autre des deux allèles 

lors de la lecture. Trois types de marqueurs ont été utilisés pour la recherche de polymorphisme 

entre les deux parents : des marqueurs SNP, des marqueurs SSR et des marqueurs ISBP (Insertion 
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Figure 42 : Découverte de SNP de novo par crible de marqueurs ISBP. a : représentation d’une courbe de 

dissociation de produits PCR obtenus pour le même marqueur ISBP pour chacun des parents, Chinese Spring en 

bleu et Courtot en rouge. Le delta température entre les deux courbes est indiqué par la double flèche verte. b : 

résultats du séquençage des amplicons PCR du marqueurs pour les deux parents. Le SNP découvert est indiqué 

par le cadre rouge. 

 

 

 

  

a 

b 

 

Table 6 : programme PCR de protocole KASPar. 

Température (°C) Temps Nombre de cycle Etape 

94 15min 1 Dénaturation 

94 

65 

20sec 

1min 

10 avec un delta de 

-0.8°C par cycle 

Dénaturation 

Hybridation 

94 

57 

20sec 

1min 
40 

Dénaturation 

Hybridation 

15 infini 1 Stase 
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site-based polymorphism) (265). Ces derniers ont servi à la détection de novo de marqueurs SNP 

par analyse des températures de dissociation de produit PCR issus de la même amplification chez 

les deux parents (Figure 42) (protocole en Annexe 4). 

 

 Protocole 

Le réactif KASPar v4.0 2X Reagent Mix Low Rox (LGC Genomics, KBS-1016-017) est utilisé 

afin de réaliser le génotypage. Un mix des amorces est réalisé au préalable afin de le rajouter au 

mix KASPar final. Dans un tube 1,5 mL ,12 µL de l’amorce spécifique de l’Allèle 1 (100µM, 12 

µM final) est mélangé à 12 µL de l’amorce spécifique de l’Allèle 2 (100µM, 12 µM final) et à 30 

µL de l’amorce commune (100µM, 30 µM final). Enfin 46 µL d’eau up autoclavée sont rajoutés 

pour arriver à un volume final de mix d’amorces de 100 µL. Pour chaque réaction KASPar, le mix 

final est réalisé en mélangeant 2µL d’ADN à 10ng/µL, 2µL du KASPar v4.0 2X Reagent Mix Low 

Rox (LGC Genomics, KBS-1016-017) et 0.055µL de mix d’amorces. 

La PCR pour le génotypage KASPar est réalisée dans une plaque 384 blanche spéciale LightCycler 

480 (LightCycler® 480 Multiwell Plate 384, white, Roche, référence : 04729749001) selon le 

programme indiqué en Table 6. Le protocole complet est indiqué en Annexe 5. 

 

 Lecture et analyse des résultats 

La lecture est effectuée en point final sur le robot LightCycler 480 II (LC480) de Roche par 

l’intermédiaire du logiciel LightCycler ® 480 SW 1.5. L’analyse est effectuée sur le même logiciel 

et évaluée à la main. Les recombinants sont détectés lorsque le génotype est différent entre les deux 

SNP étudiés, ce qui veux dire qu’ils proviennent de parents différents et qu’il y a donc eu 

recombinaison entre les deux marqueurs. 
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4 RESULTATS 

’objectif de cette thèse était d’évaluer les facteurs essentiels au ciblage de la recombinaison 

chez le blé tendre afin de l’améliorer et de la diriger vers des zones qui en sont 

habituellement dépourvues. Pour atteindre cet objectif, il était avant tout nécessaire d’établir une 

stratégie optimale permettant de produire les résultats dans les temps impartis. Contrairement aux 

espèces modèles qui disposent d’outils performants (lignées fluorescentes chez Arabidopsis par 

exemple) ou qui ont des temps de génération réduits, la recombinaison chez le blé ne peut être 

mesurée que sur des descendants d’hybrides. L’intervalle de graine à graine est d’environ six mois. 

Nous avons donc dû élaborer un protocole adapté concernant la production d’embryons immatures 

hybrides ce qui constituera la première partie des résultats. La deuxième partie sera consacrée à 

l’analyse détaillée du gène Spo11-1 chez le blé et qui sert à l’élaboration des constructions destinées 

au ciblage. La dernière partie présentera enfin les premiers résultats issus des transformations 

initiales. 

 

 Embryons immatures et Culture in vitro 

 Production des embryons immatures 

Nous avons choisi pour la production d’embryons immatures hybrides les variétés Chinese Spring 

(CS), un blé de printemps référence mondiale pour le séquençage du génome du blé, et Courtot 

(Ct) un blé d’hiver européen, référence locale pour la transformation par Biolistique du blé tendre. 

Afin d’éviter toute possibilité d’obtenir des évènements de transformation issus de 

l’autofécondation d’un des deux parents, le croisement n’est effectué que dans un sens, CS en tant 

que femelle et Ct en tant que mâle. En effet, CS est considéré comme une variété difficilement 

transformable par biolistique alors que Ct est le génotype de référence utilisé au laboratoire. Ainsi, 

un individu issu d’une autofécondation CS aura peu de chance d’être transformé. Le taux de 

L 
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Figure 43 : Pourcentage de réussite au croisement au cours d'une année. Une moyenne de deux croisements par 

semaines a été réalisée de 2014 à 2018 pendant les campagnes de croisement. Les données de ces campagnes ont 

été regroupées par mois et le ratio a été calculé en fonction du nombre de fleurs castrées et pollinisées sur le 

nombre de grains obtenus par mois.  
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réussite des croisements fluctue grandement suivant la période de l’année, allant de 16% au mois 

de juillet à 67% au mois de décembre, avec une moyenne de 44% (Figure 43). En prenant en compte 

tous les croisements effectués entre 2014 et 2018 entre ces deux variétés dans les mêmes conditions 

climatiques contrôlées, nous observons alors une plus forte obtention de grains immatures dans la 

période automnale et à la fin de l’hiver/début de printemps. En dehors de ces périodes, le taux 

d’obtention d’embryons immatures reste relativement bas. Pour optimiser le temps et le coût d’une 

expérimentation de Biolistique, il apparaît alors que la production d’embryons immatures hybrides 

doit être améliorée afin d’en avoir un nombre suffisant à transformer en même temps. Etant donné 

le temps nécessaire pour réaliser un croisement et la faible disponibilité du pollen de Courtot, nous 

ne pouvions pas augmenter le nombre de croisements réalisés en même temps. C’est ainsi que nous 

avons décidé d’optimiser leur conservation et notamment en stockant les grains immatures 

fraichement récoltés dans des tubes de 50 mL fermés et à 4°C. 

 

 Conservation de grains hybrides immatures pour la biolistique 

4.1.2.1 Introduction 

La transgénèse par biolistique d'embryons immatures est un moyen efficace d'introduire 

artificiellement de nouveaux gènes dans le blé tendre. Cependant, seuls quelques génotypes 

peuvent être transformés efficacement. De plus, comme vu précédemment, l’obtention d’une 

descendance après croisement entre deux variétés de blé tendre peut être aléatoire selon la saison 

et ne pas être suffisante pour des expériences de biolistique. Dans l’article suivant publié dans la 

revue PCTOC, j’ai stocké des grains immatures, hybrides ou non, à température ambiante ou à 4 ° 

C pendant 4 ou 7 jours avant de les extraire pour la transformation par biolistique. 

4.1.2.2 Cold-conserved hybrid immature embryos for efficient wheat transformation (PCTOC). 

(page suivante) 
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4.1.2.3 Principales conclusions 

Le fait de séparer le grain immature de l’épi stoppe la croissance de l’embryon et presque tous les 

embryons soumis à ce traitement forment un cal sur un milieu sélectif lorsqu’ils sont conservés à 

4 ° C pendant 4 ou 7 jours (respectivement 87% et 99%). Nous avons également utilisé des 

embryons hybrides immatures issus d'un croisement entre une lignée transformable (Courtot) et 

une lignée non transformable (Chinese Spring) pour la transformation biolistique. Les embryons 

hybrides conservent la même transformabilité que le parent répondant le mieux à la biolistique. 

Dans l'ensemble, ces résultats améliorent considérablement le protocole biolistique de 

transformation du blé en réduisant le nombre de plantes mères en serre et améliorent la 

transformation de génotypes supplémentaires par le biais d'une transformation hybride. Enfin, le 

fait de pouvoir transformer des hybrides permet d’envisager un gain de temps substantiel pour la 

suite du projet. 

 

 Résultats de la transformation des embryons immatures et plantes T0 

Les résultats des transformations ont été assez variables suivant les épisodes de transformation, 

mais dans l’ensemble le taux de transformation reste assez stable, autour de 0,7%. Sur 21910 

embryons transformés au total, 159 plantes ont été générées dont 71 sont transgéniques pour la 

construction SpiX. Le taux de plantes positives pour le gène de sélection PMI est en moyenne 30% 

supérieur au taux de plantes positives pour la construction SpiX. Ceci est dû au fait que les deux 

constructions sont utilisées en co-bombardement, donc indépendante l’une de l’autre, et que la 

probabilité théorique de retrouver à la fois l’une et l’autre de ces constructions insérées dans le 

génome de l’embryon transformé est de 30%. 
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Figure 44 : Semences T1 collectées à partir d'épis transgéniques T0. Les grains sont placés dans des sachets en 

plastique représentant chacun une plante transgénique T0. Les sachets sont placés en chambre de stockage à une 

température de 7°C pour la levée de dormance. 

 

 

 

  



 

182 

 

Les plantes transformées ont une croissance tout à fait normale, l’étape critique étant située 

essentiellement au niveau de la culture in vitro et plus précisément lors de la sélection sur le milieu 

PMI3 et MSOPMI. En effet, une tendance à perdre la majorité des plantes sélectionnées sur les 

milieux PMI1 et PMI2 a été remarquée. 

Une fois en serre, celles-ci conservent un rythme de croissance normale et présentent toutes le 

même phénotype, confirmant ainsi l’hybridation entre CS et Ct (Figure 38). La plante conserve la 

taille moyenne des plantes de CS et présente des épis barbus, caractéristiques de Ct. La floraison à 

lieu normalement au bout de six semaines suivant la sortie de vernalisation, néanmoins quelques 

plantes fleurissent jusqu’à une semaine en avance. Le nombre moyen d’épis est de 10 par plante et 

les cas de stérilité sont marginaux (2%). Le rendement est stable avec en moyenne 20 grains par 

épis, mais la quantité de grain étant fonction du nombre d’épis, la récolte varie fortement d’une 

plante à l’autre (Figure 44). Ce matériel sera utilisé ultérieurement pour l’analyse des variations du 

taux de recombinaison (voir chapitre 4.4.2). 
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 Les orthologues de SPO11 chez le blé tendre 

La technologie SpiX est composée à la fois d’un domaine de liaison à l’ADN et de la protéine 

SPO11, essentielle pour la génération de cassures double-brins de l’ADN, catalysant l’apparition 

de point de recombinaison méiotique. Chez les plantes il existe au minimum trois versions du gène 

Spo11 (Spo11-1, Spo11-2 et Spo11-3) dont les deux premières sont impliquées directement en 

duplex dans l’apparition des cassures double-brinss. Au début du projet il a été décidé d’utiliser 

séparément les versions 1 et 2 de Spo11 couplées au domaine de liaison à l’ADN afin de maximiser 

les chances d’induire des CDB. Dans ce même souci d’optimisation, les introns 1 et 2 ont été gardés 

dans les deux gènes, car chez la levure des domaines de régulation pré-transcriptionnelle y sont 

présents. Cependant chez le blé tendre, cette information n’est pas connue. Pour ce faire, il a fallu 

dans un premier temps identifier et isoler les portions de génome portant potentiellement les deux 

gènes et ensuite déterminer finement les bornes de ceux-ci ainsi que les parties exoniques et 

introniques 

 

 Détermination des CDS et protéines 

En suivant le protocole de recherche de gènes décrit en M&M, six contigs (portion de séquence 

génomique reconstituée à partir de données de séquençage, Annexe 6) ont été isolés, trois portant 

une des copies homéologues du gène Spo11-1 et trois autres portant chacun une des trois copies 

homéologue du gène Spo11-2. Les contigs correspondant au gène Spo11-1 sont issus du bras long 

des chromosomes du groupe 5 (5AL, 5BL et 5DL) et ceux correspondant au gène Spo11-2 sont 

issus du bras long des chromosomes du groupe 7 (7AL, 7BL et 7DL). Les séquences génomiques 

ainsi isolées ont été alignées manuellement sur la version génomique et le CDS des gènes 

orthologues de Spo11-1 et Spo11-2 de Brachipodium distachyon. Afin d’obtenir un CDS viable 
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Figure 45 : Composition en exons et introns des gènes Spo11-1 (a) et Spo11-2 (b) de blé tendre (Tr. ae.) et 

comparaison avec la composition de ces mêmes gènes chez Aegilops tauschii (Ae. ta.). Les exons sont matérialisés 

par les rectangles bordeaux plein pour les exons confirmés et vides pour les exons putatifs placés après le putatif 

codon STOP. Les introns sont matérialisés par les lignes courbes entre les exons.  
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pour les deux gènes de blé, chaque pied d’intron a été vérifié afin que ceux-ci soient GT-AG. En 

complément, les CDS obtenus ont été alignés sur les séquences génomiques et les CDS des gènes 

Spo11-1 et Spo11-2 de l’ancêtre du génome D, Aegilops tauschii, et les 6 contigs de départ ont été 

soumis à la plateforme d’annotation en ligne Triannot. L’alignement des CDS sur les séquences 

génomiques et les CDS d’Aegilops tauschii a permis de confirmer l’annotation manuelle des CDS 

des deux gènes de blé tendre. La soumission des contigs correspondant aux trois copie 

homéologues du gène Spo11-2 à la plateforme Triannot a aussi permis de confirmer l’annotation 

manuelle du CDS pour les copies 7AL et 7DL. Le contig de la copie 7BL était trop court pour être 

soumis à la plateforme en ligne. En ce qui concerne les contigs correspondant aux trois copies du 

gène Spo11-1, la plateforme Triannot a permis de confirmer l’annotation du CDS pour les copies 

5AL et 5BL, mais non pour la 5DL où aucun gène n’a été détecté, un trop grand nombre de N étant 

présent dans la séquence. Les six protéines (SPO11-1-5-AL, 5BL, 5DL et SPO11-2-7AL, 7BL et 

7DL) ont toutes une longueur de 386 ou 387aa (Table 7). Par la suite, la publication du génome de 

référence complet du blé tendre ainsi que son annotation (266) a permis de confirmer les séquences 

des CDS et des protéines déterminées manuellement. L’Annexe 7 indique toutes les séquences 

génomiques, CDS, protéiques des six protéines. 

 

 Organisation et conservation des gènes Spo11-1 et Spo11-2 de blé tendre. 

Les trois copies homéologues du gène Spo11-1 sont composées de 15 exons et de 14 introns (Figure 

45). Les séquences exoniques sont similaires à 98% et les séquences génomiques à 93-95%. Celles 

du gène Spo11-2 comportent 11 exons et 10 introns (Figure 45). Les copies du génome B et D sont 

identiques à 98% au niveau exonique et à 91% au niveau génomique. Le CDS de la copie du gène 

Spo11-2 portée par le génome A présente quant à elle une délétion de deux nucléotides au début 
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Figure 46 : Arbre phylogénétique réalisé à partir de séquences de protéines SPO11-1 de plantes et de mousse, et 

de séquences de protéines SPO11 d’animaux et de champignons. 
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du gène qui abaisse sa similarité à 90% par rapport aux deux autres copies. En revanche sa séquence 

génomique conserve une similitude à hauteur de 91% par rapport au génome B mais celle-ci 

descend à 88% par rapport au génome D. Dans l’ensemble, pour les deux gènes, les copies A et D 

sont les plus divergentes au niveau des exons et de la séquence génomique. 

Lors de l’alignement avec les séquences CDS et génomiques de la protéine SPO11-1 des ancêtres 

Aegilops tauschii (pour le génome D) et Triticum urartu (pour le génome A), il a été remarqué que 

celles-ci sont conservées par rapport aux séquences des génomes A et D de blé avec une similitude 

avoisinant les 100%, avec notamment une conservation quasi parfaite des structures des introns et 

des SNP. En effet, par exemple les SNP que l’on détecte entre les copies A et D (que ce soit dans 

les exons ou dans les introns) sont aussi présents dans les séquences des ancêtres. La même étude 

a été réalisée pour les séquences CDS et génomiques de la protéine SPO11-2 avec les mêmes 

résultats, une conservation quasi parfaite de la structure du gène. Par la suite, une étude approfondie 

du gène Spo11-1 a été réalisée. 

 

 Conservation de la protéine SPO11-1 au sein du règne végétal 

SPO11-1 étant une protéine clé dans le processus fondamental de la méiose, elle a longtemps été 

considérée comme étant généralement conservée chez de nombreuses espèces de plantes (206). 

Nous voulions donc savoir si les protéines de blé SPO11-1 (TaSPO11-1-5A, TaSPO11-1-5B et 

TaSPO11-1-5D) étaient elles aussi conservées. Nous avons donc élaboré un arbre phylogénétique 

(Figure 46) basé sur la séquence en acides aminés de plusieurs protéines SPO11-1, provenant de 

différentes espèces de plantes, notamment des monocotylédones, des dicotylédones et des mousses 

(Table 2, Annexe 8). Nous avons également collecté les séquences des protéines SPO11 d'animaux 

et de champignons en tant que groupes externes (Table 2, Annexe 8). Il est intéressant de noter que 
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Figure 47 : Arbre phylogénétique inspiré de Burleigh et al., 2011 et Chanderbali et al., 2016 ne prenant en compte 

que les ordres des plantes à fleurs mentionnées dans notre étude phylogénétique. 
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la phylogénie basée sur la protéine SPO11-1 (et SPO11) reflète le classement phylogénétique des 

plantes (Figure 47, Table 2) (267, 268). Comme prévu, les plantes sont séparées des animaux et 

des champignons. Étonnamment, au sein du règne végétal, la mousse est bien séparée des plantes 

à fleurs, qui sont également parfaitement séparées en monocotylédones et en dicotylédones. Ces 

résultats suggèrent que la protéine SPO11-1 semble suivre le modèle évolutif des plantes. 

En raison de certaines incohérences dans les séquences annotées d'ADNc des gènes Spo11-1 de 

Triticum urartu et d'Aegilops tauschii, nous avons décidé d'annoter à nouveau ces séquences à la 

main en utilisant la séquence de blé nouvellement annotée comme base pour les sites d'épissage. 

Aegilops tauschii est connu pour l’ancêtre direct du génome D (269) et Triticum urartu l’un des 

donneurs du génome A (270). Fait intéressant, si nous examinons de près les séquences des 

protéines SPO11-1A et D du blé par rapport à leurs ancêtres respectifs, nous constatons qu’il existe 

une similitude de 100% entre les protéines SPO11-1D du blé et SPO11-1 d’Aegilops tauschii et de 

98% entre SPO11-1A et SPO11-1 de Triticum urartu. Il y a même des SAP (Single Amino Acid 

Polymorphism) conservé entre la séquence protéique du SPO11-1 de blé et celle de l’ancêtre 

respectif. Les SAP Cys/Ser en position 64 et Ser/Asp en position 66 entre la protéine SPO11-1 de 

Triticum urartu et d’Aegilops tauschii sont conservés entre les génomes A et D du blé. Ceci est 

également vrai pour les SNP lorsque nous avons comparé les séquences génomiques de ces gènes. 

Ce résultat signifierait que depuis l'événement de polyploïdisation la séquence de SPO11-1 de blé 

n'a pas évolué, ce qui renforce la nature très conservée de ce gène méiotique. 

 

 Domaines parfaitement conservés entre le blé et Arabidopsis pour la protéine 

SPO11-1. 

Les régions fonctionnelles de la protéine SPO11-1 d’Arabidopsis thaliana ont déjà été décrites. Le 
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Figure 48 : alignement des protéines SPO11-1 de Triticum aestivum et Arabidopsis thaliana. Seuls les motifs 

conservés sont représentés. Les acides aminés conservés sont surlignés en vert et les acides aminés similaires sont 

surlignés en jaune. La tyrosine catalytique (Y) impliquée dans l’activité de cassure double-brins et les glycines 

(G) et arginines (R) conservées, impliquées dans l'activité de cassure liaison à l'ADN, sont en indiquées en rouge. 

 

 

Figure 49 : Vérification de l’épissage des introns 1 et 2 des transcrit des transgènes SPO11-1 ou SPO11-2 dans 

des plantes T0. a : positions des amorces encadrant les introns 1 et 2 de SPO11-1 et 2 spécifiquement. b : tableau 

indiquant les tailles théoriques attendues des amplicons PCR obtenus avec les amorces spécifiques, avec ou sans 

présence de l’intron. c : RT-PCR sur feuilles provenant des T0 portant les constructions 28-626 SPO11-2 et 28-

626 SPO11-1. La taille des amplicons majoritaires obtenus pour chaques échantillons T0 est idiquée par la flèche. 

MM : marqueur moléculaire. 11-1 : plante transformée avec la construction TAL28-Spo11-1. 11-2 : plante 

transformée avec la construction TAL28-Spo11-2. CS : contrôle Chinese Spring. Ct : contrôle Courtot. 
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résidu Tyr103 a été montré comme étant le domaine catalytique de l'induction des DSB (208) et 

les résidus Gly215, Arg222, Arg223 et Arg226 sont impliqués dans l'activité de liaison à l'ADN 

avec les résidus Gly215 et Arg222 requis pour le fonctionnement méiotique in vivo de SPO11-1 

(271). Ces résidus font partie de 5 motifs fonctionnels identifiés chez plusieurs espèces (272). Ici, 

nous avons aligné les trois protéines de blé TaSPO11-1 sur la protéine Arabidopsis et avons pu 

récupérer tous les résidus et les 5 motifs fonctionnels (Figure 48) montrant des similitudes allant 

de 66 à 85% au sein de ces motifs et à 55% pour l'ensemble des séquences. La tyrosine active est 

située en position 129, les glycines et les arginines impliquées dans la liaison à l'ADN sont situées 

en position 241, 248, 249 et 252, respectivement pour TaSPO11-1-5A et TaSPO11-1-5D. Pour 

TaSPO11-1-5B, en raison d’une délétion d’un acide aminé en position 67, la position de la tyrosine 

active est 128, et celles pour les glycines et les arginines sont 240, 247, 248 et 251. 

