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étapes de la méiose pas à pas jusqu'à la formation des gamètes recombinés et équilibrés. En 

second lieu, nous décrirons les connaissances actuelles sur les acteurs moléculaires 

intervenant dans la régulation de la méiose.

3.1. Déroulement de la méiose 

Dans la majorité des cas, la séparation correcte des chromosomes homologues en méiose ne

peut avoir lieu que s'il y a recombinaison entre les homologues. La recombinaison est initiée

par la formation de CDB et se poursuit par leur complète réparation.

Le biologiste Allemand Walther Flemming fut le premier en 1882 à observer les chromosomes 

en mitose (en grec mitos, le filament, fait référence à l'aspect des chromosomes). Les 

techniques de cytogénétique sont des techniques d'étalement des chromosomes qui 

permettent d'observer le comportement des chromosomes chez de nombreuses espèces. En 

effet, en fonction de la condensation de la chromatine, les chromosomes prennent différentes 

formes qui sont caractéristiques des stades du cycle cellulaire. En 1955, la microscopie 

électronique vient révolutionner la cytologie et Moses observe pour la première fois les 

chromosomes en prophase de méiose (Moses 2006). Les techniques d'immunofluorescence 

et la microscopie électronique se complètent et permettent une meilleure compréhension de 

la dynamique des chromosomes lors de la recombinaison méiotique (Zickler and Kleckner 

2015) (Figure 13).

3.1.1. La prophase I de méiose, le siège de la recombinaison 

La méiose peut durer de quelques heures, chez la levure, à plus de 40 ans chez la femme (du 

7ème mois in utéro à la ménopause). Cependant, quel que soit l'organisme considéré, la 

prophase de la première division de méiose (prophase I) est l'étape la plus longue car elle est 

le siège de profonds changements de l'état chromatinien. Chez Arabidopsis thaliana et en 

général, la prophase I de méiose représente 90% de la durée totale de la méiose (Armstrong 

and Jones 2003).

Le début de la méiose est associé à une réorganisation dynamique de la chromatine

(phosphorylation et méthylation des histones H3) (Verma and Hong 2008). Ces modifications 

profondes de la structure des axes chromosomiques et de la compaction de la chromatine 

sont des marqueurs qui permettent de subdiviser en 5 stades la prophase I de méiose : 

leptotène, zygotène, pachytène, diplotène et diacinèse (Zickler and Kleckner 1999; Verma and 

Hong 2008).
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3.1.1.1. Leptotène : Mise en place des axes chromosomiques 

Suite à la phase de réplication pré-méiotique de l'ADN, les jeux de chromosomes parentaux 

sont alors constitués chacun de deux chromatides sœurs parfaitement identiques et unies 

entre elles notamment par un complexe de sous-unités protéiques appelé cohésine. Ces 

protéines sont extrêmement bien conservées entre les organismes, de la levure aux 

mammifères. La protéine REC8 est une sous-unité du complexe cohésine spécifique de la 

méiose. REC8 s'associe aux autres sous-unités protéiques pour former des sortes d'anneaux 

qui viennent littéralement encercler les chromatides sœurs sur toute leur longueur empêchant 

ainsi une dissociation précoce des chromatides sœurs avant l'anaphase (Sakuno and 

Watanabe 2009) (Figure 14). Jusqu'à présent 4 sous-unités de cohésines spécifiques de la 

méiose ont été identifiées chez les mammifères (Lee 2013). Nous savons également qu'elles 

forment des complexes avec les cohésines mitotiques. REC8 étant une cohésine spécifique 

de la méiose (Kudo et al. 2009), c’est un excellent marqueur cytogénétique de l'axe 

chromosomique (Wang et al. 2010a).