 

 Epissage 

Pour des raisons hypothétiques de régulation prés transcriptionnelle, nous avions décidé de 

conserver les deux premiers introns des deux gène Spo11-1 et Spo11-2 dans les premières 

construction SpiX. Cependant, une expérience de RT-PCR montre que l’intron 2 des deux gènes 

n’était pas épissé correctement dans les feuilles de plantes transformées avec les premières 

constructions SpiX (Figure 49). L’ARN messager a été extrait de feuilles de plantes sauvages 

Chinese Spring et Courtot ainsi que de plantes transformées avec les constructions SpiX TAL28-

SPO11-1 et TAL28-SPO11-2. Les ARN ont subi une reverse transcription afin de générer de 

l’ADNc pour une PCR. Dans chaque cas les amorces amplifient une région partant de l’exon 1 à 

l’exon 2 et de l’exon 2 à l’exon 3. Sur la Figure 49, nous pouvons observer un signal dans les 

plantes dites sauvages. Alors que l’on s’attendrait à une absence d’expression des protéines Spo11-
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Figure 50 : Comparaison des séquences Spo11-1 et Spo11-2 copie D sans et avec la rétention de l’intron 2. La 

séquence théorique du CDS après rétention de l’intron 2 a été alignée avec le CDS d’origine pour les deux gènes. 

Les exons putatifs sont matérialisés par les rectangles bleus et les introns par les lignes les reliant. Les ATG sont 

représentés par les traits verts et les codon STOP par les traits rouges.  
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1 et 2 dans les feuilles, ce signal peut s’expliquer par le fait que le gène serait exprimé aussi dans 

les feuilles mais que l’ARN en résultant serait un variant d’épissage non conforme, comme le 

suggéraient Sprink et Hartung en 2014 (206). Dans le cas des plantes SpiX nous observons une 

amplification correspondant à la région allant de l’exon 1 à l’exon 2 et présentant une taille de 

106pb et 141pb (respectivement pour Spo11-1 et Spo11-2) correspondant au cas où l’intron 1 est 

épissé. Néanmoins, nous observons l’inverse pour ce qui est de la région allant de l’exon 2 à l’exon 

3 avec une amplification de 228pb et 290pb (respectivement pour Spo11-1 et Spo11-2) 

correspondant à la taille théorique de l’amplification (124pb et 167pb, respectivement pour Spo11-

1 et Spo11-2) à laquelle s’ajoute la valeur de la taille de l’intron 2 (104pb et 123pb, respectivement 

pour Spo11-1 et Spo11-2). Le cas est similaire pour le projet mené sur le maïs (P Rogovsky, 

communication personnelle), l’intron 2 est retenu mais cela ne cause qu’un allongement de la 

protéine d’une trentaine d’acides aminés sans modifier le reste de la séquence. Dans le cas du blé 

tendre, la rétention des introns 1 et 2, dans les deux gènes, que ce soit séparément ou simultanément, 

cause in silico l’apparition prématuré d’un codon stop et la traduction de l’ARN messager en une 

protéine tronquée non fonctionnelle (Figure 50).  

 

Les travaux précédents réalisés sur le gène Spo11-1 ainsi que le défaut d’épissage nous ont conduit 

à focaliser la suite de notre étude sur ce gène uniquement, et d’utiliser sa version ADNc dans les 

futures constructions SpiX.  
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Figure 51 : Construction génique et vecteur de transformation par Agrobacterium pour la complémentation 

hétérologue. a : la séquence codante du gène Spo11-1-5D de blé tendre est mis sous le contrôle du promoteur du 

gène RAD51 d’Arabidopsis thaliana (pRAD51). ATG : début de la transcription. Stop codon : arrêt de la 

transcription. Nos T : terminateur de la nopaline synthase. b : la construction génique est contenue dans un vecteur 

plasmidique pour la transformation par Agrobacterium. Hygro : gène de sélection des plantes transformées, 

résistance à l’hygromycine. KanR : gène de sélection bactérien, résistance à la kanamycine. 
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 Complémentation hétérologue de mutants d’Arabidopsis thaliana pour les 

gènes Spo11-1 et Spo11-2 par les gènes Spo11-1 et Spo11-2 de blé tendre 

Pour valider la fonctionnalité de la version CDS du gène Spo11-1, il aurait été nécessaire de 

complémenter un mutant de blé tendre pour le gène. Malheureusement il est très compliqué 

d’obtenir un mutant pour les trois copies présentes en deux exemplaires (diploïdie de chaque 

génome) dans chaque génome du blé tendre. Cela implique d’avoir deux copies du gène mutées de 

façon homozygote et le maintien de la troisième copie à l’état hétérozygote afin de conserver la 

fertilité indispensable à la production des embryons immatures pour l’étape de transgénèse. Les 

banques de mutants EMS et d’irradiation disponibles pour le blé tendre n’ont pas été élaborées sur 

les variétés que nous utilisons ici et quand bien même, pour nettoyer le fond génétique, de multiples 

croisements sont nécessaires pour ne conserver que la mutation qui nous intéresse et éliminer des 

mutations parasites qui pourraient affecter le phénotype étudié. Face à ces problématiques de 

complémentation intra-espèce, nous avons fait le choix de procéder à une complémentation 

hétérologue d’un mutant d’Arabidopsis thaliana pour les gènes Spo11-1 et Spo11-2 avec les 

orthologues de ces gènes chez le blé tendre sous leur formes CDS. 

 

4.2.6.1 L'expression hétérologue du gène TaSPO11-1-5D de blé rétablit la fertilité du mutant 

spo11-1 d'Arabidopsis. 

Comme décrit ci-dessus, la protéine SPO11 de type topoisomérase est essentielle dans la plupart 

des eucaryotes pour initier la recombinaison méiotique. La situation est encore plus complexe chez 

les plantes où plusieurs homologues non redondants de Spo11 ont été identifiés et se sont révélés 

essentiels pour la formation de CDB méiotiques. Les résultats présentés ci-dessus indiquent que 

les protéines SPO11-1 sont hautement conservées parmi les espèces de plantes et en particulier au 
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Figure 52 : Complémentation d’un mutant 

d’Arabidopsis thaliana pour le gène Spo11-1 avec le 

gène orthologue de blé tendre. a : comparaison entre 

des inflorescences d’Arabidopsis sauvage (Col0), 

mutantes pour le gène Spo11-1 (Atspo11-1) et 

complémentées avec le gène Spo11-1 de blé 

(Atspo11-1-2 + TaSPO11-1CDS). b : comptage du 

nombre de graines par silique des transformants 

primaires (Atspo11-1-2 + TaSPO11-1) (noir). Le 

nombre de graines par silique du sauvage (WT) et 

indiqué en bleu et celui du mutant (spo11-1-2) est 

indiqué en rouge. 

  

a 

b 
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niveau des modules partagés avec les topoisomérases à ADN de type II. Sur la base de cette 

observation, nous avons prédit que les protéines végétales SPO11-1 présentaient une fonction 

conservée au cours de l'évolution dans la formation de DSB méiotiques. Pour tester cette prédiction, 

nous avons cherché à déterminer si l'expression de la protéine SPO11-1 provenant d'une espèce 

modèle monocotylédone (ici le blé tendre) permettrait de restaurer le phénotype méiotique du 

mutant spo11-1 d’Arabidopsis, plante modèle dicotylédone. Les mutants d'Arabidopsis spo11-1 ne 

parviennent pas à former des CDB méiotiques, ce qui conduit à un phénotype stérile (204). La 

complémentation peut donc être facilement visualisée par l’augmentation de la production de 

graines par silique. La séquence codante du gène Spo11-1 extraite du génome D du blé tendre 

(TaSpo11-1-5D; voir ci-dessus) a été synthétisée et placée sous le contrôle du promoteur du gène 

Rad51 d’Arabidopsis (Figure 51). Ce promoteur a été choisi parce que (i) Rad51 semble avoir une 

expression plus élevée que SPO11-1 dans les méiocytes d’Arabidopsis (273–275) et (ii) ce 

promoteur s’est avéré efficace pour complémenter d’autres mutants méiotiques d’Arabidopsis 

(Olivier Da Ines, communication personelle). 

Cette construction a été introduite dans des plantes hétérozygotes Arabidopsis SPO11-1/spo11-1-

2 et des transformants primaires exprimant la protéine TaSPO11-1-5D ont été sélectionnés sur un 

milieu de sélection à l’hygromycine. Le génotypage par PCR du locus Spo11-1 de 41 transformants 

primaires de TaSpo11-1 a montré que 15 étaient homozygotes pour l'allèle spo11-1-2 (spo11-1-

2/spo11-1-2), 15 hétérozygotes (SPO11-1/spo11 -1-2) et 11 étaient de type sauvage (SPO11-

1/SPO11-1). Ces proportions ne suivent pas une distribution mendélienne dû au caractère aléatoire 

de la transformation génétique et à la sélection. De manière remarquable, 14 plantes mutantes 

homozygotes spo11-1-2 sur 15 exprimant la protéine TaSPO11-1-5D ont présenté une 

augmentation significative de la fertilité par rapport au mutant spo11-1-2 (Figure 52-B). Comme 

prévu, les mutants spo11-1-2 produisent une quantité de graines très réduite et présentent une 
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Figure 53 : Co-ségrégation du transgène de blé TaSPO11-1 dans la descendance des plantes d’Arabidopsis 

complémentées avec ce transgène et du phénotype complémenté. Les graines des plantes complémentées et 

portant le transgène (T3, T12, T13 et T36) sont semées et les graines issues des descendants sont comptées. Les 

descendants ayant conservé le transgène sont en noir et les ségrégants nuls sont en rouge. Le sauvage est en bleu. 
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fertilité résiduelle d’environ 5% par rapport au type sauvage (Figure 52-A) (204). En revanche, la 

fertilité résiduelle dans les transformants primaires variait de 8% à 70%, la plupart des lignées 

présentant une fertilité résiduelle de l'ordre de 20 à 40%. Pour confirmer que la restauration de la 

fertilité est due à la présence du transgène, nous avons évalué la fertilité dans la descendance 

(génération T2) de 4 plantes T1 sélectionnées de manière aléatoire. Ces lignées ont montré un 

schéma de ségrégation de 3:1 sur un milieu de sélection à l'hygromycine suggérant une insertion 

de l'ADN-T à un seul locus. Comme le montre la figure 53, la complémentation co-ségrège 

strictement avec le transgène dans la génération T2. Ces résultats démontrent que l'expression 

hétérologue de la protéine TaSPO11-1-5D de blé tendre est capable de restaurer la fertilité du 

mutant spo11-1-2 d’Arabidopsis. 

 

4.2.6.2 Une progression méiotique de type sauvage est observée chez les mutants spo11-1-2 

d'Arabidopsis complémentés par le gène TaSPO11-1-5D de blé tendre 

Nous avons examiné la méiose mâle des plantes mutantes pour spo11-1 et complémentées par le 

gène TaSPO11-1-5D de blé en colorant des chromosomes avec du 4',6-diamidino-2 phénylindole 

(DAPI). Dans les plantes de type sauvage, les chromosomes méiotiques se condensent, 

recombinent et synapse pendant la prophase I (Figure 54-A). Une synapse complète des 

homologues est observée au pachytène (figure 54-B). Les chromosomes se condensent ensuite 

davantage et cinq bivalents (chromosomes homologues liés entre eux par un chiasma et la cohésion 

des chromatides sœurs) sont observés en métaphase I (Figure 54-C). Les chromosomes 

homologues se séparent ensuite aux pôles opposés pour donner deux ensembles de cinq 

chromosomes en métaphase II (Figure 54-D). La méiose II se poursuit ensuite et donne lieu à 4 

noyaux haploïdes équilibrés (Figure 54-E). En revanche, les mutants spo11-1 sont caractérisés par 
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Figure 54 : Progression méiotique dans des siliques d’Arabidopsis sauvage (Wild-type), mutantes pour le gène 

Spo11-1 (Atspo11-1-2) et complémentées avec le gène Spo11-1 de blé (Atspo11-1-2 + TaSPO11-1). Après 

étalement, les chromosomes sont colorés au DAPI et observé sous microscope à épifluorescence Zeiss 

AxioImager.Z1 motorisé (Zeiss) avec un objectif à huile PL Apochromat 100X/1.40. Les photographies ont été 

prises avec une caméra AxioCam MRm (Zeiss) pilotée par le logiciel ZEN Pro (Zeiss). Les images capturées ont 

ensuite été traitées et ajustées pour la luminosité et le contraste avec les logiciels ZEN Pro et ImageJ FIJI. A, F, 

K : prophase I. B, G, L : pachytène. C, H, M : métaphase I. D, I, N : métaphase II. E, J, O : fin de méiose II. P : 

métaphase I du mutant complémenté. 
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un manque de formation de DSB et donc l'absence de recombinaison (Figure 54-F-J). En 

conséquence, l'appariement et la synapse des chromosomes homologues sont altérés chez le mutant 

spo11-1 (Figure 54-G). Cela aboutit à un déficit de crossovers visible en métaphase I par la 

présence de 10 univalents (Figure 54-H). La mauvaise ségrégation des chromosomes produit 

finalement une métaphase II non équilibrée (Figure 54-I) et des polyades (Figure 54-J). L'analyse 

cytogénétique de la progression méiotique dans les cellules mères de pollen de plantes mutantes 

spo11-1-2 exprimant la protéine TaSPO11-1-5D a révélé un comportement méiotique normal 

(Figure 54-K-O). En particulier, une métaphase I avec 5 bivalents a pu être observée (Figure 54-

M). La ségrégation des chromosomes homologues en anaphase I (Figure 54-N), suivie de la 

séparation des chromatides sœurs au cours de la deuxième division donnent alors les 4 produits 

méiotiques haploïdes attendus (Figure 54-O). 

Il est toutefois important de noter que, bien qu’une métaphase I normale a été observée, la plupart 

des métaphases I présentaient un mélange de bivalents et d'univalents (Figure 54-P). Ceci est 

conforme à la fertilité accrue mais incomplète observée dans nos plantes complémentées. Pour 

déterminer le niveau de complémentation atteint, nous avons estimé le nombre moyen de bivalents 

et de chiasmas en métaphase I durant la méiose mâle dans des plantes de type sauvage, mutant 

spo11-1-2 et dans les plantes spo11-1-2/spo11-1-2 complémentées avec TaSPO11-1 -5D. Nous 

avons sélectionné deux lignées transgéniques indépendantes homozygotes pour le transgène 

TaSPO11-1-5D et présentant une fertilité d'environ 40%. Nous avons d’abord examiné la fréquence 

des bivalents par cellule sur la base du nombre d’univalents et de bivalents en métaphase I. Les 

résultats sont présentés à la figure 55. Comme prévu, dix univalents intacts sont observés en 

métaphase I chez le mutant spo11-1-2 (0,05 bivalents/cellule; n = 19) au lieu de 5 bivalents chez 

le sauvage (n = 36). Dans les deux lignées complémentées, nous avons observé une moyenne de 

1,7 (n=57) ou 2,6 (n=74) bivalents par cellule représentant une augmentation de 30 à 50 fois 
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Figure 55 : Fréquence des bivalents par cellule dans des plantes d’Arabidopsis mutées pour le gène Spo11-1 

complémentées par le gène orthologue du blé tendre. Après étalement chromosomique et coloration au DAPI, le 

nombre d’univalents et le nombre de bivalents en métaphase 1 ont été comptés. 
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supérieure à celle du mutant spo11-1-2 d’Arabidopsis (Figure 55). En conséquence, le nombre de 

chiasmas par cellule a augmenté de manière significative dans les lignées complétées, avec une 

moyenne dans la lignée 3 de 2 chiasmas par cellule (± 1,7, n=57) et dans la lignée 36 de 3,6 (± 2,6, 

n=74). Ceci est fortement contrasté par rapport aux 0,05 chiasmas par cellule chez le mutant spo11-

1-2 (± 0,2, n = 19) mais inférieur à celui des plantes de type sauvage (9,3 ± 0,8, n = 36). 

 

4.2.6.3 La protéine SPO11-1-5D de blé interagit fonctionnellement avec les protéines SPO11-2 

et MTOPVIB d’Arabidopsis pour induire la formation de CDB au cours de la méiose. 

Il a été démontré que SPO11-1 interagissait avec SPO11-2 et MTOPVIB pour former un complexe 

de type topoisomérase VI qui catalyse la formation de CDB méiotique (209, 276). Nous avons 

donc cherché à déterminer si TaSPO11-1-5D interagissait également avec les protéines SPO11-2 

et MTOPVIB d’Arabidopsis pour l’initiation de la recombinaison méiotique. Nous avons croisé 

des plantes transgéniques spo11-1_TaSPO11-1-5D avec des mutants d'Arabidopsis spo11-2 ou 

mtop6b et analysé la fertilité des doubles mutants. Comme le montre la figure 56, la suppression 

de SPO11-2 ou de MTOPVIB chez des plantes transgéniques spo11-1_TaSPO11-1-5D entraîne 

une perte de fertilité. Cela indique que TaSPO11-5D n'induit pas seul les CDB, mais nécessite (et 

est capable) d'interagir avec AtSPO11-2 et AtMTOPVIB. 

Nos données montrent donc que l’expression hétérologue de la protéine TaSPO11-1-5D de blé 

rétablit la fertilité et la progression méiotique du mutant spo11-1 d’Arabidopsis. Ceci établit 

clairement que la protéine TaSPO11-1-5D de blé est capable de remplacer la protéine SPO11-1 

d’Arabidopsis dans sa fonction méiotique essentielle et est donc l'orthologue chez le blé de la 

protéine SPO11-1. 
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Figure 56 : Complémentation d’un mutant d’Arabidopsis thaliana pour le gène Spo11-1 avec le gène orthologue 

de blé tendre et de double mutants pour le gène Spo11-1 et Spo11-2 et Spo11-1 et MTOP6B. a : comparaison 

entre des inflorescences d’Arabidopsis sauvage (Col0), mutantes pour le gène Spo11-1 (spo11-1), mutantes pour 

le gène Spo11-2 (spo11-2), mutantes pour le gène MTOP6B (mtop6b), mutantes pour le gène Spo11-1 et 

complémentées avec le gène Spo11-1 de blé (spo11-1 + TaSPO11-1cDNA), double mutantes pour les gène Spo11-

1 et Spo11-2 et complémentées avec le gène Spo11-1 de blé (spo11-1/spo11-2 + TaSPO11-1) et double mutantes 

pour les gènes Spo11-1 et MTOP6B et complémentées avec le gène Spo11-1 de blé (spo11-1/mtop6b + TaSPO11-

1). 
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4.2.6.4 La protéine TaSPO11-2 de blé peut remplacer la protéine SPO11-2 d’Arabidopsis 

Les résultats présentés ci-dessus nous ont amenés à examiner si d'autres membres du complexe de 

CDB, à savoir SPO11-2, présentaient également une fonction conservée dans l’évolution. La même 

stratégie que celle décrite ci-dessus pour TaSPO11-1 a été utilisée. La séquence codante du gène 

TaSPO11-2-7D de blé a été placée sous le promoteur du gène Rad51 d’Arabidopsis et cette cassette 

d'expression a ensuite été insérée dans une plante mutante hétérozygote Atspo11-2-3. Les 

transformants primaires ont ensuite été isolés sur un milieu de sélection et leur fertilité a été 

analysée. 

De manière remarquable, les 10 plantes mutantes homozygotes spo11-2 analysées exprimant la 

protéine TaSPO11-2 ont présenté une augmentation significative de la fertilité par rapport au 

mutant spo11-2 (Figure 57). La fertilité des différents transformants est restaurée de 50% à 100% 

par rapport à celle des plantes sauvages. Ainsi, l'efficacité de la complémentation du mutant spo11-

2 d'Arabidopsis par la protéine SPO11-2 de blé est même supérieure à celle obtenue avec la protéine 

SPO11-1 de blé (voir chapitre 4.2.6.1). Ceci a été confirmé par une analyse cytogénétique de la 

progression de la méiose (Figure 58). Nous avons observé une progression méiotique normale dans 

une plante transgénique spo11-2/TaSPO11-2 et une moyenne de 4,4 bivalents par cellule (n = 35) 

et de 8,2 chiasmas par cellule (± 2,7, n = 30). Nos données montrent donc que la protéine TaSPO11-

2 de blé peut se substituer à la protéine SPO11-2 d’Arabidopsis. 

Ici nous avons démontré la complémentation efficace de deux mutants d’Arabidopsis thaliana pour 

les gènes Spo11-1 et Spo11-2. Nous avons aussi affiné la filiation phylogénétique de ces deux 

gènes au sein du règne des plantes et montré que ceux-ci sont extrêmement conservés et suivent la 

classification phylogénétique générale des espèces végétale et animales inclues dans l’étude. Cette 

étude nous a permis de valider la fonctionnalité de la protéine SPO11-1 issue de la séquence 

codante du gène Spo11-1-5D de blé tendre que j’ai définie et que nous utilisons conjointement avec 
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Figure 57 : Complémentation d’un mutant d’Arabidopsis thaliana pour le gène Spo11-2 avec le gène orthologue 

de blé tendre. a : comparaison entre des inflorescences d’Arabidopsis sauvage (Col0), mutantes pour le gène 

Spo11-2 (spo11-2) et complémentées avec le gène Spo11-2 de blé (spo11-2 + TaSPO11-2). b : comptage du 

nombre de graines par silique des transformants primaires (Atspo11-2 + TaSPO11-2) (noir). Le nombre de graines 

par silique du sauvage (WT) et indiqué en bleu et celui du mutant (spo11-2-3) est indiqué en rouge. 

 

Figure 58 : Progression méiotique dans des siliques d’Arabidopsis sauvage (Wild-type) et complémentées avec 

le gène Spo11-2 de blé (Atspo11-2-3 + TaSPO11-2). Après étalement, les chromosomes sont colorés au DAPI et 

observé sous microscope à épifluorescence Zeiss AxioImager.Z1 motorisé (Zeiss) avec un objectif à huile PL 

Apochromat 100X/1.40. Les photographies ont été prises avec une caméra AxioCam MRm (Zeiss) pilotée par le 

logiciel ZEN Pro (Zeiss). Les images capturées ont ensuite été traitées et ajustées pour la luminosité et le contraste 

avec les logiciels ZEN Pro et ImageJ FIJI. A, E : prophase I. B, F : métaphase I. C, G : métaphase II. D, H : fin 

de méiose II.  
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les domaines de liaison à l’ADN TAL et le système de ciblage CRISPR/dCAS9 pour la mise au 

point de la technologie SpiX sur le blé tendre. L’ADNc peut donc être utilisé pour l’élaboration 

des constructions futures pour un ciblage efficace de la recombinaison. 
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Figure 59 : Recherche de motifs conservés entre les zones cibles en région non-recombinantes et recombinantes. 

Les zones cibles en région non-recombinantes sont délimitées par le cadre bleu et sont numérotées de 1 à 19. Les 

zones cibles en région recombinantes sont délimitées par le cadre rouge et sont numérotées de 20 à 42. Les 

rectangles d’une même couleur correspondent à un même motif et matérialisent sa position sur la séquence de la 

zone cible. La recherche de motifs a été faite via le site http://meme-suite.org/tools/meme. 

Figure 60 : Exemple d’un motifs détecté via le site http://meme-suite.org/tools/meme. Il s’agit du motif le plus 

long correspondant au rectangle bleu foncé présent sur les zones cibles en Figure 59. Ce logo représente la 

séquence 5’-3’ du motif. 
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 La technologie Spix appliquée au Blé tendre 

 Ciblage sur le chromosome 3B  

Le système SpiX repose sur le ciblage de la séquence ADN pour l’induction de cassures double-

brinss, il faut pour ceci déterminer des séquences cibles dans le génome de l’organisme d’intérêt. 

Lors de la mise au point du système SpiX dans la levure, les séquences cibles étaient des séquences 

UAS fixées par le domaine de liaison à l’ADN de la protéine GAL4 de levure. Chez le blé tendre, 

le nombre de ces séquences UAS se monte à 2 956 186 sur la totalité du génome, ce qui est bien 

au-delà des capacités de génotypage et d’analyse en routine de la recombinaison. Nous avons donc 

limité notre choix à quelques cibles le long du chromosome 3B du blé tendre, chromosome 

originellement séquencé au sein du laboratoire et dont la séquence de sa pseudo-molécule était 

disponible au début du projet. Plusieurs critères concernant ces cibles ont été retenus : être 

présentes dans des régions identifiées comme non-recombinantes ou faiblement recombinantes, 

situées dans des promoteurs de gènes, uniques au sein de tout le génome du blé tendre.  

 

4.3.1.1 Analyse des zones ciblées sur le chromosome 3B 

Une analyse approfondie de ces 19 séquences déterminées comme des cibles uniques potentielles 

pour la technologie Spix dans des régions non-recombinantes a été réalisée pour savoir si celles-ci 

présentaient des similitudes. Une recherche de motif grâce à l’outil MEME (Multiple Em for Motif 

Elicitation) (277) révèle que celles-ci ne présentent a priori aucun motif conservé entre elles 

(Figure 59). Le plus grand (Figure 59), cependant, se retrouve dans 2 d’entre elles (15 et 47), faisant 

partie des zones cibles choisies. Celui-ci a une longueur de 48pb et est majoritairement composé 

de GC (Figure 60). Par ailleurs, le contenu en GC des zones cibles en régions non recombinantes 

est en moyenne de 49% avec une fluctuation allant de 30 à 60% (Table 8). 
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Au fil de nos investigations nous nous sommes interrogés sur la pertinence de ne choisir que des 

cibles dans des régions non recombinantes. Il nous est apparu que non seulement l’absence de 

recombinaison pouvait être dû à une répartition des événements de recombinaison au niveau des 

télomères, à un contrôle épigénétique de la fixation des protéines responsable de l’apparition des 

crossover, mais aussi à une inaccessibilité physique de ces régions par ces protéines, due à une 

compaction importante de la chromatine à cet endroit (278). Face à ces hypothèses, nous avons fait 

le choix de constituer un deuxième set de départ pour le dessin de cibles à partir de régions 

faiblement recombinogènes, écartant ainsi la possibilité d’une inaccessibilité physique des 

potentielles cibles dessinées. Ainsi, 23 zones cibles théoriquement uniques de 100pb ont été 

trouvées le long du chromosome 3B. De ces 23 zones cibles, 3 ont été sélectionnées pour dessiner 

des séquences cibles. Cependant, au contraire des zones cibles dans les régions non recombinantes 

qui devaient répondre aux critères des TAL, celles dans les régions dites recombinantes doivent 

répondre aux critères pour le dessin de guides CRISPR uniquement. Ainsi ce sont les zones cibles 

01, 12 et 14 qui ont été choisies. Cependant, sur le même mode opératoire que précédemment les 

23 zones cibles ont été analysées plus finement. Une recherche de motif grâce à l’outil MEME a 

aussi été faite et révèle que celles-ci ne présentent a priori aucun motif conservé entre elles (Figure 

59), à l’instar des zones cibles non-recombinantes. Le même motif que précédemment (Figure 60) 

a cependant aussi été retrouvé dans 5 d’entre elles, dont les cibles 12 et 14, faisant partie des zones 

choisies. Le contenu en GC des zones cibles en région recombinantes est en moyenne de 53% avec 

une fluctuation allant de 33 à 76% (Table 8), ce qui n’est pas différent des proportions identifiées 

dans les zones cibles dans les régions non recombinantes. 

 

Ainsi, les deux lots de zones cibles identifiés à la fois dans des régions non recombinantes et 

recombinantes sont homogènes dans leur séquence avec néanmoins des motifs différents au sein 
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Figure 61 : Expression des gènes ciblés par les domaines TAL et CRIPSR sur le génome B (gris) et des 

homéologues sur les génomes A (bleu clair) et D (bleu) durant la méiose. L’expression est exprimée en transcrit 

par million (tpm). 
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de ces zones cibles. Il est alors intéressant d’analyser plus finement chaque cible dessinée à la fois 

pour les TAL et pour les CRISPR. 

 

4.3.1.2 Analyse des cibles TAL 

Trois cibles ont été dessinées à partir des trois zones 15, 28 et 47. Ces cibles respectent les critères 

requis pour le dessin de cibles TAL spécifiés dans le chapitre 3.3.2 et sont nommées 15-412, 28-

626 et 47-133. Les séquences correspondantes de 25pb sont données dans la Table 9. Elles ont un 

taux de GC de 76, 72 et 84% respectivement pour les 15-412, 28-626 et 47-133, et sont localisées 

dans les promoteurs des gènes TraesCS3B02G253000, TraesCS3B02G408400, 

TraesCS3B02G140700, respectivement. Ces trois gènes sont redondants et présentent des 

homéologues sur les deux autres génomes A et D, sauf pour le premier qui n’a pas d’homéologue 

identifié sur le génome A (Table 9). Le gène correspondant à la cible 15-412 est impliqué dans le 

métabolisme des carbohydrates (ou glucides), qui est une fonction métabolique de base. Celui-ci 

est exprimé lors de la méiose, seul la copie A ne montre aucun signe d’expression (Figure 61). Le 

promoteur de celui-ci serait alors physiquement accessible, le gène étant exprimé au moment où la 

construction SpiX doit agir. La cible 15-412 en elle-même est unique sur tout le génome du blé 

mais présente une copie similaire à 92% sur le génome D et 4 autres ailleurs dans le génome (68% 

de similitude, Annexe 9). Le gène correspondant à la cible 28-626 n’a pas de fonction identifiée. 

Celui-ci n’est pas exprimé lors de la méiose, il s’agirait d’un pseudogène et seule la copie B montre 

une très faible expression (Figure 61). Le promoteur de celui-ci est alors théoriquement accessible. 

La cible 28-626, à l’instar de la précédente, est unique sur tout le génome du blé et présente deux 

copies similaires à 92% sur le génome A et 84% sur le génome D. D’autres séquences sont 

similaires à 76% ailleurs dans le génome (Annexe 9). Le gène correspondant à la cible 47-133 est 
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impliqué dans les voies de régulation par l’auxine, voies généralement constitutives. Celui-ci est 

exprimé lors de la méiose (Figure 61), et donc le promoteur de celui-ci est alors théoriquement 

accessible lors de la méiose. La cible 47-133, contrairement aux deux précédentes, n’est pas unique 

sur tout le génome du blé et présente une copie similaire à 100% sur le génome A et une autre à 

96% sur le génome D. D’autres séquences sont similaires à 68% ailleurs dans le génome (Annexe 

9). Le fait que cette cible ne soit pas unique est dû au fait que les séquences utilisées pour la 

recherche de zones cibles n’étaient pas complètes et que celles-ci se sont vues améliorées depuis 

l’obtention de la nouvelle séquence du génome du blé (266). 

 

4.3.1.3 Analyse des cibles CRISPR 

En tout, ce sont 6 cibles CRISPR qui ont été dessinées, trois correspondant aux trois zones cibles 

non-recombinantes ayant servi pour de dessin des trois cibles TAL et trois correspondant aux trois 

zones cibles recombinantes. Elles sont nommées respectivement CRISPR15, CRISPR28, 

CRISPR47, CRISPR01, CRISPR12 et CRISPR14. Les séquences correspondantes de 20pb sont 

données dans la Table 9. Les trois premières ont pour cibles les mêmes promoteurs que les cibles 

TAL15, TAL28 et TAL47. Les trois suivantes ciblent les promoteurs des gènes 

TraesCS3B02G422500, TraesCS3B02G401900 et TraesCS3B02G422300 (respectivement pour 

CRISPR01, CRISPR12 et CRISPR14). Les gènes TraesCS3B02G422500 et 

TraesCS3B02G422300 présentent des homéologues identifiés sur les deux autres génomes A et D 

(Table 9). TraesCS3B02G401900 n’a pas d’homéologue clairement identifié, mais un candidat 

potentiel est présent sur les deux autres génomes (Table 9). Le gène correspondant à la cible 

CRISPR01 n’a pas de fonction identifiée mais la protéine en résultant présente des répétitions 

contenant des pentatricopeptides. Celui-ci est exprimé lors de la méiose (Figure 61). Le promoteur 
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de celui-ci serait alors physiquement accessible. La cible CRISPR01 en elle-même n’est pas unique 

sur tout le génome du blé et présente une copie similaire à 100% sur le génome D et une autre à 

80% sur le génome A (Annexe 9). Elle ne présente cependant pas d’autres cibles externes 

potentielles (off-target). Le gène correspondant à la cible CRISPR12 est impliqué dans la liaison 

aux ARN avec une activité de déphosphorylation du domaine C terminal de l’ARN polymérase II. 

Celui-ci est exprimé lors de la méiose (Figure 61). Le promoteur de celui-ci serait alors 

physiquement accessible. La cible CRISPR12 en elle-même est unique sur tout le génome du blé 

et présente 3 copies similaires à 80% sur le génome A et une autre aussi à 80% sur le génome A 

(Annexe 9). Elle présente cependant d’autres off-targets similaires à 80% ailleurs dans le génome 

(Annexe 9). Le gène correspondant à la cible CRISPR14 coderait pour une protéine chaperonne 

semblable à une ubiquitine. Celui-ci est exprimé lors de la méiose (Figure 61) rendant son 

promoteur physiquement accessible. La cible CRISPR14 en elle-même n’est pas unique sur tout le 

génome du blé et présente une copie similaire à 100% sur le génome D et A (Annexe 9). Elle 

présente une autre off-target sur le chromosome 2A, similaire à 80%. 

 

Dans l’ensemble, les cibles (TAL ou CRISPR) sont situées dans des promoteurs de gènes exprimés 

au cours de la méiose, possédant des homéologues sur les génomes A et D et ayant des fonctions 

constitutives de base. 

 

 Zoom sur le promoteur UBI 

Le promoteur pUBI permet une bonne expression du transgène en transformation stable chez le blé 

tendre (189, 198, 279) mais peu de preuve de son expression en méiose existait (280). Nous avions 

à notre disposition des graines descendant d’une lignée de blé transformée stable avec le gène 
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Figure 62 : Fonctionnalité du promoteur UBI en méiose. Des anthères prélevées à différents stades de 

développement sur des plantes sauvages et des plantes transformées stable avec le gène rapporteur GUS sous le 

contrôle du promoteur UBI ont été préalablement incubées dans une solution contenant le substrat X-Gluc. 

L’observation a été faite sous microscope. a : anthère immature au stade pré-méiotique colorée au Carmin-

acétique et provenant d’une plante transformée de manière stable avec la construction UBI::GUS. On peut 

observer les noyaux colorés en violet. b : anthère immature au stade post-méiotique provenant d’une plante 

transformée de manière stable avec la construction UBI::GUS. On peut observer des structures rondes qui sont 

les grains de pollen. c : anthère immature au stade pré-méiotique colorée au Carmin-acétique et provenant d’une 

plante sauvage. Les noyaux des cellules sont aussi visibles en violet. d : anthère immature au stade post-méiotique 

provenant d’une plante sauvage. Comme pour b les structures rondes sont les grains de pollen. 

 

 

 

  

a 
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rapporteur GUS sous le contrôle de ce même promoteur pUBI. Les grains de cette lignée ainsi que 

celle d’une ligné sauvage ont donc été semés et les plantes cultivées jusqu’à pouvoir récupérer des 

anthères aux stade pré-méiotique et post-méiotique. Celle-ci sont alors mises en contact avec un 

substrat liquide contenant le substrat X-Gluc (acide 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

Glucuronique). Le gène GUS qui code pour une β-glucuronidase provenant d’Escherichia coli, lors 

d’une incubation à 37°C, va cliver le substrat X-Gluc pour produire un précipité bleu et insoluble 

qui confère alors une coloration bleue indigo. Sur la figure 62 nous pouvons observer que les 

anthères pré et post-méiotiques sauvages ne présentent aucune coloration après incubation alors 

que celles provenant de la lignée portant la construction pUBI-GUS montrent une coloration bleue 

caractéristique au sein des cellules, signe d’une activité du promoteur à ces stades. Nous 

confirmons alors que le promoteur pUBI utilisé dans les constructions SpiX est fonctionnel durant 

la méiose et permet bien la production de la construction SpiX lors de celle-ci. 
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Figure 63 : Analyse de l’interaction entre les séquences cibles TAL47 et TAL28 et la protéine recombinante 

TAL47. Expérience de gel retard de la protéine recombinante TAL47 avec des sondes de 25 bp dérivées des cibles 

TAL47 et TAL28. Les produits d’interaction ont été séparés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 6% 

(v/v). Le gel a été transféré sur membrane de nylon et celle-ci révélée sur film autoradiographique après 

hybridation avec la Streptavidine. - et + : respectivement, absence et présence de la protéine recombinante TAL47. 

* : les sondes sont marquées à la biotine pour révélation.  
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 Efficacité de la technologie SpiX sur le blé tendre 

 Ciblage de la technologie SpiX 

4.4.1.1 TAL 

Des tests in vitro de retard sur gel ont été développés afin de démontrer le ciblage des TAL à 

l’ADN. Des sondes correspondant aux cibles TAL et marquées à la biotine ont été mises en contact 

avec des protéines TAL recombinantes (produites en bactérie) (Figure 63). Dans la figure 63 nous 

observons la présence d’un retard sur gel pour la protéine TAL 47 avec les sondes correspondant 

aux cibles 47-133 et 28-626. Ceci démontre le ciblage à l’ADN mais implique que celui-ci n’est 

pas spécifique. Cependant, les deux cibles présentent une composition similaire (voir chapitre 

4.3.1) et ceci pourrait expliquer l’interaction du TAL47 avec une autre cible proche en séquence 

de la cible dont il est spécifique. Les TAL que nous avons dessinés se fixent donc bien à l’ADN in 

vitro mais de manière non spécifique. 

Afin de déterminer si les régions ciblées présentent de la méthylation de l’ADN, des expériences 

de PCR-bisulfite-séquençage ont été conduites mais en vain. Les régions ciblées présentent toutes 

un très fort taux de GC et il a été impossible de dessiner des amorces pour ce type d’expérience 

dans ces régions. De plus, les données de méthylation de l’ADN disponibles au laboratoire ne 

présentent pas une résolution suffisamment fine pour savoir si les cibles de 25pb contiennent une 

ou plusieurs cytosines méthylées.  

 

4.4.1.2 CRISPR 

Afin de vérifier l’efficacité de chacun des guides, une population de plantes T0, contenant une 

CAS9 fonctionnelle et les 6 guides CRISPR (voir chapitre 3.3.2) a été générée à partir de 1642 

embryons hybrides immatures. 7 plantes ont été générées et 3 d’entre elles sont transformées à la 
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fois avec les guides et la CAS9. L’ADN des feuilles des 7 jeunes plantules a été prélevé selon le 

protocole chapitre 3.7.4 et envoyé à séquencer au niveau des six cibles. Malheureusement aucun 

signe d’édition n’a été détecté à ce stade. Des expériences au laboratoire ont montré que des 

mutations pouvaient apparaitre tardivement et notamment au niveau des épis, dernières parties de 

la plante à se former. 

 

 Production et génotypage de la descendance T1 

Au total, pour la première série de constructions portant les TAL et les gènes Spo11-1 et Spo11-2 

avec introns, sept populations de plantes T0 ont été générées à partir de plus de 6000 embryons 

hybrides immatures, une population témoin transformée avec juste le gène de sélection (PMI) et 

six autres transformées chacune avec une des six constructions plasmidiques (Table 10). Toutes les 

populations ont été génotypées sur les transgènes et seules les populations témoin et TAL28-

Spo11-1 ont vu leur descendance T1 analysée. 

Le génotypage de la population témoin (dite PMI) a confirmé l’absence totale de recombinant sur 

363 individus génotypés. La seconde population analysée est la population SpiX TAL28-Spo11-1, 

encadrée par deux marqueurs polymorphes entre Chinese Spring et Courtot. Pour cela 282 

individus T1 issus de trois plantes T0 indépendantes ont été analysés. Il en est ressorti qu’aucun 

individu n’était recombinant entre les deux marqueurs. Pour tester les cinq populations suivantes 

avec les deux autres cibles nous avons été confronté à la difficulté de trouver des marqueurs pour 

les cibles 15-133 et 47-412 du fait de l’absence de polymorphisme entre les deux parents utilisés 

dans le croisement. Aucun SNP n’a été trouvé en premier lieu, et aucun des marqueurs SSR n’était 

polymorphe entre les deux parents. Sur 42 marqueurs ISBP testés, seulement un seul présentait un 

SNP pour le génotypage de la cible 47-133. De même sur 65 marqueurs ISBP testés, seulement un 
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Figure 64 : Comparaison des haplotypes des variétés Courtot et Chinese Spring au niveau des régions ciblées par 

les protéines TAL15, TAL28 et TAL47 (cadres rouges). Les pavés de couleur représentent la nature de l’haplotype 

de la variété le long du chromosome 3B de blé tendre. Si entre deux variétés, à la même position, la couleur de 

l’haplotype est la même alors il y a peu de chances d’observer du polymorphisme entre les deux variétés. 
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seul présentait un SNP pour le génotypage de la cible 15-133. L’Annexe 10 indique tous les 

marqueurs testés, leur nature et le polymorphisme entre les deux parents. La figure 64 montre les 

données haplotypiques au niveaux des 3 cibles dans les régions non recombinantes pour les deux 

parents, CS et Ct. Nous observons que pour la cible 28-626, le contexte haplotypique est hétérogène 

entre les deux parents, signe de la présence certaine de SNP, que nous avons trouvés. En revanche, 

au niveau des cibles 15-412 et 47-133, il y a une grande homogénéité entre les deux parents, 

corroborant la grande difficulté que nous avons pour trouver des SNP encadrant ces deux régions. 

Les cinq populations SpiX restantes n’ont pas été génotypées, en raison de l’absence de SNP, mais 

surtout du non épissage de l’intron 2 et pour économiser du temps d’expérimentation et rebondir 

rapidement sur la construction de nouveaux plasmides contenant cette fois-ci uniquement la 

séquence codante de Spo11-1. 8827 embryons hybrides immatures ont été transformés avec les 

trois nouvelles constructions pour donner 29 plantes transgéniques (Table 10). De gros problèmes 

de régénérations ont été rencontrés pour la transformation avec la construction TAL15-cSpo11-1, 

dues aux conditions de cultures estivales et à la prolifération des maladies a cette période, 

contaminant les milieux de culture in vitro. 

La première des nouvelles populations à être génotypée fut la population T1 TAL28-cSpo11-1, 

toujours encadrée par les deux mêmes marqueurs polymorphes entre les deux parents. Comme 

précédemment, 380 individus ont été génotypés pour les deux SNP, après en avoir extrait l’ADN. 

Il en est ressorti là aussi qu’aucun recombinant n’était présent entre les deux marqueurs. 