Alors que les cohésines permettent de maintenir deux à deux les chromatides sœurs, les 

condensines se fixent sur chaque chromatide et condensent l'ADN de sorte qu'il forme des

boucles qui viennent s'ancrer sur l'axe formé par les cohésines. En cytologie, on voit apparaître 

des boucles d'ADN qui s'échappent des axes chromosomiques et s'attachent à l'axe de part 

et d'autre des condensines (Figure 15). Cette organisation de la chromatine est déterminante 

pour la poursuite de la méiose et l'initiation du processus de recombinaison chez la plupart 

des espèces (S. cerevisiae ; S. pombe; C. elegans; M. musculus; A. thaliana).

Afin de compléter l’axe chromosomique, un troisième type de structure multi-protéique appelé 

élément axial (EA) s'associe aux cohésines et condensines. L'EA est une structure linéaire qui 

participe à l'élongation et au maintien de l'axe chromosomique. Bien que très conservées, les 

protéines qui composent l'élément axial ont des séquences très peu similaires entre les 

organismes. La protéine HOP1, isolée chez la levure, a pour homologue ASY1 (ASYNAPTIC1) 

chez A. thaliana. Chez le riz, PAIR2 (Pairing 2) est l'orthologue de ASY1 (Nonomura et al. 

2004), et a le même profil de localisation que ASY1 et HOP1. PAIR2 est associée à l'EA du 

leptotène au zygotène puis se retire de l'élément axial le long des bras chromosomiques 

lorsque le synapsis se forme. En revanche, il reste des protéines PAIR2 au niveau des 

centromères jusqu'à la diacinèse. Le mutant pair2 a le même phénotype que asy1 chez A. 

thaliana, à savoir une diminution de la fertilité de 90% (Nonomura 2006). ASY3 chez A. 

thaliana ou son orthologue PAIR3 chez le riz (Yuan et al. 2009) font aussi partie du complexe 

de protéines qui forment l'EA. Chez A. thaliana, l'utilisation d'anticorps dirigés contre ASY3 (ou 

d'autre protéines de l'EA) a permis de suivre le développement de l'EA au cours du leptotène 

(Figure 15). 
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Les deux chromatides sœurs, empilées l’une sur l’autre, forment des boucles dans le plan 

perpendiculaire à cet axe latéral (Figure 15). Cette organisation en boucle est étonnamment 

conservée bien que la taille des boucles d’ADN varie en fonction des organismes (Kleckner 

2006). En effet, dans les oocytes de souris, ces boucles mesurent environ 3-5μm de long, 

chacune contenant 300-440 bases, alors que la levure présente des boucles de 0,2-0,6μm 

contenant chacune 20kb d’ADN (Kleckner 2006). L'ADN sortant de l'axe chromosomique est 

le plus exposé à la recombinaison méiotique. C'est à ce stade qu’apparaissent des nodules 

précoces de recombinaison (NPRs) visibles en microcopie électronique (Zickler and Kleckner 

1999).

Nous verrons dans les paragraphes suivants à quel point cette structuration en boucle le long 

de l'axe chromosomique est importante pour la régulation des cassures doubles-brins de 

l'ADN. 

3.1.1.2. Recherche des homologues via la formation du bouquet 

Les mécanismes qui permettent de faire en sorte que les couples d'homologues se 

reconnaissent ne sont pas tout à fait élucidés mais une part du mystère se cache dans le 

bouquet (Zickler and Kleckner 2015) (Figure 16). Le bouquet est une structure dynamique qui 

se met en place au tout début du zygotène. En effet, les chromosomes migrent vers un même 

pôle de la cellule et s’attachent à l’enveloppe nucléaire via leurs télomères puis s’amassent 

en grappe pour former une structure qui ressemble à un bouquet de fleurs. Le bouquet a été

observé chez la quasi-totalité des eucaryotes (Harper 2004). Le bouquet peut être très 

important chez certaines espèces qui ne possède pas de complexe synaptonémal. C'est 

l'exemple de S.pombe où le bouquet formé par les chromosomes est très dense et où le noyau 

est ensuite remué dans la cellule, comme dans une machine à laver (Chikashige et al. 1994).