Face à ces résultats nous nous sommes interrogés sur notre capacité à détecter des recombinants 

avec l’effectif que nous avions déterminé et l’encadrement par deux SNP polymorphes. Nous avons 

dessiné des essais KASPar à partir de SNP polymorphes entre nos deux parents mais cette fois-ci 

avec un encadrement bien plus large et sortant du cadre du scaffold. Ainsi nous espérions détecter 

quelques recombinants naturels et permettre de valider expérimentalement cette technique sur notre 
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matériel et dans nos conditions d’expérimentation. Nous avons effectivement pu détecter un grand 

nombre de recombinants mais dans des proportions inattendues. La Table 11 ci-contre montre le 

nombre de recombinants obtenus pour la population témoin et pour la population SpiX en rapport 

au nombre total d’individus. Nous constatons que le nombre de recombinants n’est pas équivalent 

entre les deux populations et que la population SpiX présente sensiblement moins de recombinants 

que la population témoin au niveau de la même région génotypée. La table 11 montre le détail des 

recombinants au sein de la population témoin, elle-même constituée de plusieurs populations T1 

provenant de plantes T0 distinctes. Nous constatons une certaine disparité entre les différentes 

sous-populations T1 avec un taux de recombinants variant de 9% à 55%. Dès lors nous pensons 

qu’étant donné que la région génotypée auparavant ne montre aucun recombinant alors que le 

nombre de ceux-ci est fluctuant par ailleurs et entre les différentes populations témoins et SpiX, 

l’apparition d’un ou plusieurs recombinants à l’intérieur de cet intervalle ne serait alors pas fortuit 

et serait imputable à la construction SpiX. 

Néanmoins, l’absence de recombinants avec la deuxième version de SpiX nous amène à remettre 

en question le ciblage de l’ADN par le domaine de liaison à l’ADN TAL. En effet, il ne nous est 

pas possible de démontrer pour l’instant le ciblage des TAL à l’ADN in vivo et in planta. De plus, 

les protéines TAL sont connues pour être sensibles à la méthylation de l’ADN or les cibles sur le 

chromosome 3B sont localisées dans des promoteurs de gènes, sujet à un important turnover des 

marques épigénétiques dont les marques de méthylation. Nous en avons donc déduit qu’il y a de 

très fortes probabilités que les TAL ne se fixent pas à l’ADN, empêchant alors la technologie SpiX 

de fonctionner.  

Pour pallier à cela nous avons décidé de changer de système de liaison à l’ADN et avons opté pour 

l’utilisation de système CRISPR couplé à la protéine dCAS9, elle-même fusionnée à la protéine 

cSPO11-1 (dCAS9-cSPO11-1). 851 embryons ont été transformés, 23 plantules ont régénéré et 
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huit plantes transgéniques pour les deux constructions ont été obtenues (Table 10). Une population 

témoin transformée avec les mêmes guides mais cette fois-ci avec une CAS9 fonctionnelle a aussi 

été générée (Table 10). Quelques 1642 embryons ont été transformés, sept plantules ont régénéré 

et trois plantes transgéniques pour les deux constructions ont été obtenues. Enfin une population 

de secours a été créée (Table 10) portant à la fois la construction dCAS9-cSPO11-1 et un guide de 

la littérature, le guide GASR7 (198). A ce jour, les plantes sont en maturation et la descendance T1 

n’est pas disponible pour génotypage. 
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5 DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

ans un contexte d’agriculture durable, de réduction des intrants et de stagnation des 

surfaces arables, l’amélioration des rendements est devenue un des enjeux majeurs du 

21ème siècle. Dans ce but, il est nécessaire d’exploiter toutes les pistes possibles et notamment la 

grande réserve d’allèles originaux que sont les ressources génétiques. L’exploitation de celles-ci 

nécessite de mieux comprendre et maitriser les mécanismes de la recombinaison méiotique chez le 

blé tendre comme chez d’autres espèces cultivées. Lors de ma thèse j’ai exploité le brevet déposé 

par la société Meiogenix, décrivant la biotechnologie SpiX développée chez la levure 

(Saccharomyces cerevisiae L.). Cette biotechnologie n’étant pas applicable en l’état chez le blé 

tendre, j’ai conduit des études génétiques et développé des approches de transgénèse, de biologie 

moléculaire et bio-informatique afin de déterminer les conditions d’utilisation de la biotechnologie 

SpiX chez le blé tendre. 

 

 Embryons immatures et Culture in vitro 

Grâce à la mise au point d’une technique inédite de conservation des grains immature avant 

transformation par biolistique (281), il m’a été possible d’optimiser le protocole afin d’améliorer 

l’obtention de plantes transgéniques de blé tendre et a fortiori de populations F2 portant les 

constructions SpiX pour l’analyse de la recombinaison. La création de plantes transgéniques est 

une approche intéressante pour la validation de gènes candidats et l'édition des génomes, mais elle 

demeure limitée par deux facteurs principaux chez le blé tendre : l'efficacité de transformation, qui 

reste relativement faible et dépendante du génotype (<5% pour les meilleurs génotypes) (261), et 

la disponibilité d'une quantité suffisante de matériel approprié (les embryons immatures par 

exemple). 
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 Mise en pause de la croissance des embryons 

Nous n’avons observé aucune différence entre les tailles des embryons fraîchement isolés de grains 

immatures et celles d’embryons stockés à température ambiante pendant 4 jours ou maintenus à 4 

° C pendant 4 ou 7 jours. Ainsi, nos résultats sont conformes aux données obtenues chez la carotte 

(Daucus carota L) (282), où la taille maximale de la graine est atteinte 40 à 60 jours après la pleine 

floraison, tandis que le développement de l'embryon se poursuit 30 à 50 jours après. Les résultats 

suggèrent qu'un égrainement précoce bloque le développement des embryons chez la carotte, ce 

qui entraîne une mauvaise qualité de la graine. Cependant, les embryons conservés à la température 

ambiante pendant 7 jours sont nettement plus petits que les embryons frais. Entre 10 et 15 jours 

après l'anthèse, l'embryon est dans une phase de croissance exponentielle (283, 284) avec une 

croissance de 0,5 mm par jour. Chez le blé, la différence entre le témoin et le set conservé 7 jours 

à température ambiante (BW7RT) est de 0,08 mm, ce qui représente environ 4 heures pendant la 

phase de croissance exponentielle. BW7RT a peut-être été échantillonné plus tôt post-anthèse que 

le témoin, ce qui justifie la petite différence de taille. 

 

 Le stockage au froid préserve la capacité embryogénique des embryons 

immatures 

Des études antérieures ont décrit l'effet positif du traitement par le froid sur l'embryogenèse 

somatique chez le maïs (Zea mais) (285), l'avoine (Avena sativa) (286), Prairie Milkvetch 

(Astragalus adsurgens) (287), Patula Pin (Pinus patula) (288), le colza oléagineux (Brassica 

napus) (289) et le pin de Monterey (Pinus radiata) (290). Chez le blé tendre (Triticum aestivum 

L.), le stockage des épis collectés 11 à 12 jours après l'anthèse (DPA) pendant 13 à 16 jours à 4 ° 

C a une incidence significative sur le pourcentage d'embryons somatiques issus du scutellum (291). 
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Ils ont également montré qu'une longue période de stockage des épis à 4 ° C est nécessaire pour 

une embryogenèse somatique efficace. Ici, nous ne voyons aucune différence significative ni dans 

l'efficacité de la régénération ni dans la transformabilité par rapport au contrôle et nous n'avons 

trouvé aucun effet de la courte période de stockage au froid sur l'embryogenèse somatique. Nos 

résultats correspondent aux leurs, n’ayant pas appliqué une longue période de stockage à 4 ° C, 

nécessaire à la stimulation de l’embryogenèse somatique. 

Nous avons aussi montré que le stockage des grains immatures jusqu’à 7 jours à température 

ambiante empêche la formation de cals lors des étapes de culture in vitro. Lublin et Sela en 2008 

(292) ont montré que, lorsque des œufs sont conservés à température ambiante, les agents 

pathogènes présents à leur surface sont capables de se multiplier en grand nombre. Cependant, à 

basse température (6 ° C), même si l'agent pathogène peut survivre jusqu'à 6 semaines, il n'est pas 

capable de se multiplier et d'infecter l'œuf. Dans nos expérimentations, seul un traitement de la 

surface du grain est effectué. Par conséquence, les bactéries qui auraient pu être introduites à 

l’intérieur de celui-ci par des insectes piqueurs (Thysanoptera) (293) ne sont pas éliminées. Comme 

une infection bactérienne est susceptible de se produire à température ambiante, les grains stockés 

à cette température peuvent développer une infection bactérienne interne pouvant contaminer 

l’embryons immature, ce qui le rend impropre à la transformation génétique. En revanche, le 

stockage au froid est susceptible de réduire la propagation bactérienne, de prévenir l’infection de 

l’embryon immature et de préserver son intégrité et sa capacité embryogénique. 

 

 Transformation d’embryons hybrides 

Comme chez le maïs (294), nous avons constaté que les embryons hybrides de blé issus d'un 

croisement entre Chinese Spring (parent récalcitrant) et Courtot (parent transformable) 
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conservaient une capacité embryogène équivalente à celle des embryons du meilleur parent 

transformable. Cela pourrait être dû à la vigueur hybride (295), mais comme nous n'avons trouvé 

aucune preuve d'un tel mécanisme dans les cultures de tissus in vitro, nous concluons que la 

capacité de transformation pourrait être un trait héréditaire dominant chez Courtot par rapport à 

Chinese Spring. La transformabilité et plus généralement la réponse en culture in vitro est un trait 

génétiquement contrôlé et plusieurs QTL ont été identifiés (296–298). Le transfert de gènes dans 

le blé a également longtemps été limité à des génotypes transformables tels que Bobwhite et 

Florida, sélectionnés pour leur bonne réponse en culture in vitro et leur aptitude à la transformation. 

Cependant, la transformation de lignées élites de blé tendre reste difficile, principalement entre 1 

et 5% (261, 299). Seuls quelques génotypes élite (15%) présentent des pourcentages allant de 6 à 

8% (299) légèrement plus élevés que le cultivar de référence Bobwhite (environ 3 à 5%) (261). Les 

premiers résultats de la transformation d'un autre hybride dérivé d'un croisement entre Chinese 

Spring et Cadenza, génotype considéré comme étant transformable (1,7%) (299), viennent 

confirmer nos précédents résultats et l’intérêt de l’utilisation d’embryon hybrides de blé pour la 

biolistique. Sur 64 embryons transformés, 1 plante transgénique a été obtenue, ce qui représente un 

taux de transformation de 1,56%, non significativement différent du taux de transformation de 

Cadenza (1,7%,, p-value = 0,9324) (299). 

La transformation des hybrides présente un autre avantage non négligeable : le fait que nous 

pouvons agir sur le génome dérivé du génotype récalcitrant. Nous n'avons actuellement aucune 

idée de l'endroit où le transgène serait intégré dans le génome des plantes transgénique obtenues. 

Théoriquement, 50% des événements seraient sur le demi-génome transformable et les 50% restant 

sur le récalcitrant. Le seul moyen de pouvoir déterminer s'il se trouve sur le génome transformable 

ou récalcitrant est de localiser génétiquement le site d'insertion du transgène. Peu de techniques 

sont utilisées à cet effet, dont l'hybridation in situ en fluorescence (FISH) (300), les approches 
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basées sur la PCR (PCR inversée ou médiée par ligation) (301) et le séquençage de nouvelle 

génération (NGS) (séquençage du génome complet ou séquençage après capture à l'aide de sondes 

appâts) (302, 303). Malheureusement, ces techniques sont assez difficiles à mettre en œuvre sur le 

blé en raison de la polyploïdie de son génome et de la fréquence élevée des séquences répétées. 

Une autre technique consisterait à établir une carte génétique à basse densité sur un individu F2 

pour savoir sur quelle partie du génome (CS ou Ct) se trouve le transgène. A la vue des études QTL 

citées précédemment, la capacité de transformation serait un caractère multigénique et ne pourrait 

pas être facilement transférée d’un génotype sensible à un génotype récalcitrant. L’utilisation 

d’hybride serait alors un bon moyen d’agir sur le génome d’un génotype intéressant mais non 

transformable. 

Dans le contexte de ce travail de thèse, il s’agit d’étudier l’effet d’une biotechnologie sur la 

recombinaison méiotique du blé tendre. Cela implique d’étudier les évènements de recombinaison 

dans une descendance biparentale (50, 55). Sans l’utilisation d’embryons hybrides nous aurions 

dans un premier temps dû produire des embryons provenant du génotype transformable Courtot, 

les transformer, attendre que les plantules transformées (en faible nombre très probablement) 

atteignent le stade de floraison pour ensuite les croiser avec le génotype Chinese Spring. Enfin il 

aurait fallu semer cette descendance F1 et attendre la production des grains F2 sur lesquels aurait 

été étudiée la recombinaison. Ici la capacité de pouvoir transformer directement une population F1 

nous fait gagner l’équivalent de la durée nécessaire à une génération de blé tendre (à minima 6 

mois) et de pouvoir utiliser le génotype de notre choix sans se soucier de sa transformabilité (ici 

Chinese Spring, génotype pour lequel sont développées les principales ressources génétiques 

disponibles à ce jour). Cet avantage nous permet d’économiser un tiers du temps nécessaire à 

l’étude de l’impact de différentes versions de la biotechnologie SpiX sur la recombinaison du blé 

tendre.  



 

243 

 

  



 

244 

 

Le taux général de transformation observé durant ce travail de thèse (0,7%) est significativement 

différent du taux attendu pour cet hybride (p-value = 0,0006) (281). Quelques 21910 embryons ont 

été transformés au cours du projet de thèse dont environ 28% durant la période allant de mars à 

juillet. Cette période est particulièrement favorable au développement de maladies telle que 

l’oïdium (304) à cause principalement de l’augmentation de l’humidité en serre, facteur favorable 

à la germination et à l’infestation de la plante par le champignon responsable de l’oïdium, Blumeria 

graminis f. sp. tritici. Cette période est aussi favorable à l’infestation des plantes par des parasites 

tels que les Trips, se nourrissant de pollen et responsables de piqures dans les grains en formation 

(Thysanoptera) (293). La combinaison des deux favorise l’introduction de spores de Blumeria 

graminis f. sp. tritici à l’intérieur des grains immatures. Nous ne pouvons seulement stériliser les 

grains immatures qu’en surface et par conséquent les spores qui se retrouvent à l’intérieur ne seront 

pas détruits et vont se retrouver sur l’embryon extrait et ainsi contaminer celui-ci et le milieu de 

culture. Il est même arrivé que malgré la conservation des grains immatures au froid, un 

développement de mycélium a été observé dans les tubes de conservation sur les grains immatures. 

De nombreux lots de grains immatures et d’embryons sur milieu plasmolysant ont ainsi été perdus 

dû à des contaminations par des champignons. Ceci pourrait expliquer le faible taux de 

transformation observé dans ce travail. Malgré tous les efforts entrepris pour contrôler les 

infestations de maladies et de parasites en serre, il reste très difficile de vérifier l’état sanitaire des 

grains immatures pour éviter toutes contaminations postérieures. 

Nous avons observé aussi que nous avions beaucoup de perte entre le passage du deuxième au 

troisième milieu de sélection. L’explication la plus probable serait la vigueur hybride engendrée 

par le croisement entre CS et Ct qui rendrait les plantules plus vigoureuses sur les premiers milieux 

de sélection et notamment sur PMI2, où la sélection se retrouve réduite pour permettre aux jeunes 
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plantules en cours de régénération de pouvoir développer leurs parties aériennes (et aussi 

racinaires) sans pression de sélection. 

Enfin, environ 2% de stérilité a été observée chez les plantes transgéniques cultivées en serre OGM. 

Ceci est probablement la conséquence du protocole de biolistique. En effet lors d’une 

transformation par biolistique, de nombreuses mutations ou variations somaclonales peuvent avoir 

lieu (305) et il est possibles que celles-ci, dans certains cas, touchent des gènes essentiels et 

induisent de la stérilité. 
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 SPO11 chez le blé tendre 

 Orthologie 

Les études génétiques que nous avons menées sur le génome du blé et sur les orthologues des gènes 

Spo11-1 et Spo11-2 d’Arabidopsis thaliana, nous ont permis de retrouver ceux-ci sur les 

chromosomes des groupes 5 et 7, respectivement, chez le blé tendre. Chacun des deux gènes a été 

retrouvé à chaque fois sur les 3 sous-génomes du blé tendre, A, B et D. Chez le blé tendre 55% des 

groupes d’homéologie sont composés de trois copies répartie sur les 3 sous-génomes (266), il n’est 

donc pas surprenant que Spo11-1 et Spo11-2 en fassent partie. Lloyd et al. en 2014 (306) montrent 

que les gènes impliqués dans la recombinaison méiotique ont tendance à retourner plus vite à l’état 

simple copie que les autres gènes du génome. Cependant ils montrent aussi que dans les polyploïdes 

récents comme le blé tendre, en analysant 19 gènes impliqués dans la recombinaison méiotique, 

ceux-ci sont toujours présents en trois copies homéologues et que globalement toutes les copies 

sont exprimées de façon équivalente. Nos résultats sont donc en accord avec les leurs, puisque nous 

retrouvons bien trois copies pour les deux gènes. 

Chez le blé tendre, des études d’orthologie avec Arabidopsis thaliana montrent que certains gènes 

ont en moyenne une similarité de 80% (307–309). Des études impliquant d’autres céréales, comme 

le riz, montrent qu’en général, entre Arabidopsis et céréales, le pourcentage d’identité varie de 30 

à 100% (310, 311). Ici les deux gènes que nous étudions montrent une similitude à hauteur de 55% 

en moyenne avec leurs orthologues chez Arabidopsis thaliana. Nos résultats sont aussi en accord 

avec ceux de Sprink et Hartung en 2014 (206). Ils montrent que l’identité des orthologues pour le 

gène SPO11-1 d’Arabidopsis va de 95.5% pour Arabidopsis lyrata, une espèce proche, à 45.5% 

pour Physcomitrella patens, une bryophyte, phylogénétiquement éloignée. Il en va de même pour 

SPO11-2. Avec 55%, nous nous situons dans cet intervalle, considérant la perte de 10% de 
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similarité qu’ils identifient entre les monocotylédones et les dicotylédones, représentant la 

séparation ancienne de ces deux classes phylogénétiques. 

Ces résultats tendent à confirmer le fait que ces deux gènes et leurs fonctions sont fortement 

conservés au sein des plantes (204, 272). 

 

 Complémentation hétérologue et conservation de fonction 

La complémentation génétique est utilisée depuis le début des années 1950 afin de pouvoir valider 

la fonction d’un gène dans un contexte mutant pour ce gène et dans une multitude d’organisme 

animaux et végétaux (312–316). Plus récemment, des expériences de complémentation inter-

espèces ont été menées chez les animaux (317, 318) et les champignons (319) pour la validation 

de la fonction d’un gène entre différentes espèces.  

Chez Arabidopsis thaliana, cette technique est couramment utilisée pour la validation fonctionnelle 

de gènes en complémentant avec des gènes provenant d’Arabidopsis même (68, 320–323) mais 

aussi avec des gènes d’autres espèces. Gomez et Chrispeels en 1994 (324) ont restauré avec succès 

un phénotype mutant d’Arabidopsis thaliana avec un cDNA humain codant pour une N-

acetylglucosaminyltransferase I malgré une expression de la protéine humaine bien plus faible 

(environ 10%) que celle de la protéine endogène d’Arabidopsis et une grande distance évolutive 

entre les deux espèces. Quelques exemples de complémentations hétérologues ont été réalisés entre 

plantes supérieures. En 2001, Dong (325) a réalisé la complémentation de plusieurs mutants 

d’Arabidopsis thaliana avec les gènes orthologues du maïs. Chez Arabidopsis, trois locus, TT4 

(Transparent Testa 4), TT5 et TT3 ont été identifiés comme responsables de la pigmentation de 

l’enveloppe de la graine et portant respectivement les gènes codant pour les protéines CHS 

(Chalcone Synthase), CHI (Chalcone Isomerase) et DFR (DihydroFlavonol 4-Reductase). Chez le 
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maïs, les orthologues sont les gènes C2, Chi1 et A1, respectivement, codant pour les protéines C2, 

CHI1 et A1. La protéine C2 a une similarité de 89% avec la protéine CHS alors que les protéines 

CHI1 et A1 ont une similarité de 58 et 59% respectivement avec les protéines CHI et DFR. Les 

trois mutants Arabidopsis tt4, tt5 et tt3 ont été parfaitement complémentés avec les gènes de maïs 

correspondant à chaque locus, respectivement C2, Chi1 et A1 montrant ainsi que des gènes 

orthologues codant pour des enzymes impliquées dans l'accumulation de métabolites secondaires 

sont transférables entre plantes supérieures éloignées au niveau phylogénétique. Ce travail montre 

aussi que malgré un niveau de similarité moyen (autour de 60%) une complémentation hétérologue 

est possible. Cependant les gènes étudiés ci-dessus ne sont pas impliqués dans des mécanismes 

fondamentaux comme la méiose, impactant la pérennité de l’espèce. 

Nos résultats montrent que les gènes Spo11-1 et Spo11-2 présentent des similarités allant de 55 à 

66%, respectivement, entre le blé tendre et Arabidopsis thaliana et que le taux de complémentation 

de la fécondité atteint un maximum de 70% à 100%, respectivement, pour la complémentation des 

mutants spo11-1 et spo11-2 d’Arabidopsis. Nos résultats sont donc en adéquation avec les résultats 

de la littérature dans le cas d’une complémentation hétérologues (325) et impliquent que les 

domaines conservés entre les deux espèces semblent suffisants pour l'interaction entre SPO11-1 et 

SPO11-2, mais aussi avec l'ADN et avec le troisième membre de ce complexe, MTOPVIB (276, 

326). Des expériences de complémentation pour ce troisième membre ainsi que la 

complémentation du triple mutant pourraient fournir des informations sur le complexe SPO11-

1/SPO11-2/MTOPVIB et sur le fait qu'il pourrait s'agir du complexe protéique minimal requis pour 

la formation de CDB méiotique. La présence de chiasmas indique qu'une recombinaison 

homologue a lieu chez les plantes exprimant TaSPO11-1-5D et que, par conséquent, des CDB se 

forment dans les lignées transgéniques. Il faudrait alors confirmer la capacité de TaSPO11-1-5D à 
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former des CDB dans des cellules méiotiques en effectuant une immuno-localisation de la protéine 

RAD51 (117, 251). 

Ces résultats fournissent une nouvelle vision de la complémentation hétérologue et un nouvel 

horizon potentiel pour la validation fonctionnelle de gènes chez les plantes supérieures. Cette 

technique pourrait être utilisée, par exemple, pour la validation de gènes d'espèces de grandes 

cultures, difficiles à transformer, et ayant des génomes complexes ou polyploïdes à partir desquels 

il est difficile de générer des mutants KO. Cette technique pourrait aussi être utilisée dans l’optique 

de la création de mutants hypomorphes qui dans le cas de l’étude et de la manipulation de la 

recombinaison méiotique permettrait de travailler dans un contexte où le gène « endogène » (il 

s’agirait alors dans ce cas du gène servant à la complémentation du mutant KO pour ce même gène) 

aurait une expression réduite au maximum, permettant tout de même d’effectuer une méiose 

correcte et d’éviter la stérilité, phénotype récurrent des mutants pour les principaux gènes de la 

recombinaison méiotique chez Arabidopsis thaliana (97, 117, 205, 208, 209, 251, 271, 276, 327) 

 

 Epissage alternatif 

Au début de ce travail de thèse nous avions décidé de conserver les deux premiers introns des gènes 

Spo11-1 et Spo11-2 pour la technologie SpiX en vertu du fait que ceux-ci pouvaient avoir une 

fonction régulatrice de l’expression de ces gènes. Depuis longtemps il est connu que les introns 

jouent un rôle dans la régulation de l’expression des gènes chez la souris (328) mais aussi chez les 

plantes et d’autres organismes, notamment dans le cas d’expression de gènes transgéniques chez 

les plantes (329). Chez la levure, peu de gènes possèdent des introns (4%) et encore moins subissent 

un épissage alternatif (330). Le gène Spo11 de la levure fait partie de la majorité des gènes ne 

possédant pas d’intron et la construction SpiX réalisée chez la levure comportait alors le gène 
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Spo11 sans intron et celle-ci s’est avérée efficace (200). Notre démarche chez le blé se voulait 

cependant précautionneuse pour maximiser nos chances d’avoir une expression correcte des gènes 

Spo11-1 et Spo11-2 dans la construction SpiX. Nous nous sommes malheureusement rendu compte 

alors que l’intron 1 était parfaitement épissé, mais pas l’intron 2, dans les feuilles du moins, 

conduisant dans les deux cas in silico à une protéine tronquée non fonctionnelle. Il pourrait s’agir 

là d’un épissage alternatif qui n’aurait lieu que dans les feuilles. 

L’épissage alternatif est un mécanisme très répandu au sein des eucaryotes pluricellulaires pour 

augmenter la complexité de l’expression des gènes qui jouent un rôle très important dans la 

différentiation cellulaire et le développement des organismes (331). Chez l’homme en revanche, 

alors que le nombre de gènes codant pour une protéine est d’environ 25000, le nombre de protéines 

générées est supérieur à 90000 (332), rendant alors obsolète l’idée originelle d’1 gène = 1 ARN = 

1 protéine. De cette manière, 95% des gènes humains subissent un épissage alternatif (333). A 

l’inverse de l’épissage constitutif qui est l’épissage de tous les introns et la ligation de tous les 

exons dans l’ordre dans lequel ils apparaissent dans le gène, l’épissage alternatif consiste en 

l’exclusion de certains exons (38%), le changement des bornes 3’ et/ou 5’ des introns (26%) et la 

rétention de certains introns (3%) (334). Chez les plantes, l’épissage alternatif est aussi très répandu 

pour l’adaptation et la réponse de celles-ci à leur environnement avec environ 60% des gènes 

identifiés pour l’instant comme étant soumis à ce mécanisme (335–338).  

Des analyses des séquences codantes pour les gènes Spo11-1 et Spo11-2 ainsi que les différentes 

formes d’épissage ont été conduites chez Arabidopsis, Brassica rapa, la papaye, le riz et la mousse 

(206). Un épissage alternatif a été observé chez toutes ces espèces, conduisant à des isoformes non 

fonctionnelles en raison de la rétention des introns ou à la réduction des exons, entraînant des 

codons stop prématurés dus au décalage du cadre de lecture. Nous avons tenté de réaliser ce travail 

pour le gène Spo11-1 copie 5DL à partir des bases de données ARN disponibles pour le blé au 
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Figure 65 : Analyse des transcrits pour le gènes Spo11-1 copie D. Les transcrits issus d’une base de données 

RNAseq disponible au laboratoire et correspondant au gène Spo11-1 copie D ont été alignés sur le CDS du gène. 

Les exons putatifs sont matérialisés par les rectangles bleus et les introns par les lignes les reliant. Les ATG sont 

représentés par les traits verts et les codon STOP par les traits rouges.  
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stade méiose mais il nous a été impossible de retrouver la version entière pleinement épissée pour 

ce gène (Figure 65). Seules deux formes très partielles ont été retrouvées, présentant une délétion 

de plusieurs exons soit au milieu soit en partie 5’. Ces deux formes ne correspondent pas à une 

version où l’intron 1 serait présent et pas l’intron 2. Il se pourrait alors que la rétention de l’intron 

2 que nous observons dans le cas de notre première construction SpiX comportant les introns soit 

dû à un autre mécanisme comme par exemple un signal d’épissage présent dans un autre intron que 

nous n’avons pas conservé. 

Les résultats de complémentation chez Arabidopsis nous confirmant que la version ADNc du gène 

Spo11-1 est fonctionnelle, celle-ci est donc à privilégier. Une autre alternative serait d’utiliser la 

version génomique du gène comportant tous les introns. Dans la littérature, pour la 

complémentation de mutants d’Arabidopsis thaliana, les chercheurs utilisent soit l’une soit l’autre 

des deux formes (ADNc et génomique) (117, 339, 340) sans préférence particulière. L’intérêt 

d’utiliser la version génomique du gène est de laisser le choix à la plante dans l’épissage de celui-

ci. L’utilisation du gène Spo11-2 peut aussi être envisagée, soit sous la forme cDNA, soit sous la 

forme génomique 
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 Application et efficacité de la technologie SpiX chez le blé 

tendre 

 Les cibles 

L’analyse des zones cibles déterminées in silico révèle que celles-ci ne présentent à la fois aucune 

différence et aucune similitude flagrante. Elles sont naturellement toutes localisées dans des 

promoteurs étant donné que les séquences de départ dans lesquelles elles ont été dessinées sont des 

régions promotrices de gènes. De plus, elles ont toutes une composition en nucléotides similaire 

mais ne possèdent pas de domaines conservés entre elles. La détermination des cibles TAL et 

CRISPR s’est faite sans a priori et uniquement en fonction des prérequis existant pour le bon 

fonctionnement de ces systèmes de liaison à l’ADN. Seul varie leur emplacement le long du 

chromosome 3B et par extension le paysage génétique dans lequel elles se retrouvent, il faudrait 

alors observer celui-ci à bien plus grande échelle pour ainsi identifier de potentiels groupes de 

cibles en fonction du paysage génomique. 

 

 Le ciblage 

Comme moyen de ciblage de l’ADN nous avons d’abord choisi les TAL, grosses protéines 

construites à façon et ciblant une région précise et prédéterminée de l’ADN (163, 341). Les TAL 

ont par ailleurs déjà montré leur efficacité chez les plantes (189) et ont été utilisés par exemple 

dans le projet ANR GENIUS (Pierre Barret, Communication personnelle). Cependant elles ne sont 

pas infaillibles et présentent une sensibilité à la méthylation et notamment, il a été montré que ces 

domaines de liaison à l’ADN sont sensibles à la présence d’une 5-méthylcytosine (342), une forme 

de cytosine méthylée, souvent considérée comme la cinquième base de l’ADN et très présente dans 
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les ilots CpG des promoteurs des gènes (343), régions que nous ciblons préférentiellement dans ce 

travail. 

Valton et al. en 2012 (190) ont mis en place plusieurs méthodes sur culture de cellules humaines 

pour évaluer la fixation et l’activité de protéines TAL en présence de méthylation et trouver un 

moyen de contourner cette difficulté. Pour suivre l’activité des protéines TAL, ils suivent 

l’apparition de mutations dans les séquence ADN des cellules transfectées avec les différentes 

constructions qu’ils ont élaborées. Dans notre cas, ceci est impossible puisque les protéines TAL 

que nous utilisons sont couplées aux protéines SPO11-1 ou SPO11-2 et non à une endonucléase 

capable de couper et d’induire des mutations. Ils ont aussi à leur disposition une base de données 

« méthylome » chez l’homme, base de données qui n’est pas disponible pour le blé tendre avec une 

précision qui nous permettrait de connaitre l’état de méthylation des cytosines au sein de nos cibles. 

Un des moyens pour tester si la méthylation de l’ADN a un impact significatif sur la fixation des 

TAL sur l’ADN qu’ils utilisent, est un test de fixation in vitro de type interaction ADN-protéine. 

Dans notre cas, nous pourrions réaliser un test de retard sur gel comme effectué déjà lors de ce 

travail de thèse mais cette fois-ci avec des sondes méthylées artificiellement. Bien évidement ceci 

reste un test in vitro et ne fournira que quelques indices de ce qu’il se passe in vivo. La technologie 

Sun-Tag qui consiste en la fixation d’un tag fluorescent à une protéine d’intérêt pourrait nous 

permettre d’observer si la technologie SpiX avec une protéine TAL comme système de liaison à 

l’ADN forme des foci dans les noyaux au niveau de la molécule d’ADN.  

Les TAL ont été efficacement utilisés chez le blé tendre pour l’édition des génomes (344). Wang 

et al. en 2014 (189) ont réussi l’édition des trois copie homéologues du gène TaMLO grâce aux 

TAL couplés à une endonucléase. Cependant, les domaines TAL sont de très grosses protéines qui 

restent très cher à produire, et qui demandent d’être resynthétisées si l’on veut changer de cible. 

D’un autre coté la technologie CRISPR/CAS9 est décrite comme étant beaucoup moins sensible 
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aux modifications épigénétiques et beaucoup moins cher à utiliser, les guides ARN étant le seul 

élément à modifier à façon pour correspondre à la cible choisie. Wang et al en 2014 (189) ont 

utilisé avec succès la technologie CRISPR/CAS9 chez le blé tendre pour éditer la copie portée par 

le génome A du gène TaMlO. Leur cible CRIPSR a été dessinée au sein de leur cible TAL, avec 

une longueur de 20pb et un pourcentage en GC de 60%. Depuis, d’autres cibles ont été utilisées 

avec succès (198) dont la cible GASR7 dans le gène TaGasr7, que nous avons utilisé dans ce travail 

pour élaborer une population SpiX de secours dans le cas d’une défaillance des 6 autres cibles 

CRISPR. Ces cibles que nous avons dessinées pour la construction dCAS9-cSPO11-1 respectent 

exactement les caractéristiques des cibles publiées (189, 198) avec une longueur de 20pb et une 

teneur moyenne de 65% en GC. De plus cette technologie permettrait de cibler plusieurs sites 

simultanément dans la même plante et ainsi dans un contexte mutant spo11, nous pourrions nous 

retrouver dans la capacité de faire des CDB où l’on souhaite et à un niveau au moins équivalent au 

nombre de CO par chromosome observé dans des plantes sauvages. 

 

Dans ce travail doctoral, nous travaillons en contexte sauvage où agissent les protéines endogènes 

SPO11-1 et SPO11-2. Le fait de travailler en contexte sauvage peut avoir un impact sur la 

technologie SpiX qui rentre alors en compétition directe avec ces protéines endogènes. Ceci est un 

biais non négligeable dans le sens où les expérimentations de modification de la recombinaison par 

la technologie SpiX s’apparentent à de la complémentation fonctionnelle, puisque nous voulons 

que le système SpiX prenne le pas sur la machinerie endogène de cassures double-brinss. Dans la 

littérature toutes les études de complémentation, comme chez Arabidopsis thaliana par exemple, 

se font dans un contexte mutant. L’obtention de mutants KO chez le blé tendre est fastidieuse et 

incertaine, nécessitant de nombreux croisements pour réunir dans une même lignée les trois copies 

mutées d’un gène. De plus, nous travaillons sur des gènes dont la version mutée induit une stérilité 
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qui implique de conserver une copie du gène à l’état hétérozygote afin de pouvoir obtenir une 

descendance étudiable. Néanmoins, l’efficacité de la technologie CRISPR/CAS9 redonne de 

l’espoir dans l’obtention rapide et efficace d’un mutant KO ou hypomorphe. De plus, des études 

récentes menées au sein du laboratoire montrent que la copie du gène Spo11-2 portée par le génome 

A est non fonctionnelle, le double mutant copie B/copie D étant stérile (nos résultats non publiés). 

Dès lors, l’obtention d’un mutant pour ce gène est facilitée et permet ainsi de travailler en contexte 

mutant avec la technologie SpiX, faisant intervenir par conséquence la protéine SPO11-2. 

 Le promoteur UBI 

Le promoteur du gène Ubiquitine 1 de maïs couplé au premier intron de ce même gène, 

communément appelé promoteur UBI, a longtemps été utilisé en transgénèse chez les plantes pour 

l’expression forte et constitutive de transgènes (260, 345, 346). Chez le blé tendre, ce promoteur 

est aussi utilisé depuis longtemps et il a été démontré que celui-ci a en général une forte activité 

dans les tissus jeunes et métaboliquement actifs ainsi que dans les grains de pollen (280). Depuis, 

le promoteur UBI est couramment utilisé chez le blé tendre pour l’expression de transgènes, à 

l’instar des travaux cités dans le chapitre précédent (189, 198, 279). Dans le cadre du projet 

développé autour de la biotechnologie SpiX, ce promoteur est également utilisé dans les versions 

des constructions SpiX pour le Riz et le Maïs (Emmanuel Guiderdoni, Ian Fayos, Peter Rogowsky, 

communications personnelles). Cependant chez le riz, le promoteur UBI, bien que globalement 

exprimé dans la plupart des tissus, présente des variations importantes dans son activité durant le 

développement de la plante (346). Le même phénomène est observé chez le blé (280). Nous avons 

donc dû confirmer l’activité de ce promoteur dans les anthères d’une lignée de blé tendre exprimant 

constitutivement le gène rapporteur GUS sous le contrôle de promoteur UBI. 
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Néanmoins, dans l’expérience de complémentation hétérologue chez Arabidopsis thaliana, nous 

avons utilisé le promoteur Rad51 du gène méiotique d’Arabidopsis thaliana ayant déjà prouvé son 

efficacité (117) (Olivier Da Ines, communication personnelle) pour l’expression efficace de gènes 

méiotiques, dans le temps et dans l’espace. Au sein des projets SpiX chez le riz et le maïs, les 

promoteurs endogènes des gènes Spo11-1 et Spo11-2 sont aussi utilisés pour les constructions 

SpiX, avec notamment un franc succès du promoteur putatif du gène Spo11-1 de maïs pour la 

complémentation d’un mutant de maïs sur ce même gène avec la construction SpiX TAL-SPO11-

1 (Peter Rogowsky, communication personnelle). Celui-ci correspond à 1.27kb en amont de l’ATG 

du gène Spo11-1 de maïs, comprenant le dernier intron, le dernier exon et la partie 3’UTR du gène 

précédent, et la région intergénique. Chez Arabidopsis thaliana, le promoteur endogène de Spo11-

1 est aussi utilisé (Ian Henderson, communication personnelle). Chez le blé tendre, nous avions 

choisi de ne pas utiliser les promoteurs propres aux gènes Spo11-1 et Spo11-2 car la définition des 

bornes chez le blé n'a pas encore été faite et semblait hasardeuse. Malgré le bon fonctionnement 

du promoteur UBI, l’utilisation du promoteur endogène des gènes Spo11-1 et Spo11-2 pourrait 

aussi être envisagée pour une expression de la biotechnologie SpiX plus précise dans le temps et 

dans l’espace. A cette fin, les promoteurs putatifs des 3 copies de chacun des deux gènes ont été 

isolés de la même manière que chez le maïs et celui correspondant à la copie D du gène Spo11-1 a 

été synthétisé afin d’être utilisé dans la réalisation de nouvelles constructions SpiX en cas d’échec 

de la dernière tentative avec la construction dCAS9-cSPO11-1 sous le contrôle du promoteur UBI. 

 

 Génotypage des populations T1 SpiX 

Tout d’abord nous avons remarqué que les régions comportant les cibles 15-412 et 47-133 

présentaient peu ou pas de polymorphisme entre les deux parents, Chinese Spring et Courtot. Une 
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explication viendrait du fait que chez Courtot, ces régions sont au sein d’introgressions provenant 

du génotype asiatique Norin10, le rendant alors très proche du génotype asiatique Chinese Spring. 

Nous ne disposions pas de ces informations lors du choix et du dessin des cibles TAL et nous nous 

basions sur l’origine géographique différentes des deux génotypes parents pour la présence 

hypothétique de SNP encadrant ces cibles. 

Ensuite, les résultats de génotypage sur les populations T1 SpiX montrent que pour l’instant la 

technologie SpiX dans sa forme actuelle (UBI::TAL-cSPO11-1) ne permet pas de modifier le 

niveau de recombinaison méiotique au niveau de la cible étudiée (28-626), à l’inverse de ce qui a 

été obtenu chez la levure (200). En revanche, nous sommes en adéquation avec les résultats 

observés pour l’instant chez le maïs et le riz (Emmanuel Guiderdoni, Ian Fayos, Peter Rogowsky, 

communications personnelles). Nos résultats montrent aussi que lorsque l’on élargit la région à 

génotyper afin de détecter des recombinants naturels, nous sommes confrontés à une forte disparité 

dans le nombre de recombinants naturels entre sous-populations d’une même population T1 et entre 

les populations T1. Par exemple, dans la population T1 témoin ne portant que le gène de sélection, 

une grande disparité est observée entre les sous-populations issus de plantes différentes. Il est 

néanmoins utile de prendre en compte toutes les sous-populations pour tamponner cette disparité 

et ainsi éviter d’introduire un biais dans le nombre théorique de recombinants naturels. Nos 

résultats ne permettent pas pour l’instant d’infirmer ou d’affirmer l’efficacité de la biotechnologie 

SpiX chez le blé tendre, il reste encore des populations T1 à analyser pour d’autres cibles et d’autres 

formes de la construction SpiX (dCAS9-cSPO11-1). 

D’un autre côté, nos résultats montrent que la technique KASPar employée jusqu’à lors est efficace 

et permet d’obtenir les données nécessaires pour estimer l’efficacité de la biotechnologie SpiX. 

Elle reste néanmoins cantonnée à l’analyse de quelques centaines d’individus par population, et 

l’augmentation du nombre d’individus représente un investissement en temps non négligeable. Une 
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Figure 66 : Pollen typing par ddPCR. Observation au microscope de micro gouttelettes suite à l’émulsion d’un 

mélange réactionnel contenant des grains de pollen grâce au Droplet Generator QX200 de Bio-Rad. La flèche 

bleue indique un grain de pollen à l’intérieur d’une micro gouttelette.  
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alternative intéressante serait d’arriver à génotyper les grains de pollen eux-mêmes et de façon 

automatisée. Il existe déjà plusieurs techniques dans ce sens. Une première, faisant intervenir 

l’extraction d’ADN de grains de pollen (62), risque de voir les deux marqueurs distants de plusieurs 

centaines de kilobases dissociés et répartis de manière aléatoire dans les puits. Une deuxième 

consiste à isoler des noyaux de grains de pollen dans chaque puits grâce à un cytomètre en flux 

suivie d’une amplification du génome entier pour pouvoir ensuite réaliser un test KASPar (347). 

Bien qu’évitant de dissocier les deux marqueurs, cette technique reviens au même que celle 

employée dans ce travail de thèse en terme de nombre d’échantillons traités. Lors de ce travail de 

thèse, nous avons commencé à développer une technique de double génotypage des grains de 

pollen en PCR digitale en microgouttelette (ou digital droplets PCR, ddPCR). Des premiers 

résultats prometteurs d’intégration des grains de pollen dans des microgouttelettes ont été obtenus 

sur un appareil QX200 de chez BioRad (Figure 66). Il reste maintenant à réussir à mener à bien le 

génotypage de ces grains de pollen individualisés. 
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6 CONCLUSION 

Au cours de ce stage doctoral, j’ai pu affiner les conditions d’utilisation de la biotechnologie SpiX 

chez le blé tendre. Nous savons maintenant qu’il faut utiliser soit le gène Spo11-1 ou Spo11-2 sous 

leur forme cDNA en priorité et théoriquement sous leur forme génomique. La fonctionnalité de la 

version cDNA de Spo11-1 a d’ailleurs été validée par complémentation hétérologue d’un mutant 

spo11-1 d’Arabidopsis. Nous savons aussi maintenant que les protéines TAL ne sont pas idéales 

pour le ciblage à l’ADN et la mise en place routinière de la biotechnologie SpiX malgré leur 

efficacité démontrée par le passé, principalement dû à leur coût et à leur sensibilité aux 

modifications épigénétiques. Il sera préférable d’utiliser des systèmes moins chers, moins sensibles 

et plus flexibles comme les CRISPR/CAS9. Pour le moment nous ne savons pas encore si la cible 

peut se situer n’importe où sur le génome. Bien évidemment nous avons choisi de cibler des 

promoteurs de gènes mais à la fois dans des régions non recombinantes et faiblement 

recombinantes. Cependant, nous ne savons pas encore l’impact du niveau initial de recombinaison 

sur l’efficacité de la biotechnologie SpiX. Les résultats qui seront obtenus avec les guides CRISPR 

dessinés sur les deux types de régions devraient nous apporter une réponse claire à ce sujet. 