A l’inverse, chez A. thaliana, le bouquet est très relâché. Il est proposé que le bouquet pourrait 

non seulement promouvoir le synapsis, en permettant l’appariement des chromosomes, mais 

également restreindre la recherche d’homologie à deux dimensions au lieu de trois, en alignant 

les chromosomes de façon colinéaire. Le bouquet et le mouvement des chromosomes 

auraient aussi un rôle dans la résolution des nœuds entre chromosomes (interlocks) (Zickler 

and Kleckner 1999). Les mouvements des chromosomes désavantagent les interactions 

ectopiques et favorisent les interactions homologues (Zickler and Kleckner 2015). Toutefois, 

chez certains organismes, tel que C. elegans par exemple, l’absence de bouquet n’empêche 

pas l’alignement des chromosomes homologues (Kleckner 2006). La formation du bouquet et 

le mouvement rapide des chromosomes en prophase (RPMs for rapid meiotic prophase 

chromosome mouvements) ne serait qu'une contribution à l'association des chromosomes 

homologues (Lee et al. 2012).

L'étude du mutant pam1 (plural abnormalities of meiosis) chez le maïs montre, comme son

nom l'indique, des anomalies de la méiose. Même si les télomères se polarisent et s'attachent 
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normalement sur l'enveloppe nucléaire, ils forment plusieurs petit groupes mais ne parviennent 

pas à se regrouper en un bouquet rigide normal (Harper 2004). On voit aussi des synapses 

incomplètes et des synapses entre chromosomes non homologues en conséquence de quoi 

les gamètes males sont totalement stériles alors que coté femelle un peu moins de 1% de 

gamètes formés sont fertiles. Ceci suggère que la formation du bouquet chez le maïs facilite 

grandement l'appariement, le synapsis et la résolution des "interlocks" mais le bouquet n'est 

pas indispensable au bon déroulement de la méiose puisque quelques gamètes peuvent être 

produits en l'absence de PAM1 (Harper 2004). Comme le souligne Lee, la formation du 

bouquet ne serait qu'une contribution à l'association des homologues. L’attachement des 

télomères sur la surface interne de l’enveloppe nucléaire dépend de protéines insérées dans 

la membrane nucléaire, les protéines SUN et KASH (Koszul and Kleckner 2009). Ces 

protéines forment des complexes qui permettent l'attachement et le mouvement des télomères 

sur la membrane nucléaire interne. Le rôle exact de ces mouvements des chromatides reste 

inconnu même si on suppose qu'il sert à éliminer les associations indésirables entre 

chromosomes non-homologues et de ce fait à favoriser l'appariement des chromosomes 

homologues (Koszul and Kleckner 2009). Chez la souris, la délétion sun1 induit une stérilité 

des mâles et des femelles due au mauvais attachement des télomères et à un défaut de 

synapsis (Ding et al. 2007). Chez C. elegans, la délétion de sun1 induit des aberrations de 

synapsis qui se fait alors entre chromosomes non-homologues (Penkner et al. 2009). Chez A. 

thaliana, l'étude du double mutant Atsun1/Atsun2 montre des défauts méiotiques sévères, à

savoir un retard dans la progression de la méiose, l'absence de synapsis complet, la présence 

de structures "interlock" non résolues, ainsi qu'une réduction de la fréquence moyenne du 

nombre de chiasma par cellules (Varas et al. 2015). Chez le riz, la protéine REC8, essentielle 

à la formation de l'axe chromosomique, joue aussi un rôle lors de la formation du bouquet. 

L'utilisation de marqueur spécifique des télomères permet d’observer que chez le mutant 

Osrec8, contrairement au sauvage, les télomères restent dispersés dans tout le volume 

nucléaire au lieu de se regrouper et de s'attacher à la paroi (Shao et al. 2011).

Toutes ces données montrent que, si le bouquet semble présent chez une grande majorité 

des espèces, son rôle dans le synapsis et la recombinaison est plus ou moins important en 

fonction des espèces.