La réussite de la mise au point de cette biotechnologie chez le blé tendre serait un pas de plus vers 

le déverrouillage des liaisons négatives entre les gènes qui sont un des freins actuels dans 

l’amélioration variétale chez le blé tendre. De nombreuses études font état de liaisons négatives 

associant des gènes de résistance biotiques à un défaut de rendement (348). Par exemple le gène 

Pch1 de résistance au piétin-verse ayant été introduit dans des lignées élite de blé, et provenant 

d’une portion génique d’Aegilops ventricosa transloquée au niveau du chromosome 7D, est 

toujours fortement lié à un défaut de rendement et de qualité. Il s’agit ici d’un exemple flagrant de 

liaisons négative. Cependant, après de multiples développements variétaux (au moins 4 à la suite), 
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quelques variétés ont été obtenues, portant le gène et ayant un rendement compétitif, sans savoir 

s’il y a eu recombinaison au niveau de ce gène, rompant la liaison négative. Un deuxième exemple 

est celui du gène Pm16, un gène de résistance à l’oïdium introgressé depuis Aegilops speltoïdes sur 

le chromosome 5B, qui est associé à un défaut de rendement encore plus important que pour Pch1. 

En moyenne, le rendement est diminué de 15% dans les lignées portant ce gène (348). Il est fort 

probable que ce gène soit négativement lié à d’autres gènes qui auraient un effet négatif sur le 

rendement. Bien sûr d’autres espèces présentent un phénomène similaire. L’orge, une espèce 

apparentée au blé tendre, peut posséder une résistance à l’oïdium grâce au gène Mlo qui confère 

aussi une sensibilité accrue aux maladies nécrotrophes et hémibiotrophes (349). Les technologies 

d’édition des génomes telles que CRISPR/CAS9 pourraient être une alternative afin de modifier le 

gène dit « négatif ». Mais ceci implique de connaitre à la fois le gène d’intérêt mais aussi le ou les 

autres gènes ayant un potentiel effet délétère. Cloner un gène est déjà en soi un exercice complexe 

et il le sera d’autant plus s’il y a deux gènes. De plus, il existe surement des cas où l’édition sera 

compliquée dans le cas où le gène à éditer fait partie d’une famille multigénique, ou que l’effet 

négatif est porté par un cluster de centaines de gènes (comme les gènes codant pour les gluténines 

chez le blé tendre) (350–353). Il parait donc plus simple de rompre la liaison négative. La 

biotechnologie SpiX peut apporter une réponse simple et efficace pour permettre la recombinaison 

ciblée aux abords de gènes d’intérêt agronomique et ainsi permettre de débloquer la stagnation du 

potentiel génétique observée depuis quelques années dans la création variétale chez le blé tendre. 

Pour ceci il est nécessaire de mieux connaitre et contrôler les acteurs intervenant dans cette 

biotechnologie et les mécanismes fins de la méiose chez le blé tendre. L’obtention de nouvelles 

variétés de blé tendre capables de faire face aux nouveaux enjeux sociétaux, économiques et 

climatiques, est étroitement liée à cette problématique pour l’introgression d’allèles nouveaux et 

performants issus de variétés exotiques apparentées. Les résultats obtenus lors de mon travail de 
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thèse ont permis de défricher une première partie des conditions d’utilisation et d’application de la 

biotechnologie SpiX chez le blé tendre, mais aussi d’apporter une pierre à l’édifice pour la 

compréhension générale de la recombinaison méiotique. 
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8 ANNEXES 

Annexe 1 : Cartes des vecteurs plasmidiques 
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TAL28-SPO11-2 
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TAL28-cSPO11-1 
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320 

 

Annexe 2 : Compositions des milieux de culture in vitro : 

Milieu plasmolysant : 

Maltose       50g 

Milieu MS micro et macro éléments + vitamines  2,2g 

Agar       4g 

Thiamine HCl      0,02g 

Asparagine      0,075g 

qsp eau osmosée     500mL 

Faire le pH à 5,7 et autoclaver 

2-4D filtré (1mg/mL)     1,25mL 

 

Milieu de callogenèse MSE3 : 

 Saccharose      60g 

Milieu MS micro et macro éléments + vitamines  4,4g 

Agar       8g 

Thiamine HCl      0,04g 

Asparagine      0,15g 

qsp eau osmosée     1000mL 

Faire le pH à 5,7 et autoclaver 

2-4D filtré (1mg/mL)     2,5mL 

 

Milieu de régénération et sélection PMI1 : 

 Saccharose      5g 

Milieu MS micro et macro éléments + vitamines  4,4g 
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Agar       8g 

Thiamine HCl      0,04g 

Asparagine      0,15g 

qsp eau osmosée     1000mL 

Faire le pH à 5,7 et autoclaver 

IAA filtré (1mg/mL)     0,5mL 

BAP filtré (1mg/mL)     1mL 

Mannose (solution mère à 0,5g/mL)   20mL 

 

Milieu de régénération et sélection PMI2 : 

 Saccharose      20g 

Milieu MS micro et macro éléments + vitamines  4,4g 

Agar       8g 

Thiamine HCl      0,04g 

Asparagine      0,15g 

qsp eau osmosée     1000mL 

Faire le pH à 5,7 et autoclaver 

IAA filtré (1mg/mL)     0,5mL 

BAP filtré (1mg/mL)     1mL 

Mannose (solution mère à 0,5g/mL)   10mL 

 

Milieu de régénération et sélection PMI3 : 

 Milieu MS micro et macro éléments + vitamines  4,4g 

Agar       8g 
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Thiamine HCl      0,04g 

Asparagine      0,15g 

qsp eau osmosée     1000mL 

Faire le pH à 5,7 et autoclaver 

IAA filtré (1mg/mL)     0,5mL 

BAP filtré (1mg/mL)     1mL 

Mannose (solution mère à 0,5g/mL)   30mL 

 

Milieu d’enracinement MSO PMI : 

 Milieu MS micro et macro éléments + vitamines  2,2g 

Agar       8g 

qsp eau osmosée     1000mL 

Faire le pH à 5,7 et autoclaver 

IAA filtré (1mg/mL)     1mL 

Mannose (solution mère à 0,5g/mL)   30mL 
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Annexe 3 : Amorces PCR utilisées 
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Annexe 4 : Genotypage de marqueurs ISBP : analyse en courbe de dissociation. 
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Annexe 5 : Protocole KASPar 
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Annexe 6 : Contigs dans lesquels sont contenus les gènes Spo11-1 et Spo11-2 de blé tendre 

Spo11-1-5A : 

>5AL_2686861 6212 89232 656300-,1329145+ 

 

Spo11-1-5B : 

>5BL_10897570 18438 350801 9137197+,...,10725867+ 

 

Spo11-1-5D : 

>5DL_934837 12243 404669 

 

Spo11-2-7A : 

>7AL_4436538 14778 234459 350761-,...,3798250+ 

 

Spo11-2-7B : 

>7BL_6547054 1085 5900 2717944-,5747744-,2922732- 

>7BL_6685333 2200 12894 3306271+,...,5402843- 

 

Spo11-2-7D : 

>7DL_3344379 10321 335407 1345348+,...,209633- 
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Annexe 7 : Séquences CDS et protéique des Spo11-1 et Spo11-2 de blé tendre. Les espaces dans 

les séquences correspondent aux gaps générés lors de l’alignement. 

 

Spo11-1-5A : 

CDS:  
ATGGCGGGGAGTGGGAAGAGGAGGCGCGCGACGGTGCTCGACGACGACGAGCGGCGGGGG 

CGGCGGAGGCTGGAGGAGGCGGCCCTGCTCCTCCACAAGATCAAAGGGCTGGTGGGCTGG 

GTGGTCGCGGAGGTCAGCGCCGGCCGATCCCCTTCCCTGGCTCTCCACCGCTACCAGAAC 

TACTGCGCCTGCGCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGCGTCCCTGTCCACATGCGCCTGCAGC 

TACGACGCCCCCGTCGGCACGGACGTCCTCTCCCTCCTCCGCAAGGAATTCCACGCCTCC 

CGACTCAATGTGCTTCTCAGGGTCCTGCTCGTGGTGCAGCAACTCCTGCAGGAGAATAAG 

CACTGCTCCAAGAGGGACATCTACTACATGTACCCCTCCATGTTCGTAGAACAAGCGATT 

GTTGATCGTGCCATCAATGATATCTGCATACTCTTCAAGTGCAGCCGGCATAATCTCAAC 

GTGGTTCCTGTGGCAAAAGGTTTGGTGATGGGCTGGATAAGATTTGTGGAGGGTGAAAAG 

AAAGTGTATTGTATAACAAACGTCAATGCTGCTTTCCCCATTCCAGTTAGCATTGAGGCA 

ATCAAAGATGTTGTTAGTGTTGCTCACTACATCCTTGTTGTTGAGAAGGAGGCAGTGTTC 

CAGCGTTTGGCCAATGACAAGTTCTGCGAAAAGAATCGCTGCATTGTTATTACAGGAAGA 

GGCTACCCAGATATTCCAACAAGAAGATTCTTGCGCTACCTTGTCGAACAGCTGCACTTG 

CCTGCTTATTGCTTAGTGGATTCAGATCCGTATGGTTTTGATATTCTGGCTACCTATAAA 

TTTGGTTCCATGCAATTGGCATATGATGCAAATGTTCTGCGTGTGCCTGAGATACGATGG 

CTTGGGGTCTTCACATCTGACTTTGAGGAGTATTGTCTTCCAGACTGCTGTCAGCTTCAA 

TTGTCATCTGAAGATAGGAGGAAGCTTGAAGGAATTCTAACCAGATGTTACTTGCACAAG 

GAAGCCCCAGAATGGAGGTTGAAGTTGGAAGCCATGCTGGAAATGGGTGTCAAGTTTGAG 

ATTGAAGCATTGTCAGCAAGTTCCATTTCGTTTCTGTCGCAAGAGTACATCCCCCAACAG 

ATCAGGCTAGGGAGGTATATATAG 

 

Protéine :  
MAGSGKRRRATVLDDDERRGRRRLEEAALLLHKIKGLVGWVVAEVSAGRSPSLALHRYQN 

YCACASAAAAAASLSTCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVLLRVLLVVQQLLQENK 

HCSKRDIYYMYPSMFVEQAIVDRAINDICILFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGWIRFVEGEK 

KVYCITNVNAAFPIPVSIEAIKDVVSVAHYILVVEKEAVFQRLANDKFCEKNRCIVITGR 

GYPDIPTRRFLRYLVEQLHLPAYCLVDSDPYGFDILATYKFGSMQLAYDANVLRVPEIRW 

LGVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSEDRRKLEGILTRCYLHKEAPEWRLKLEAMLEMGVKFE 

IEALSASSISFLSQEYIPQQIRLGRYI 

 

Spo11-1-5B : 

CDS: 
ATGGCGGGGAGTGGGAAGAGGAGGCGCGCGACGGTGCTCGACGACGACGAGCGGCGGGGC 

CGGCGGAGGCTGGAGGAGGCGGCCCTGCTCCTCCACAAGATCAAAGGGCTGGTGGGCTGG 

GTGGTCGCGGAGATCAGCGCCGGCCGATCCCCTTCCCTGGCGCTCCACCGCTACCAGAAC 

TACTGCGCCTGCGCCTCCGCCGCCGCCGC~~~GGCGTCCCCGTCCACATGCGCCTGCAGC 

TACGACGCCCCCGTCGGCACGGACGTCCTCTCCCTCCTCCGCAAGGAATTCCACGCCTCC 

CGCCTCAATGTGCTTCTCAGGGTCCTGCTCGTGGTGCAGCAGCTCCTGCAGGAGAATAAG 

CACTGCTCCAAGAGGGACATCTACTACATGTACCCCTCCATGTTCGTAGAACAAGCGATT 

GTTGATCGTGCGATCAACGATATCTGCATACTCTTCAAGTGCAGCCGGCATAATCTCAAC 

GTGGTTCCTGTGGCAAAAGGTTTGGTGATGGGCTGGATAAGATTTGTGGAGGGTGAAAAG 

AAAGTGTACTGCATAACAAACGTCAATACTGCTTTCCCCATTCCAGTTAGCATTGAAGCA 
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ATCAAAGATGTTGTTAGTGTTGCTCACTACATCCTTGTTGTTGAGAAGGAGGCAGTATTC 

CAGCGTTTGGCCAATGACAAGTTCTGCGAAAAGAATCGCTGCATTGTTATTACAGGAAGA 

GGCTACCCAGATATTCCAACAAGAAGATTCTTGCGCTACCTTGTCGAACAGCTGCACTTG 

CCTGCTTATTGCTTAGTGGATTCAGATCCGTATGGTTTTGATATTCTGGCCACCTATAAA 

TTTGGTTCCATGCAATTGGCATATGATGCAAATATTCTGCGTGTGCCTGAGATACGATGG 

CTTGGGGTCTTCACATCTGACTTTGAGGAGTATTGTCTTCCAGACTGCTGTCAACTTCAA 

TTGTCATCTGAAGATAGGAGGAAGCTTGAAGGAATTCTCACCAGATGTTACTTGCACAAG 

GAAGCCCCAGAATGGAGGTTGAAGTTGGAAGCCATGCTGGAAATGGGTGTCAAGTTTGAG 

ATTGAAGCATTGTCAGCAAGTTCCATTTCGTTTCTGTCGCAGGAGTACATCCCCCAACAG 

ATCAGACTAGGGAGGTACATATAG 

 

Protéine :  
MAGSGKRRRATVLDDDERRGRRRLEEAALLLHKIKGLVGWVVAEISAGRSPSLALHRYQN 

YCACASAAAAASPSTCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVLLRVLLVVQQLLQENKH 

CSKRDIYYMYPSMFVEQAIVDRAINDICILFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGWIRFVEGEKK 

VYCITNVNTAFPIPVSIEAIKDVVSVAHYILVVEKEAVFQRLANDKFCEKNRCIVITGRG 

YPDIPTRRFLRYLVEQLHLPAYCLVDSDPYGFDILATYKFGSMQLAYDANILRVPEIRWL 

GVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSEDRRKLEGILTRCYLHKEAPEWRLKLEAMLEMGVKFEI 

EALSASSISFLSQEYIPQQIRLGRYI 

 

Spo11-1-5D : 

CDS: 
ATGGCGGGGAGTGGGAAGCGGAGGCGCGCGACGGTGCTCGACGACGACGAGCGGCGGGGG 

CGGCGGAGGCTGGAGGAGGCGGCCCTGCTCCTCCACAAGATCAAAGGGCTGGTGGGCTGG 

GTGGTCGCGGAGATCAGCGCCGGCCGATCCCCTTCCCTGGCGCTCCACCGCTACCAGAAC 

TACTGCGCCTCCGCCGACGCCGCCGCCGCCGCCGCGTCCCCGTCCACATGCGCCTGCAGC 

TACGACGCCCCCGTCGGCACGGACGTCCTCTCCCTCCTCCGCAAGGAATTCCACGCTTCC 

CGCCTCAATGTGCTTCTCAGGGTCCTGCTCGTGGTGCAGCAACTCCTGCAGGAGAACAAG 

CACTGCTCCAAGAGGGACATCTATTACATGTACCCCTCCATGTTCGTAGAACAAGCGATT 

GTTGATCGTGCCATCAACGATATCTGCATACTCTTCAAGTGCAGCCGGCATAATCTCAAC 

GTGGTTCCTGTGGCAAAAGGTTTGGTGATGGGCTGGATAAGATTTGTGGAGGGTGAAAAG 

AAAGTGTATTGTATAACAAACGTCAATGCTGCTTTCCCCATTCCAGTTAGCATTGAGGCA 

ATCAAAGATGTTGTTAGTGTTGCTCACTACATCCTTGTTGTTGAGAAGGAGGCAGTGTTC 

CAGCGTTTGGCCAATGACAAGTTCTGCGAAAAGAATCGCTGCATTGTTATTACAGGAAGA 

GGCTACCCAGATATTCCAACAAGAAGATTCTTGCGCTACCTTGTCGAACAGCTGCACTTG 

CCTGCTTATTGCTTAGTGGATTCAGATCCATATGGTTTTGATATTCTGGCCACCTATAAA 

TTTGGTTCCATGCAATTGGCATATGATGCAAATGTTCTGCGTGTGCCTGAGATACGATGG 

CTTGGGGTCTTCACATCTGACTTTGAGGAGTATTGTCTTCCGGACTGCTGTCAATTACAA 

TTGTCATCTGAAGATAGGAGGAAGCTTGAAGGAATTCTCACCAGATGTTACTTGCACAAG 

GAAGCCCCAGAATGGAGGTTGAAGTTGGAAGCCATGCTGGAAATGGGTGTCAAATTTGAG 

ATTGAAGCATTGTCAGCAAGTTCCATTTCGTTTCTGTCGCAAGAGTACATCCCCCAACAG 

ATCAGACTAGGGAGGTACATATAG 

 

Protéine :  
MAGSGKRRRATVLDDDERRGRRRLEEAALLLHKIKGLVGWVVAEISAGRSPSLALHRYQN 

YCASADAAAAAASPSTCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVLLRVLLVVQQLLQENK 

HCSKRDIYYMYPSMFVEQAIVDRAINDICILFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGWIRFVEGEK 
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KVYCITNVNAAFPIPVSIEAIKDVVSVAHYILVVEKEAVFQRLANDKFCEKNRCIVITGR 

GYPDIPTRRFLRYLVEQLHLPAYCLVDSDPYGFDILATYKFGSMQLAYDANVLRVPEIRW 

LGVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSEDRRKLEGILTRCYLHKEAPEWRLKLEAMLEMGVKFE 

IEALSASSISFLSQEYIPQQIRLGRYI 

 

Spo11-2-7A : 

CDS: 
ATGGCGGAGGCGGAGGCGGAGGCGGACGTGCCCGCGGCCTCGCTCTTCGGTGCGGACCGC 

CGCCTCTGCTCAGCCGACATGCTCTCGCCGCCCGAGATT--------------------- 

--------------------------------------------------------~~~~ 

~~----TCCCGCAAGTCCACCAATTGCAGCCTGCGCAGCGGCTTGCTGAGCGATGTTTCA 

TCGGTTTATCTGTCCTACGCCTTTTGCAAGAGGTCACTAATGAGAGAAAATGATGCCAAG 

GCATTCGTCAGAGTATGGAAAGTCATGGAGATGTGCTACAAGATCTTGGGCGAAGGGAAG 

CTTGTCACCCAGCGGGAGTTGTTCTACAAACTACTATCGGACTCACCCAAGTACTTCAGC 

TGTCAGCGTCATGTCAATCAAACTATCCAAGATGTTGTTTCATTGCTCCGTTGCACAAGG 

CAGAGTTTAGGAATCATGGCATCAAGTAGAGGGGCTCTGATTGGACGACTTGTGTTGCAT 

GAACCGGAGGAAGAACACATTGATTGTTCCATTCTTGGACCTTCTGGGCATGCCATTACT 

GGGGATCTGAACCAATTGAGCAGATTAAATTTGTCTTCAGATGCCCGTTATCTCATTGTA 

GTGGAGAAGGATGCCATATTTCAGAGGCTGGCTGAAGACCGCTTATATAATCAGATTCCA 

TGTATCCTCATCACTGCAAAAGGATATCCTGATATCGCCACAAGGTTTATCTTGCATCGA 

CTGAGCCAGACTTTTCCAAATATGCCAATATTTGCATTAGTGGACTGGAACCCTGCGGGG 

CTCTCTATACTGTGTACTTACAAATATGGAAGCATATCAATGGGCTTGGAATCATACAGA 

TACGCTTGCAATGTAAAATGGCTTGGACTAAGAGGAGATGATCTGCAACTTATCCCTCAG 

AGTGCATTCCAGGAGTTGAAACCTCGTGATTTGCAGATCGCCAAAAGCTTGCTGTCATCT 

AAGTTTCTGCAGGACACGCACAGGGCAGAGTTGACGCGGATGGTCGAGACGGGCACGCGT 

GCTGAGATCGAAGCTCTCTACTGCCATGGATTTGATTTCCTGGGGAAGTTCATCGCCAGG 

AAGATTGTGCAGGGTGACTACATTTGA 

 

Protéine :  
MAEAEAEADVPAASLFGADRRLCSADMLSPPEISRKSTNCSLRSGLLSDVSSVYLSYAFC 

KRSLMRENDAKAFVRVWKVMEMCYKILGEGKLVTQRELFYKLLSDSPKYFSCQRHVNQTI 

QDVVSLLRCTRQSLGIMASSRGALIGRLVLHEPEEEHIDCSILGPSGHAITGDLNQLSRL 

NLSSDARYLIVVEKDAIFQRLAEDRLYNQIPCILITAKGYPDIATRFILHRLSQTFPNMP 

IFALVDWNPAGLSILCTYKYGSISMGLESYRYACNVKWLGLRGDDLQLIPQSAFQELKPR 

DLQIAKSLLSSKFLQDTHRAELTRMVETGTRAEIEALYCHGFDFLGKFIARKIVQGDYI 

 

Spo11-2-7B : 

CDS: 
ATGGCGCAGGCGGAGGCGGA~~~~~~CGTACCCGCAGCCTCGCTCTTCGGTGCGGACCGC 

CGCCTCTGCTCAGCCGACGTGCTCTCGCCGCCCGAGGTTCGGGCAAGGATCGAGGTGGCG 

GTGCTCAATTTCCTCGCCGCGCTCTCGTCTCCCTCTTCTCCGGCCATCTCTGTCCTCCCC 

CTGATCTCACGCAAGTCCACCAATTGCAGCCTGCGCAGCGGCTTGCTGAGCGATGTTTCA 

TCGGTTTATCTGTCCTACGCCTTCTGCAAGAGGTCACTAATGAGAGAAAATGATGCCAAG 

GCATTCGTCAGAGTATGGAAAGTCATGGAGATGTGCTACAAGATCTTGGGAGACGGGAAG 

CTTGTCACCCAGCGGGAGTTGTTCTACAAACTACTATCGGACTCACCCAAGTACTTCAGC 

TGTCAGCGCCATGTCAATCAAACCATCCAAGATGTTGTTTCATTGCTCCGTTGCACAAGG 

CAGAGTTTAGGAATCATGGCATCAAGTAGAGGGGCTCTGATTGGACGACTTATGTTGCAT 
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GAAGCGGAGGAAGAACACATTGATTGTTCCATTCTTGGACCTTCTGGGCATGCCATTACT 

GGGGATCTGAACCAATTGAGCAGATTAAATTTGTCTTCAGATGCCCGTTATCTCATTCTA 

GTGGAGAAGGATGCCATATTTCAGAGGCTGGCTGAAGACCGCTTATATAACCAGCTTCCA 

TGTATCCTCATCACTGCAAAAGGATATCCTGATATCGCCACAAGGTTTATCTTGCATCGA 

CTGAGCCAGACTTTTCCAAATATGCCAATATTTGCATTAGTGGACTGGAACCCTGCAGGG 

CTCTCTATACTGTGTACTTACAAATATGGAAGCATATCAATGGGCTTGGAATCATACAGA 

TACGCTTGCAATGTAAAATGGCTTGGACTAAGAGGAGATGATCTGCAACTTATCTCTCAG 

AGTGCATTCCAAGAGTTGAAACCTCGTGATTTGCAGATCGCCAAAAGCTTGCTGTCATCT 

AAGTTTCTGCAGGACATGCACAGGGCGGAGTTGACTCGGATGGTCGAGACGGGAACGCGC 

GCTGAGATCGAAGCTCTCTACTGCCATGGATTTGATTTCCTGGGGAAGTTCATCGCCAGG 

AAGATTGTGCAGGGTGACTACATTTGA 

 

Protéine :  
MAQAEADVPAASLFGADRRLCSADVLSPPEVRARIEVAVLNFLAALSSPSSPAISVLPLI 

SRKSTNCSLRSGLLSDVSSVYLSYAFCKRSLMRENDAKAFVRVWKVMEMCYKILGDGKLV 

TQRELFYKLLSDSPKYFSCQRHVNQTIQDVVSLLRCTRQSLGIMASSRGALIGRLMLHEA 

EEEHIDCSILGPSGHAITGDLNQLSRLNLSSDARYLILVEKDAIFQRLAEDRLYNQLPCI 

LITAKGYPDIATRFILHRLSQTFPNMPIFALVDWNPAGLSILCTYKYGSISMGLESYRYA 

CNVKWLGLRGDDLQLISQSAFQELKPRDLQIAKSLLSSKFLQDMHRAELTRMVETGTRAE 

IEALYCHGFDFLGKFIARKIVQGDYI 

 

 

Spo11-2-7D : 

CDS: 
ATGGCGCAGGCGGAGGCGGA~~~~~~CGTACCCGCAACCTCGCTCTTCGGTGCGGACCGC 

CGCCTCTGCTCAGCCGACGTGCTCTCGCCCCTCGAGGTTCGGGCAAGGATCGAGGTGGCG 

GTGCTCAATTTCCTCGCCACGCTCTCGTCTCCCTCTTCTCCGGCCATCCCTGTCCTCCCC 

CTGATCTCACGCAAGTCCACCAATTGCAGCCTGCGCAGCGGCTTGCTGAGTGATGTTTCA 

TCGGTGTATCTGTCCTACGCCTTTTGCAAGAGGTCACTAATGAGAGAAAATGATGCCAAG 

GCATTCGTCAGAGTATGGAAAGTCATGGAGATGTGCTACAAGATCTTGGGCGAAGGGAAG 

CTTGTCACCCAGCGGGAGTTGTTCTACAAACTACTATCGGACTCACCCAAGTACTTCAGC 

TGTCAGCGCCATGTCAATCAAACCATCCAAGATGTTGTTTCATTGCTCCGTTGCACAAGG 

CAGAGTTTAGGAATCATGGCATCAAGTAGAGGGGCTCTGATTGGACGACTTGTGTTGCAT 

GAACCGGAGGAAGAACACATTGATTGTTCCATTCTTGGACCTTCTGGGCATGCCATTACT 

GGGGATCTGAACCAATTGAGCAGATTAAATTTGTCTTCAGATGCCCGTTATCTCATTCTA 

GTGGAGAAGGATGCCATATTTCAGAGGCTGGCTGAAGACCGCTTATATAATCAGCTTCCA 

TGTATCCTGATCACTGCAAAAGGATATCCTGATATCGCCACGAGGTTTATCTTGCATCGA 

CTGAGCCAGACTTTTCCAAATATGCCAATATTTGCATTAGTGGACTGGAACCCTGCAGGG 

CTCTCTATACTGTGTACTTACAAATATGGAAGCATATCAATGGGCTTGGAATCATACAGA 

TACGCTTGCAATGTAAAATGGCTTGGCCTAAGAGGAGATGATCTGCAACTTATCCCTCAG 

AGTGCATTCCAAGAGTTGAAACCTCGTGATTTGCAGATCGCCAAAAGCTTGCTGTCATCT 

AAGTTTCTACAGGACACGCACAGGGCGGAGTTGACGCGGATGGTGGAGACAGGCACTCGT 

GCTGAGATCGAAGCTCTCTACTGCCATGGATTTGATTTCCTGGGGAAGTTCATCGCCAGG 

AAGATTGTGCAGGGTGACTACATTTGA 

 

Protéine :  
MAQAEADVPATSLFGADRRLCSADVLSPLEVRARIEVAVLNFLATLSSPSSPAIPVLPLI 
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SRKSTNCSLRSGLLSDVSSVYLSYAFCKRSLMRENDAKAFVRVWKVMEMCYKILGEGKLV 

TQRELFYKLLSDSPKYFSCQRHVNQTIQDVVSLLRCTRQSLGIMASSRGALIGRLVLHEP 

EEEHIDCSILGPSGHAITGDLNQLSRLNLSSDARYLILVEKDAIFQRLAEDRLYNQLPCI 

LITAKGYPDIATRFILHRLSQTFPNMPIFALVDWNPAGLSILCTYKYGSISMGLESYRYA 

CNVKWLGLRGDDLQLIPQSAFQELKPRDLQIAKSLLSSKFLQDTHRAELTRMVETGTRAE 

IEALYCHGFDFLGKFIARKIVQGDYI 
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Annexe 8 : Séquences des protéines SPO11-1 et SPO11 utilisées pour générer l’arbre 

phylogénétique. 

 
>Triticum_aestivum_SPO11-1_5AL 

MAGSGKRRRATVLDDDERRGRRRLEEAALLLHKIKGLVGWVVAEVSAGRSPSLALHRYQNYCACA

SAAAAAASLSTCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVLLRVLLVVQQLLQENKHCSKRDIYYM

YPSMFVEQAIVDRAINDICILFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGWIRFVEGEKKVYCITNVNAAFPIP

VSIEAIKDVVSVAHYILVVEKEAVFQRLANDKFCEKNRCIVITGRGYPDIPTRRFLRYLVEQLHL

PAYCLVDSDPYGFDILATYKFGSMQLAYDANVLRVPEIRWLGVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSED

RRKLEGILTRCYLHKEAPEWRLKLEAMLEMGVKFEIEALSASSISFLSQEYIPQQIRLGRYI---

--------------------------------------------------------- 

>Triticum_aestivum_SPO11-1_5BL 

MAGSGKRRRATVLDDDERRGRRRLEEAALLLHKIKGLVGWVVAEISAGRSPSLALHRYQNYCACA

SAAAAASPSTCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVLLRVLLVVQQLLQENKHCSKRDIYYMY

PSMFVEQAIVDRAINDICILFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGWIRFVEGEKKVYCITNVNTAFPIPV

SIEAIKDVVSVAHYILVVEKEAVFQRLANDKFCEKNRCIVITGRGYPDIPTRRFLRYLVEQLHLP

AYCLVDSDPYGFDILATYKFGSMQLAYDANILRVPEIRWLGVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSEDR

RKLEGILTRCYLHKEAPEWRLKLEAMLEMGVKFEIEALSASSISFLSQEYIPQQIRLGRYI----

--------------------------------------------------------- 

>Triticum_aestivum_SPO11-1_5DL 

MAGSGKRRRATVLDDDERRGRRRLEEAALLLHKIKGLVGWVVAEISAGRSPSLALHRYQNYCASA

DAAAAAASPSTCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVLLRVLLVVQQLLQENKHCSKRDIYYM

YPSMFVEQAIVDRAINDICILFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGWIRFVEGEKKVYCITNVNAAFPIP

VSIEAIKDVVSVAHYILVVEKEAVFQRLANDKFCEKNRCIVITGRGYPDIPTRRFLRYLVEQLHL

PAYCLVDSDPYGFDILATYKFGSMQLAYDANVLRVPEIRWLGVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSED

RRKLEGILTRCYLHKEAPEWRLKLEAMLEMGVKFEIEALSASSISFLSQEYIPQQIRLGRYI---

--------------------------------------------------------- 

>Aegilops_tauschii_SPO11-1 

MAGSGKRRRATVLDDDERRGRRRLEEAALLLHKIKGLVGWVVAEISAGRSPSLALHRYQNYCASA

DAAAAAASPSTCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVLLRVLLVVQQLLQENKHCSKRDIYYM

YPSMFVEQAIVDRAINDICILFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGWIRFVEGEKKVYCITNVNAAFPIP

VSIEAIKDVVSVAHYILVVEKEAVFQRLANDKFCEKNRCIVITGRGYPDIPTRRFLRYLVEQLHL

PAYCLVDSDPYGFDILATYKFGSMQLAYDANVLRVPEIRWLGVFTSDFEEYCLPDCCQLQLSSED

RRKLEGILTRCYLHKEAPEWRLKLEAMLEMGVKFEIEALSASSISFLSQEYIPQQIRLGRYI---

--------------------------------------------------------- 

>Triticum_urartu_SPO11-1 

MAGSGKRRRATVLDDDERRGRRRLEEAALLLHKIKGLVGWVGAAGSARTAGRSPSLALHRYQNYC

ACASAAAAAASPSTCACSYDAPVGTDVLSLLRKEFHASRLNVLLRVLLVVQQLLQENKHCSKRDI

YYMYPSMFVEQAIVDRAINDICILFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGWIRFVEGEKKVYCITNVNAAF

PIPVSIEAIKDVVSVAHYILVVEKEAVFQRLANDKFCEKNRCIVITGRGYPDIPTRRFLRYLVEQ

LHLPAYCLVDSDPYGFDILATYKFGSMQLAYDANVLRVPEIRWLGVFTSDFEEYCLPDCCQLQLS

SEDRRKLEGILTRCYLHKEAPEWRLKLEAMLEMGVKFEIEALSASSISFLSQEYIPQQIRLGRYI

--------------------------------------------------------- 

>Brachypodium_distachyon_SPO11-1 

MEGREKRRRATVLDDDDELRGRRREQEAALLLHKIKGLVGWVVAEVGAGRSPSVALNRYQNYCTS

AAASPPTCACSYDAPVGTDILCLLRKEFHASRLSVLLRVLFVVQQLLQQNKHCSKRDIYYMYPSI

FIEQAVVDRAINDICILFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGWIRFVEGEKKVYCITNVNAAFSIPVSIE
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TIKDIVSVAHYILVVEKETVFQRLANDKFCERNRCIVITGRGYPDVPTRRFLRHLVEQLHLPAYC

LVDSDPYGFDILATYKFGSMQLAYDANLLRVPGIRWLGVFTSDFEEYCLPDYCLLDLSSEDRKKL

EGILTRCYLHREAPEWRAELEAMLEKGVKFEIEALSASSISFLSQEYIPQKIKLGRHI-------

--------------------------------------------------------- 

>Oryza_sativa_japonica_SPO11-1 

MAGREKRRRVAALDGEERRRRQEEAATLLHRIRGLVRWVVAEVAAGRSPTVALHRYQNYCSSASA

AAASPCACSYDVPVGTDVLSLLHRGSHASRLNVLLRVLLVVQQLLQQNKHCSKRDIYYMYPSIFQ

EQAVVDRAINDICVLFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGWIRFLEGEKEVYCVTNVNAAFSIPVSIEAI

KDVVSVADYILIVEKETVFQRLANDKFCERNRCIVITGRGYPDIPTRRFLRYLVEQLHLPVYCLV

DADPYGFDILATYKFGSLQLAYDANFLRVPDIRWLGVFTSDFEDYRLPDCCLLHLSSEDRRKAEG

ILSRCYLHREAPQWRLELEAMLQKGVKFEIEALSACSISFLSEEYIPKKIKQGRHI---------

--------------------------------------------------------- 

>Oryza_sativa_indica_SPO11-1 

MAGREKRRRVAALDGEERRRRQEEAATLLHRIRGLVRWVVAEVAAGRSPTVALHRYQNYCSSASA

AAASPCACSYDVPVGTDVLSLLHRGSHASRLNVLLRVLLVVQQLLQQNKHCSKRDIYYMYPSIFQ

EQAVVDRAINDICVLFKCSRHNLNVVPVAKGLVMGWIRFLEGEKEVYCVTNVNAAFSIPVSIEAI

KDVVSVADYILIVEKETVFQRLANDKFCERNRCIVITGRGYPDIPTRRFLRYLVEQLHLPVYCLV

DADPYGFDILATYKFGSLQLAYDANFLRVPDIRWLGVFTSDFEDYRLPDCCLLHLSSEDRRKAEG

ILSRCYLHREAPQWRLELEAMLQKGVKFEIEALSACSISFLSEEYIPKKIKQGRHI---------

--------------------------------------------------------- 

>Zea_mais_SPO11-1 

MAGRDKRRRAAPLEGDEQQLRRRLEEAALLLRRIKGLVRWIVEEVAAGRSPSIVLHRACSYDIPV

GTDVLSLLHKDYHTSRLNVLLRVLFVVQQLLQQNKHCSKRDIYYMYPSIFVEVAVVDRAINDICI

LFKCSRHNLNVVPVVKGLVMGWIRFMEGEKKVYCITSVNAAFSIPVDIEAIKDVVSVAHYILVVE

KETVFQRLANDKFCERNRCIVITGRGYPDIPTRSNWHMMQTCCVSLIYGGLEFSHLILKNIAFQT

AAYFVCHLKIGGKLKAFLLGAIYTGKPQNGGQSWKQCCKRVSSLRLRHYPQIPFPFYRMSTFPRK

SNKACIYKIGHSCIRPGCVIEYNLFLSDYSYIRRHIMCKH-------------------------

--------------------------------------------------------- 

>Setaria_italica_SPO11-1 

MAGRDKRRCAAALGCDKQRLRRRQDAAALLLRRIKGLVRWVVKEVAAGRSPSIVLHRYRNYCSAA

DAASPSPCACSYDAPVGTDVLSLLHKDCHTSRLNVLLRVLLVVQQLLQQNKHCSKRDIYYMYPSI

FVEVAVVDRAINDICILFKCSRHNLNVVPVVKGLVMGWIRFVEGEKKVYCITSVNAAFSIPVSIE

AIKDVVSVAHYILVVEKETVFQRLANDKFCERNRCIVITGRGYPDIPTRRFLRHLVEQLHLPAYC

LVDSDPYGFDILATYKFGSLQLAYDANLLRVPDIRWLGVFTSDFEDFCLPDCCLLHLSPEDRRKA

ESILARCYLHKEAPEWRSELEAMLQKGVKFEIEALSASSISFLSDKYIPQKIKQGRHL-------

--------------------------------------------------------- 

>Sorghum_bicolor_SPO11-1 

MAGRDKRRRAAPLEGDEQQLRRRQEEAALLLRRIKGLVRWVVEEVAAGRSPSIVLHRYRNYCSAA

DSASPSPCACSYDVPVGTDVLSLLHNDYHTSRLNVLLRVLLVVQKLLQQNKHCSKRDIYYMYPSI

FVEVAVVDRAINDICILLKCSRHNLNVVPVVKGLVMGWIRFVEGEKKVYCITNVNAAFSIPVDIE

AIKDVVSVAHYILVVEKETVFQRLANDKFCERNRCIVITGRGYPDIPTRRFLRYLVEQLHLPAYC

LVDSDPYGFDILATYKFGSLQLAHDANLLRVPDIRWLGVFTSDFEEYCLPDCCLLHLSPEDRRKA

ERILARCYLHREVPEWRSELEAMLQKGVKFEIEALSANSISFLSDEYIPQKIKQGMHL-------

--------------------------------------------------------- 

>Brassica_campestris_SPO11-1 

MEGNFQISETTNLLRKIKEFTRSIVEDLAEGKSPEISINRFRNYCNDPEADCFCSSDEPKGREIL

TLRKRSQTYRIDMLLRVLLIVQQLLQENRHGSKRDIYYMHPSAFKAQSVVDRAIADICILFQCSR
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YNLNVVSVGNGLVMGWLKFREAGRKFDCLSSLNTAFPVPVLVEEVEDIVSLAEYILVVEKETVFQ

RLANDMFCKTNRCIVVTGRGYPDVSTRRFLRLLMEKLQLPVHCLVDCDPYGFEILATYRFGSMQM

AYDIESLRAPEMKWLGAFPSDSDIYGVPHQCLLPLTEEDKKRTEAMLLRCYLKREMPQWRLELET

MLKRGVKFEIEALSVHSLSFLSEVYIPSKIRSEGSFH----------------------------

--------------------------------------------------------- 

>Arabidopsis_thaliana_SPO11-1 

MEGKFAISESTNLLQRIKDFTQSVVVDLAEGRSPKISINQFRNYCMNPEADCLCSSDKPKGQEIF

TLKKEPQTYRIDMLLRVLLIVQQLLQENRHASKRDIYYMHPSAFKAQSIVDRAIGDICILFQCSR

YNLNVVSVGNGLVMGWLKFREAGRKFDCLNSLNTAYPVPVLVEEVEDIVSLAEYILVVEKETVFQ

RLANDMFCKTNRCIVITGRGYPDVSTRRFLRLLMEKLHLPVHCLVDCDPYGFEILATYRFGSMQM

AYDIESLRAPDMKWLGAFPSDSEVYSVPKQCLLPLTEEDKKRTEAMLLRCYLKREMPQWRLELET

MLKRGVKFEIEALSVHSLSFLSEVYIPSKIRREVSSP----------------------------

--------------------------------------------------------- 

>Solanum_lycopersicum_SPO11-1 

MEGKRSNTRPLTLLRKIKGFTRSIVEDLARGRPPLIYIERFRNYCTDTSGNCSCSSGLSTGKEAI

SLKRECHARRLDVMLRVLLIVQQLLQENRHGSKRDIYYMHPTVFKEQSVVDRAINDICILLQCSR

HNLNVVSVGNGHTPFQSLLKKLMAMAVTVTPLMLEQDIISVAQYVIVVEKESVFQRLANDQFCKR

NRCIVITGRGYPDVPTRRFLRLLIDKLHLPVYGLVDCDPYGFDILTTYKFGSLQMAYDATFLRVS

EIQWLGVFVQDCDNYSIPQQCLLPLTAEDKRKIEAMLPRCYLQREVPQWRFELELLLHKGVKFEI

EALSVHSLTFLSHEYLPSKIHNGGYI---------------------------------------

--------------------------------------------------------- 

>Medicago_truncatula_SPO11-1 

MEGKRMKLESQKAENAIHLLDKIKEFTRSLLINLTNGNSSIILINRFRNHCTLSDSNCFCGSDLP

VGNEVLTLCKETRVHRLGHSLYLLLSSMCACSLIILLLFKLGFENKHSSKRDIYYMHPSVFLDQS

VVDHAINDICVRMQCSRHNLNVVSAGNGLVMGWIRFVEGKKIFDCINSPNTAHPTPVYVEEIKDI

VSMAHYILVVEKESVFRILANDHFCNANHCIVISGRGYPDIPTRRFLRLLVDNLYIPAYCLVDCD

PYGFDILTTYRFGSMQMAYDTKHLRVPEIHWLGAFPSDSDRYFVPKQCLLPLTVEDKRKIKAMLL

RCYLQREVPEWRLELRMMLQKGVKFEIEALSVHTLSFLTESYIPSKIHGKVKI------------

--------------------------------------------------------- 

>Populus_trichocarpa_SPO11-1 

MERNASSRALLSKIKDLTTSLVKELSEGRSPNICIHKFRNYCTDPNSNCLCSSDLPKGQQVLTLT

RQCHACRIDVLLRVLVIVQKLLQENRHGSKRDIYYMHPSVFSEQSVVDRAINDICILLQCSRHNL

NVVSVGNGLVMGWLQFLEAGRKFDCISSPTTAYTIPVHVEEVKDIVSVANYILIVEKESVFQRLA

NDKFCNANRCIVITGRGYPDIPTRRFLRLLVEKLCLPVYCLVDCDPYGFDILTTYRFGSMQMAYD

AKILRVPEVQWLGAFPSDFEKYDLPQQCLLPLTAEDKRRTETMLLRCYLQKEVPEWRLELELMLQ

KGVKFEIEAFSVHTLSFLSEQYIPSKIPKVEVLPGNNIKS-------------------------

--------------------------------------------------------- 

>Physcomitrella_patens_subsp._patens_SPO11-1 

MEGGTSDSTYLLPQIQMFLHTVLSDIERGGQASVSIPVFKPREYPLETNKKCLTIFEETNTFEEI

SCSSEGGSQRLVAMLKVLQIVEVLLQQNRHATKRDVYYNDTALLKGRLDQSINDICCFFHCSRPS

LNLVSSSKGLVTGQLSYYEEGRLINCSKRSSTSNGLPVPVHINKVSHLSSSAEYILLVEKETVFQ

RLANDKFCAKNCCILLTGKGYPDVATRSFLRRLVDQLHLPVYGLMDGDPYGLDILSIYRFGSLTM

AYDAKVLAVPSILWLGIFLSDLGHFGLTENCLLPMSKRDEKKADAILNKSYIQQLAPAWWSKLAE

FRTRRVKLEVEAISTVSFTSLADHYIPSKIRGQCYI-----------------------------

--------------------------------------------------------- 

>Saccharomyces_cerevisiae_SPO11 
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MALEGLRKKYKTRQELVKALTPKRRSIHLNSNGHSNGTPCSNADVLAHIKHFLSLAANSLEQHQQ