3.1.1.3. Zygotène : Mise en place du complexe synaptonémal 

C'est au stade zygotène (du grec zygo "paire") que les paires de chromosomes homologues 

s'apparient (Figure 15). Les protéines qui permettent de rattacher physiquement les 

chromosomes homologues entre eux sont les protéines du complexe synaptonémal (CS). On 

sait aujourd’hui que le CS est composé d’une structure tripartite avec un élément central (CE

pour central element, aussi appelé TF pour transverse filament), reliant les axes latéraux des 

deux chromosomes homologues. Les axes chromosomiques de chaque chromatide sœur 
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formés au leptotène sont renommés ici LE (pour lateral element) et s'assemblent via le CE qui 

est mis en place progressivement au zygotène à partir de plusieurs sites de nucléation, puis 

qui s'étend de façon bidirectionnelle pour associer les chromosomes homologues entre eux 

c'est ce qu'on appelle le synapsis (sorte de fermeture éclair qui zippe les 2 homologues).

Une des protéines les plus connues du CE est la protéine ZYP1 chez A. thaliana (Higgins et 

al. 2005) et son homologue ZEP1 chez O. sativa (Wang et al. 2010a). L'immunolocalisation 

de la protéine ZYP1 permet de suivre la progression du synapsis. Au stade pachytène, un 

marquage continu de Zip1 sur toute la longueur des chromosomes traduit, d'un point de vu 

cytogénétique, un synapsis complet. Selon les espèces, le 

3.1.1.4. Pachytène : description et rôle du chiasma ou CO 

Le synapsis est complet au stade pachytène puis se dépolymérise jusqu'au stade diacinèse

sauf au niveau des chiasmas. Les chiasmas sont les derniers liens physiques entre les 

homologues, l'ensemble est appelé bivalents chez les espèces diploïdes.

Le chiasma est une structure cytologique qui traduit la présence d’un événement de crossing-

over (CO). Le chiasma résulte, non seulement de l’échange physique de séquences ou 

morceaux de chromosomes entre 2 chromatides des deux homologues, mais il est aussi dû

au fait que les chromatides homologues qui sont engagées dans ce chiasma sont attachées 

par les cohésines. Les deux chromatides engagées dans un CO subissent un changement de 

continuité dû au CO (Figure 15) et sont aussi liées par des anneaux de cohésion qui encerclent 

les chromatides sœurs. Ainsi, les COs permettent non seulement de brasser les allèles 

parentaux, mais aussi d’assurer un lien entre les chromosomes homologues en méiose I. 

C'est à ce stade qu'on voit disparaître les NPRs et apparaître de façon concomitante, mais 

moins nombreux, les Nodules Tardifs de Recombinaison (NTRs) au niveau des EC (Zickler 

and Kleckner 1999). Dès 1975, Carpenter a montré chez la Drosophile que le NTR est l'endroit

où se produit le CO. Elle a simplement montré qu'il y avait le même nombre d'échange 

d'information génétique que de NTRs dans une cellule de drosophile. Les cytogénéticiens 

voyaient des chiasmas alors que les généticiens observaient des échanges d'allèles. 

Carpenter a montré en 1975 que ces deux évènements avaient lieu au même endroit

(Carpenter 1975).

La formation des COs est étroitement liée à la mise en place du synapsis. Le rôle de Zip1 dans 

la formation des COs est différent selon les organismes (Wang et al. 2010a). Deux exemples, 

chez A. thaliana, le nombre de CO est réduit de près de 70 à 80% chez le mutant zyp1a /

zyp1b par rapport au sauvage seuls les CO de classe I seraient maintenus (Higgins et al. 

2005). A l'inverse chez le riz, l'absence de synapsis chez le mutant Oszep1 a pour 

conséquence d'augmenter le nombre de CO (Wang et al. 2010a).
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La présence de chiasmas est une condition nécessaire à la bonne disjonction des 

chromosomes homologues en première division chez l’immense majorité des espèces. En 

effet, les chromosomes homologues qui ne sont pas liés par un chiasma ségrègent 

aléatoirement et indépendamment vers l’un ou l’autre pôle de la cellule. C’est le cas chez de 

nombreux mutants présentant un défaut de CO, comme le mutant spo11 ou les mutants de la 

voie ZMM de formation des COs (Grelon et al. 2001; Stacey et al. 2006). Ces observations 

ont aussi été faites chez le riz (Luo et al. 2013b).