PISIVFQNKKKKGDTSSPDIHTTLDFPLNGPHLCTHQFKLKRCAILLNLLKVVMEKLPLGKNTTV

RDIFYSNVELFQRQANVVQWLDVIRFNFKLSPRKSLNIIPAQKGLVYSPFPIDIYDNILTCENEP

KMQKQTIFPGKPCLIPFFQDDAVIKLGTTSMCNIVIVEKEAVFTKLVNNYHKLSTNTMLITGKGF

PDFLTRLFLKKLEQYCSKLISDCSIFTDADPYGISIALNYTHSNERNAYICTMANYKGIRITQVL

AQNNEVHNKSIQLLSLNQRDYSLAKNLIASLTANSWDIATSPLKNVIIECQREIFFQKKAEMNEI

DARIFEYK------------------------------------------------- 

>Drosophila_melanogaster_SPO11 

MDEFSENIERIALELLSNLVHGNATLSVPRNSSGNVISEYRRVSYNNRGSRHSFCVLIYMLSRVH

RLQVRGGSFTVRGLYYDNPLLVRSQSRIAEARLDVCRMLRTSPLSLGILAASKGLVAGDLRLLMT

NGDVLDSSLYGGPLTLPTDPEKIDRIETLAEFVLIVEKESVFESLLSRNVFGTFERRFILITGKG

YPDCCTRRIVHRLTEENQLAAYILVDADPFGVEIMLVYRHGSKSMSFSSQGLTTPALRWIGLHPS

EIPALGTGAVALVAGDNKKINDLLARHDLEPGVRQELRMLQDVQLKAEIESVIDFLTDDYIPNKI

NRNLFL-----------------------------------------------------------

--------------------------------------------------------- 

>Caenorhabditis_elegans_SPO11 

MYEYSFNPNIDHEPGSVESQQSTIYSDSDDSDDSFLDDEVIPPKEQAMRKIEFALADIKRQMDNK

EKSLTLRISTSKSHFCLRYTAKRKGKLDRDLHCLHQVYDLLENDKRSTKRELYYEHKAVYGNQKY

LDSSIKSICELLNESRANLNILSCGRGIIRGAITFLVENVGVIDARVQEVLITDALLFSNIISEA

DFILVVEKDTTFQKLMDENFQAMFPRGILATSKGYPDIATRNVLKMLSEKRKFPIYGLFDADPHG

IEIYLTYKYGPTKEFAEGRGAFVPTIEWIGLFPTDFHRFTIDQSQCLPLVRTDFVKIEKMIPRSI

QLGEIVVTRELDWMIQNKFKMELESINMCGQEYMARFLIAPRVMSIEKEIPIQPETIINEYHEDS

QCSLSTDDDREAKDDDYIDSDAEEKFQNMIDNDSD---------------------- 

>Homo_sapiens_SPO11 

MAFAPMGPEASFFDVLDRHRESLLAALRRGGREPPTGGSRLASSSEVLASIENIIQDIITSLARN

EAPAFTIDNRSSWENIKFEDSVGLQMVSHCTTRKIKSDSPKSAQKFSLILKILSMIYKLVQSNTY

ATKRDIYYTDSQLFGNQTVVDNIINDISCMLKVSRRSLHILSTSKGLIAGNLRYIEEDGTKVNCT

CGATAVAVPSNIQGIRNLVTDAKFVLIVEKDATFQRLLDDNFCNKLSPCIMITGKGVPDLNTRLL

VKKLWDTFHVPVFTLVDADPHGIEIMCIYKYGSMSMSFEAHHLTVPAIRWLGLLPSDLKRLNVPK

DSLIPLTKRDQMKLDSILRRPYVTCQPFWRKEMEIMADSKMKAEIQALTFLSSDYLSRVYLPNKL

KFGGWI--------------------------------------------------- 

>Mus_musculus_SPO11 

MAFAPMGPEASFFDALDRHRASLLAMVKRGAGETPAGATRVASSSEVLTAIENIIQDIIKSLARN

EVPAFTIDNRSSWENIMFDDSVGLRMIPQCTTRKIRSDSPKSVKKFALILKVLSMIYKLIQSDTY

ATKRDIYYTDSQLFGNQAAVDSAIDDISCMLKVPRRSLHVLSTSKGLIAGNLRYMEEDGTRVQCT

CSATATAVPTNIQGMQHLITDAKFLLIVEKDATFQRLLDDNFCSRMSPCIMVTGKGVPDLNTRLL

VKKLWDTFHIPVFTLVDADPYGIEIMCIYKYGSMSMSFEAHNLTIPTIRWLGLLPSDIQRLNIPK

DSLIPLTKHDQMKLDSILKRPYITYQPLWKKELEMMADSKMKAEIQALTLLSSDYLSRVYLPNKL

RFGGWI--------------------------------------------------- 

  



 

344 

 

Annexe 9 : Liste des off-targets pour les 9 cibles TAL+CRISPR après BLAST sur 

plants.ensembl.org contre le génome du blé tendre. 

 

Genomic Location Overlapping Gene(s) Orientation Length Score E-val %ID 

TAL15             

3B:406459445-406459469  TraesCS3B02G253000 Forward 25  25 7.5E-5 100.0  

3D:313313918-313313940  TraesCS3D02G230000 Reverse 23  23 0.0012 100.0  

1A:276276453-276276469   Forward 17  17 4.4 100.0  

5B:14997709-14997729   Forward 21  17 4.4 95.2  

4A:76801741-76801757   Reverse 17  17 4.4 100.0  

6A:232247676-232247692   Reverse 17  17 4.4 100.0  

TAL28             

3B:644016930-644016954  TraesCS3B02G408400 Reverse 25  25 7.5E-5 100.0  

3A:625039504-625039526  TraesCS3A02G376100 Reverse 23  23 0.0012 100.0  

3D:481878447-481878471  TraesCS3D02G368600 Reverse 25  21 0.018 96.0  

7B:635872129-635872147   Forward 19  19 0.28 100.0  

TAL47             

3A:95476772-95476796   Forward 25  25 7.5E-5 100.0  

3B:126919919-126919943   Forward 25  25 7.5E-5 100.0  

3D:81206330-81206353   Forward 24  24 3.0E-4 100.0  

2B:14167770-14167789   Forward 20  20 0.072 100.0  

1D:431490228-431490246   Forward 19  19 0.28 100.0  

1D:456525328-456525350   Forward 23  19 0.28 95.7  

6A:301441801-301441822   Reverse 22  18 1.1 95.5  

5B:206766933-206766950   Forward 18  18 1.1 100.0  

3D:315887649-315887670   Forward 22  18 1.1 95.5  

7A:459999301-459999317   Reverse 17  17 4.4 100.0  

7A:574081565-574081581   Reverse 17  17 4.4 100.0  

4A:144310633-144310649   Reverse 17  17 4.4 100.0  

4A:296065037-296065053   Reverse 17  17 4.4 100.0  

4A:703320953-703320969   Forward 17  17 4.4 100.0  

3A:706642589-706642605   Forward 17  17 4.4 100.0  

3A:742883413-742883429   Reverse 17  17 4.4 100.0  

7D:430935144-430935160   Reverse 17  17 4.4 100.0  

3B:419797541-419797557  TraesCS3B02G261700 Reverse 17  17 4.4 100.0  

3B:532640272-532640288   Forward 17  17 4.4 100.0  

7B:682389733-682389749   Reverse 17  17 4.4 100.0  

1D:79800952-79800968  TraesCS1D02G094000 Reverse 17  17 4.4 100.0  

4B:602693869-602693885   Reverse 17  17 4.4 100.0  

1A:3790608-3790624   Forward 17  17 4.4 100.0  

5B:436288796-436288812   Forward 17  17 4.4 100.0  

1B:514349628-514349644   Reverse 17  17 4.4 100.0  

2A:609112345-609112365   Reverse 21  17 4.4 95.2  
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5D:124343644-124343660   Reverse 17  17 4.4 100.0  

5D:124504360-124504376   Reverse 17  17 4.4 100.0  

5D:249877921-249877937   Reverse 17  17 4.4 100.0  

5D:291916924-291916940   Forward 17  17 4.4 100.0  

5D:429575777-429575793   Reverse 17  17 4.4 100.0  

5D:442670641-442670657   Reverse 17  17 4.4 100.0  

3D:611882596-611882612   Reverse 17  17 4.4 100.0  

CRISPR15             

3D:313313928-313313947  TraesCS3D02G230000 Forward 20  20 0.024 100.0  

3B:406459438-406459457  TraesCS3B02G253000 Reverse 20  20 0.024 100.0  

7A:658067879-658067895   Forward 17  17 1.5 100.0  

7A:288476528-288476544   Reverse 17  17 1.5 100.0  

7D:515901131-515901147   Reverse 17  17 1.5 100.0  

3D:385287423-385287439   Forward 17  17 1.5 100.0  

2D:231066010-231066026   Forward 17  17 1.5 100.0  

2D:366340314-366340330   Reverse 17  17 1.5 100.0  

1D:19984146-19984162   Forward 17  17 1.5 100.0  

1D:345092176-345092192   Reverse 17  17 1.5 100.0  

6D:262767635-262767651   Forward 17  17 1.5 100.0  

6B:311693734-311693749   Reverse 16  16 5.9 100.0  

1B:505918656-505918671   Forward 16  16 5.9 100.0  

3B:87169136-87169151   Forward 16  16 5.9 100.0  

5B:459688116-459688131   Forward 16  16 5.9 100.0  

CRISPR28             

3B:644016946-644016965  TraesCS3B02G408400 Reverse 20  20 0.024 100.0  

2B:641895823-641895839   Reverse 17  17 1.5 100.0  

2B:632929887-632929903   Forward 17  17 1.5 100.0  

3D:592380120-592380136   Reverse 17  17 1.5 100.0  

2D:1618384-1618400   Reverse 17  17 1.5 100.0  

2D:45142119-45142135   Reverse 17  17 1.5 100.0  

4D:178472329-178472345   Reverse 17  17 1.5 100.0  

4D:185594498-185594514   Reverse 17  17 1.5 100.0  

5D:511561859-511561875   Forward 17  17 1.5 100.0  

2A:76928392-76928408   Forward 17  17 1.5 100.0  

6D:10079531-10079547   Reverse 17  17 1.5 100.0  

5B:626408290-626408306   Reverse 17  17 1.5 100.0  

1A:19284583-19284599   Forward 17  17 1.5 100.0  

1A:19398721-19398737   Forward 17  17 1.5 100.0  

1D:408702050-408702066   Forward 17  17 1.5 100.0  

1D:439815251-439815267   Forward 17  17 1.5 100.0  

5A:309086650-309086666   Forward 17  17 1.5 100.0  

6B:470599892-470599908   Reverse 17  17 1.5 100.0  

6B:45849917-45849933   Forward 17  17 1.5 100.0  
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6B:84080680-84080696   Forward 17  17 1.5 100.0  

7B:688670372-688670388   Reverse 17  17 1.5 100.0  

7B:725390284-725390300   Reverse 17  17 1.5 100.0  

3B:793988669-793988685   Reverse 17  17 1.5 100.0  

3B:794059973-794059989   Reverse 17  17 1.5 100.0  

3B:452312478-452312494   Forward 17  17 1.5 100.0  

3B:766054693-766054709   Forward 17  17 1.5 100.0  

3B:766055018-766055034   Forward 17  17 1.5 100.0  

7D:74681810-74681826   Reverse 17  17 1.5 100.0  

7D:92549532-92549548   Reverse 17  17 1.5 100.0  

7D:107609518-107609534   Reverse 17  17 1.5 100.0  

7D:43103419-43103435   Forward 17  17 1.5 100.0  

3A:267904283-267904299   Reverse 17  17 1.5 100.0  

Un:44597977-44597993   Reverse 17  17 1.5 100.0  

Un:165260667-165260683   Reverse 17  17 1.5 100.0  

Un:201927769-201927785   Reverse 17  17 1.5 100.0  

Un:206836168-206836184   Reverse 17  17 1.5 100.0  

Un:279214678-279214694   Reverse 17  17 1.5 100.0  

Un:44017682-44017698   Forward 17  17 1.5 100.0  

Un:44106017-44106033   Forward 17  17 1.5 100.0  

Un:172882356-172882372   Forward 17  17 1.5 100.0  

Un:201167191-201167207   Forward 17  17 1.5 100.0  

4A:689433966-689433982   Forward 17  17 1.5 100.0  

3D:481878465-481878480  TraesCS3D02G368600 Reverse 16  16 5.9 100.0  

1B:676733533-676733548   Reverse 16  16 5.9 100.0  

7B:639750081-639750096   Reverse 16  16 5.9 100.0  

3A:302421638-302421653   Forward 16  16 5.9 100.0  

Un:10387964-10387979   Forward 16  16 5.9 100.0  

Un:201147208-201147223   Forward 16  16 5.9 100.0  

4A:319921196-319921211   Reverse 16  16 5.9 100.0  

CRISPR47             

3B:126919982-126920001  Reverse 20  20 0.024 100.0 

CRISPR01             

3B:659542721-659542740  TraesCS3B02G422500 Reverse 20  20 0.024 100.0  

3D:498860549-498860568  TraesCS3D02G383300 Reverse 20  20 0.024 100.0  

3A:638926568-638926587  TraesCS3A02G390700 Reverse 20  16 5.9 95.0  

CRISPR12             

3B:636455679-636455698  TraesCS3B02G401900 Reverse 20  20 0.024 100.0  

6B:34223522-34223538   Reverse 17  17 1.5 100.0  

1A:584513814-584513829  TraesCS1A02G433100 Reverse 16  16 5.9 100.0  

1D:486883258-486883273  TraesCS1D02G442500 Reverse 16  16 5.9 100.0  

1B:678069376-678069391  TraesCS1B02G468900 Reverse 16  16 5.9 100.0  

1B:683412918-683412933   Forward 16  16 5.9 100.0  
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7B:433525081-433525096  TraesCS7B02G231000 Reverse 16  16 5.9 100.0  

7B:603336313-603336328   Reverse 16  16 5.9 100.0  

7B:749676753-749676768  TraesCS7B02G499700 Reverse 16  16 5.9 100.0  

3A:652393984-652393999   Forward 16  16 5.9 100.0  

3A:652633718-652633733   Forward 16  16 5.9 100.0  

3A:652770228-652770243   Forward 16  16 5.9 100.0  

7D:417780007-417780022  TraesCS7D02G327100 Reverse 16  16 5.9 100.0  

7A:482742447-482742462  TraesCS7A02G330300 Reverse 16  16 5.9 100.0  

3D:477256627-477256642   Reverse 16  16 5.9 100.0  

CRISPR14             

3B:659274849-659274868   Forward 20  20 0.024 100.0  

3A:638445769-638445787   Forward 19  19 0.095 100.0  

3D:498263171-498263189   Forward 19  19 0.095 100.0  

2A:568420060-568420075  TraesCS2A02G334700 Reverse 16  16 5.9 100.0  
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Annexe 10 : Marqueurs testés pour la recherche de SNP. 

 

 

cible Marqueurs type SNP cible Marqueurs type SNP cible Marqueurs type SNP

47-133 cfb27408 SSR 0 15-412 v443_0202_115 ISBP 0 47-133 v443_0295_10 ISBP 0

47-133 cfb12199 SSR 0 15-412 v443_0202_853 ISBP 0 47-133 v443_0295_11 ISBP 0

47-133 cfb27404 SSR 0 15-412 v443_0202_858 ISBP 0 47-133 v443_0295_23 ISBP 0

47-133 cfb27395 SSR 0 15-412 v443_0202_869 ISBP 0 47-133 v443_0295_31 ISBP 0

47-133 cfb27394 SSR 0 15-412 v443_0202_871 ISBP 0 47-133 v443_0295_29 ISBP 0

47-133 cfb27393 SSR 0 15-412 v443_0202_878 ISBP 0 47-133 v443_0295_43 ISBP 0

15-412 v443_0202_9 ISBP 0 15-412 v443_0202_879 ISBP 0 47-133 v443_0295_44 ISBP 0

15-412 v443_0202_11 ISBP 0 15-412 v443_0202_882 ISBP 0 47-133 v443_0295_48 ISBP 0

15-412 v443_0202_18 ISBP 0 15-412 v443_0202_883 ISBP 0 47-133 v443_0295_49 ISBP 0

15-412 v443_0202_19 ISBP 0 15-412 v443_0202_890 ISBP 0 47-133 v443_0295_51 ISBP 0

15-412 v443_0202_23 ISBP 0 15-412 v443_0202_894 ISBP 0 47-133 v443_0295_110 ISBP 0

15-412 v443_0202_27 ISBP 0 15-412 v443_0202_895 ISBP 0 47-133 v443_0295_123 ISBP 0

15-412 v443_0202_28 ISBP 0 15-412 v443_0202_914 ISBP 0 47-133 v443_0295_131 ISBP 0

15-412 v443_0202_32 ISBP 0 15-412 v443_0202_916 ISBP 0 47-133 v443_0295_135 ISBP 0

15-412 v443_0202_34 ISBP 0 15-412 v443_0202_919 ISBP 0 47-133 v443_0295_136 ISBP 0

15-412 v443_0202_36 ISBP 0 15-412 v443_0202_923 ISBP 0 47-133 v443_0295_138 ISBP 0

15-412 v443_0202_37 ISBP 0 15-412 v443_0202_925 ISBP 0 47-133 v443_0295_174 ISBP 0

15-412 v443_0202_38 ISBP 0 15-412 v443_0202_927 ISBP 0 47-133 v443_0295_177 ISBP 0

15-412 v443_0202_43 ISBP 0 15-412 v443_0202_928 ISBP 0 47-133 v443_0295_178 ISBP 0

15-412 v443_0202_45 ISBP 0 15-412 v443_0202_933 ISBP 0 47-133 v443_0295_183 ISBP 0

15-412 v443_0202_54 ISBP 0 15-412 v443_0202_936 ISBP 0 47-133 v443_0295_191 ISBP 0

15-412 v443_0202_55 ISBP 0 15-412 v443_0202_939 ISBP 1 47-133 v443_0295_198 ISBP 0

15-412 v443_0202_58 ISBP 0 15-412 v443_0202_943 ISBP 0 47-133 v443_0295_203 ISBP 0

15-412 v443_0202_59 ISBP 0 15-412 v443_0202_948 ISBP 0 47-133 v443_0295_233 ISBP 0

15-412 v443_0202_63 ISBP 0 15-412 v443_0202_968 ISBP 0 47-133 v443_0295_235 ISBP 0

15-412 v443_0202_64 ISBP 0 15-412 v443_0202_969 ISBP 0 47-133 v443_0295_242 ISBP 0

15-412 v443_0202_67 ISBP 0 15-412 v443_0202_982 ISBP 0 47-133 v443_0295_251 ISBP 0

15-412 v443_0202_68 ISBP 0 15-412 v443_0202_983 ISBP 0 47-133 v443_0295_267 ISBP 0

15-412 v443_0202_74 ISBP 0 15-412 v443_0202_985 ISBP 0 47-133 v443_0295_268 ISBP 0

15-412 v443_0202_76 ISBP 0 15-412 v443_0202_993 ISBP 0 47-133 v443_0295_269 ISBP 0

15-412 v443_0202_78 ISBP 0 15-412 v443_0202_994 ISBP 0 47-133 v443_0295_274 ISBP 0

15-412 v443_0202_88 ISBP 0 15-412 v443_0202_996 ISBP 0 47-133 v443_0295_275 ISBP 0

15-412 v443_0202_100 ISBP 0 15-412 v443_0202_999 ISBP 0 47-133 v443_0295_278 ISBP 0

15-412 v443_0202_102 ISBP 0 47-133 v443_0295_3 ISBP 0 47-133 v443_0295_281 ISBP 0

15-412 v443_0202_105 ISBP 0 47-133 v443_0295_5 ISBP 0 47-133 v443_0295_287 ISBP 0

15-412 v443_0202_106 ISBP 0 47-133 v443_0295_6 ISBP 0 47-133 v443_0295_288 ISBP 0

15-412 v443_0202_110 ISBP 0 47-133 v443_0295_8 ISBP 1 47-133 v443_0295_296 ISBP 0

15-412 v443_0202_112 ISBP 0 47-133 v443_0295_9 ISBP 0