3.1.2. Progression de la méiose et formation des gamètes 

Après la prophase I, la ségrégation des chromosomes homologues débute. Pour rappel, les 

chromosomes homologues sont maintenus au niveau des chiasmas et stabilisés grâce à la 

cohésion assurée par les cohésines le long des bras. En métaphase I, les fibres de 

microtubules émanant des pôles opposés de la cellule s'attachent aux bivalents et alignent les 

chromosomes sur la plaque métaphasique. 

Lorsque les chromosomes sont correctement attachés au fuseau, le complexe APC/C 

(Anaphase Promoting Complex / Cytosome) est activé et libère la séparase qui à son tour clive 

les sous-unité REC8 des cohésines présentes le long des bras chromosomiques (Cromer et 

al. 2013). Ceci permet le relâchement de la cohésion le long des bras, ainsi que la résolution 

des chiasmas et déclenche l’anaphase I. Les chromosomes homologues s’éloignent l’un de 

l’autre grâce à la force exercée par le fuseau. La mono-orientation des kinétochores permet 

aux chromatides sœurs de migrer du même côté (Figure 13) (Hauf and Watanabe 2004).

Chaque cellule fille reçoit, en fin de méiose I, un exemplaire de chaque chromosome 

homologue, c’est ce que l’on appelle la division réductionnelle. La cohésion centromérique est 

conservée lors de cette première division et permet aux deux chromatides sœurs de rester 

solidaires et de s’aligner correctement sur la plaque en métaphase. Cette cohésion 

centromérique est protégée de la dégradation par les protéines SHUGOSHIN (Kitajima et al. 

2004) et PATRONUS chez A. thaliana (Cromer et al. 2013). En télophase I, le fuseau 

méiotique disparait, les chromosomes se décondensent et une nouvelle membrane nucléaire 

apparaît. A ce stade, la cytodiérèse n’est pas obligatoire. Chez le riz par exemple, une paroi 

cellulaire est mise en place en fin de méiose I alors que ce n’est pas le cas chez A. thaliana

(Chen et al. 2005).

Suite à cette première division, une seconde sera initiée sans phase de réplication préalable. 

En méiose II, les chromosomes vont à nouveau se condenser. La prophase II est très rapide 

voir quasi inexistantes. Lors de la métaphase II, ces chromosomes à deux chromatides vont 

s’aligner sur la plaque métaphasique et le fuseau de microtubules se forme à nouveau et 

capture chaque chromatide sœur. Cette fois les kinétochores des chromatides sœurs seront

-53-



-54-



-55-



-56-



-57-



-58-



-59-



-60-



-61-



-62-



-63-



-64-



-65-



 

-66-



-67-



-68-



 

-69-



3.3. Comment détecter les événements de recombinaison ? 

Deux types d'approches permettent de détecter un crossing-over l'une directe et l'autre 

indirecte. Dans les deux cas, différentes méthodes (protocoles) sont possibles. La 

cytogénétique permet de visualiser directement le CO sur le chromosome alors que la seconde 

méthode consiste à analyser les produits de la méiose dans une descendance en utilisant des 

marqueurs moléculaires.

3.3.1. Techniques de cytogénétique 

En fin de prophase I de méiose, différentes techniques de cytogénétique permettent de rendre 

visible les COs. On peut soit faire de l'immuno-localisation (anticorps spécifique des COs de

Classe I MLHI ou HEI10 par exemple), soit observer directement les méiocytes en microscopie 

électronique et voir directement les chiasmas (revue par Mezard 2015). 

Il a été montré que le comptage du nombre de foci HEI10 (anticorps spécifiques des COs de

Classe I) est une méthode cytologique robuste pour estimer le nombre de CO de Classe I 

(Wang et al. 2012). La combinaison de l'immuno-localisation et de la microscopie électronique 

à transmission permet de différencier les deux classes de CO (Anderson et al. 2014). En effet, 

les nodules de recombinaisons (RN) qui co-localisent avec les foci MLH1 sont des COs de 

Classe I alors que les autres RN qui ne fluorescent pas sont considérés comme les COs de

Classe II. Cependant, ces approches cytogénétiques sont lourdes à mettre en place et 

requièrent un grand nombre de cellules à analyser. C'est pourquoi la méiose mâle est plus 

étudiée par cette approche que la méiose femelle (moins de méiocytes). Toutefois, une étude 

récente sur A. thaliana présente un protocole original ouvrant la porte à l’étude des COs en 

méiose femelle (Escobar-Guzmán et al. 2015). Un dernier inconvénient de la cytogénétique 

est lié au fait qu'il peut exister un biais lors de l’étude de la distribut ion des COs, car les 

distances physiques correspondent à des mesures en μm qui ne prennent pas en compte les 

différences de compaction de l’ADN le long des chromosomes. 

3.3.2. Par établissement de carte génétique dans une descendance 

Chez la plupart des organismes, la détection des COs est principalement réalisée via l’étude 

de descendances en ségrégation, générées par backcross, haploïdes doublés ou 

autofécondation, en réalisant leur génotypage via des marqueurs moléculaires. Cependant,

chez A. thaliana, d'autre techniques comme le typage des gamètes mâles ou "pollen typing" 

(Drouaud et al. 2013) ou l'utilisation de tétrades fluorescentes (appelée mutant quartet) 

(Berchowitz and Copenhaver 2008) permettent de quantifier les événements de COs et NCOs

(PCR et séquençage ou visualisation directe de la fluorescence pour l'autre technique). Enfin 

d’autres méthodes comme la chromatine immuno-précipitation (ChIP-Seq) de protéines 
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dirigées vers des protéines impliquées dans la recombinaison peuvent être employées (Choi 

and Henderson 2015).

De façon plus classique, on étudie la distribution des crossing-overs en construisant une carte 

génétique à partir de la descendance d'un hybride F1 obtenu par croisement de deux lignées 

pures. Le principe étant que deux marqueurs proches physiquement sur un chromosome 

doivent être co-hérités sauf s'il se produit un évènement de CO entre ces marqueurs. Cet 

événement de CO va casser le lien génétique entre les deux marqueurs et ceux-ci vont alors 

ségréger de façon indépendante. C'est ainsi qu'historiquement, les événements de CO sont 

déduits de l'analyse du déséquilibre de liaison (DL). Le DL désigne l'association non aléatoire 

d'allèles entre paires de marqueurs dans une population (§ 3.3.4).

3.3.3. Calcul de la fréquence de recombinaison 

La fréquence de recombinaison (f r = r / n ; ou r = nombre de gamètes recombinés et n = 

nombre total de gamètes) entre deux marqueurs est calculée à partir du nombre de 

recombinants observé dans une descendance. Sa valeur minimale est 0 et sa valeur maximale 

est 0.5 ce qui correspond à une situation d'indépendance entre les deux marqueurs. La 

distance génétique (d) entre les marqueurs est déduite de la fréquence de recombinaison en 

utilisant la formule de Haldane (qui suppose qu'il n'y a pas d'interférence) ou celle de Kosambi 

(qui suppose qu'il y a de l'interférence). L'avantage des distances, c'est qu'elles sont additives 

alors que les fréquences de recombinaison ne le sont pas du fait des crossing-overs multiples.

La définition première développée par Morgan de la distance génétique en centiMorgan (d en 

cM) entre deux marqueurs, positionnés sur le même chromosome, correspond à la fréquence 

de recombinants dans une population de type F2 (r = d). Ainsi pour deux marqueurs non liés, 

la probabilité que ces deux marqueurs soient associés dans un gamète est de 50% (une 

chance sur deux) et la distance génétique associée est infinie (Morgan 1912). Pour des 

marqueurs liés, la fréquence de recombinaison est inférieure à 0.5. L’hypothèse sous-jacente 

de Morgan dans cette définition est que l’interférence est complète et qu’aucun double-CO ne 

se forme sur l'intervalle considéré. Haldane introduit en 1919 la possibilité que ces doubles 

événements puissent se produire (Haldane 1919). Il infère alors que la probabilité d’avoir un 

double CO est le carré de celle d’avoir un simple CO (pour 10% de simple CO observés, la 

fréquence de double CO est de 1%), c’est-à-dire que la présence d’un CO n’empêche pas la 

formation d’un deuxième, et qu’il n’y aucune interférence. Là aussi, cette mesure s’éloigne de 

la réalité. Kosambi propose alors en 1943 de prendre en compte l’interférence dans le calcul 

de la distance génétique d’un intervalle (Kosambi 1943). Il utilise pour cela la variable c de 

coïncidence créée par Muller (Muller 1916) : prenons trois marqueurs (appelons les A, B et C), 

la variable de coïncidence (c) est alors définie comme la fréquence de double-CO observés 

entre A et C rapportée au nombre attendu, obtenu par le produit des fréquences observées 

dans les intervalles A-B et B-C. Ce paramètre c donne une mesure de l’interférence (c’est en 
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fait le coefficient de coincidence, CoC). Lors du calcul de la distance d’un intervalle (délimité 

par seulement deux marqueurs), il faut alors estimer la valeur de c, or aucune valeur 

universelle n’existe. Kosambi a donc estimé la valeur de c chez l’homme et c’est cette valeur 

qui est utilisée dans son modèle. Pour les autres espèces, des modèles ont été développés 

pour évaluer la valeur de c d’après les données expérimentales (McPeek et al. 1995). Mais on 

utilise couramment c = 2r tel que défini par Kosambi. La modèle de Kosambi est donc identique 

au modèle de Morgan pour c = 0 (aucune interférence), et identique à celui de Haldane pour 

c = 1 (interférence complète). Ces développements théoriques permettent de préciser la notion 

de centiMorgan. Contrairement à ce qui est souvent conceptualisé, un centiMorgan ne 

correspond pas à 1% de recombinaison. Même si ces deux quantités sont très proches pour 

de faibles fréquences, l’égalité n’est pas légitime. En réalité, le centiMorgan pourrait être défini 

comme la distance séparant deux loci entre lesquels l’espérance du nombre de CO est de un 

centième (Vienne 1998).

3.3.4. Déséquilibre de liaison et CO 

Le déséquilibre de liaison (DL) représente l’association non-aléatoire des allèles à deux 

marqueurs et résulte d’un déséquilibre gamétique (Flint-Garcia et al. 2003). Le DL est calculé 

sur une échelle de 0 à 1. La valeur 1 représente un déséquilibre total par rapport à l’association 

aléatoire, c’est-à-dire une association parfaite entre les allèles. Réciproquement, la valeur 0 

représente une ségrégation complètement aléatoire, c’est-à-dire une dissociation complète 

entre les allèles (Figure 21) (Flint-Garcia et al. 2003; Guo et al. 2014). Différents facteurs 

peuvent affecter le DL, notamment la recombinaison ou la mutation par la création de 

nouveaux allèles. Plus le taux de recombinaison sera élevé, plus il abaissera le DL. Au 

contraire, la sélection favorisera l’association non aléatoire d’allèles et augmentera ainsi le 

déséquilibre de liaison d’un point de vue local ou à longue distance. De cette liaison entre les 

allèles découle un autre concept : l’autostop génétique. Si des caractères sont liés 

physiquement, leur ségrégation a plus de chance de se faire ensemble (liaison génétique). 

Ainsi, un gène sélectionné sera probablement accompagné d’autres gènes localisés dans son 

voisinage immédiat à cause (1) du faible nombre de crossing-overs affectant un segment 

chromosomique de taille réduite ; (2) de la répartition non-aléatoire et non-homogène des 

crossing-overs. Le déséquilibre de liaison est représenté sous forme de blocs de liaison qu’il 

y a un grand intérêt à casser (notamment dans les régions centromériques) dans le cas d’un 

gène cible co-ségrégeant avec un gène délétère ou, à l'inverse, à conserver entier si les gènes 

qu'ils portent ont un effet favorable. Le contrôle de "activer/désactiver" la recombinaison pour 

casser ces blocs est donc une voie de recherche étudiée actuellement avec grand intérêt. De 

plus, l’impact de la recombinaison sur l’association non aléatoire des mutations et l’analyse du 

polymorphisme génétique actuel permet l’étude de la recombinaison ancestrale. En effet, les 

crossing-overs vont provoquer des chutes du DL entre polymorphismes liés.
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Introduction

Asian rice (Oryza sativa

consumption, is the staple food for more than half of the 

mankind. Current rice production (738 million tons of 

paddy rice over 160 million hectares) has to rise by more 

than 20% in the next 20 years [1] on the same arable 

land surface, to meet the demand of an increasing world 

population mainly residing in rice-eating countries. En-

hancing yield potential, limiting inputs and enabling ad-

aptation to unstable biotic and abiotic environments are 

current breeding targets. Due to the autogamous mode 

of reproduction, rice varieties are generally pure lines. 

However, occurrence of heterosis in rice hybrids that 

translates into a 15%-20% increase in yield potential [2, 3] 

prompted the development of F1 hybrids. Hybrid rice has 

been successfully deployed in India, Indonesia, Vietnam, 

the Philippines, and in China it is grown in more than 

50% of the rice-grown areas [4]. However, the seed cost 

and the necessity to buy new seeds every year prevent 

its large adoption by subsistence farmers [5]. Creating 

hybrids that can breed true through a clonal mode of re-

many crops, including rice, allowing the full harnessing 

of hybrid vigor [6].

Apomixis is an asexual reproductive process through 

seeds that bypasses meiosis and fertilization, to produce 

-

is occurs in over 400 angiosperm species and is notably 

common in the Poacae family, but is absent from the 

most important crops [7]. Genetic analyses of the inheri-

tance of apomixis in several species including the cereal 

and grass relatives of the genera Tripsacum, Pennisetum, 

Panicum, Bracchiaria and Paspalum have identified a 

single-chromosome segment that can induce apomixis 

(reviewed in [8]). However, attempts to transfer this 

chromosomal segment to their respective cultivated rel-

atives have been unsuccessful [9, 10]. The existence of 

apomictic relatives in cereals and grasses has prompted 

the screening of wild rice relatives but no natural source 

of apomixis was discovered [11, 12]. One possible al-

ternative to create apomixis in crop plants, and notably 

in rice, is to de novo engineer clonal reproduction by 

which has been shown to be possible in Arabidopsis [13] 

(Supplementary information, Figure S1). 

Cell Research (2016) :1-13.
© 2016 IBCB, SIBS, CAS    All rights reserved 1001-0602/16  $ 32.00 
www.nature.com/cr
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is the conversion of the meiotic division into a mitot-

ic-like division, leading to the formation of functional, 

diploid clonal gametes. Several meiotic mutants have 

Arabidopsis, maize or rice that produce 

apomeiosis-derived gametes [14]. However, most of 

these mutations lead to almost complete male and female 

sterility, and the production of unreduced gametes occurs 

at a low frequency (e.g., [15]). One exception is the Ara-

bidopsis MiMe (Mitosis instead of Meiosis) genotype, 

in which meiosis is turned into a mitotic-like division, 

associated with both high fertility and production of 

clonal diploid gametes at a very high frequency (virtually 

100%) [16, 17]. MiMe is the combination of mutations 

in three genes (SPO11-1, REC8 and OSD1), each mu-

tation impairing one of the three main processes that 

distinguish meiosis from mitosis. First, spo11-1 abolish-

es meiotic recombination [18]. Second, the mutation of 

REC8

meiotic division, instead of the distribution of homolo-

gous chromosomes [19]. Last, osd1 causes the skipping 

of the second meiotic division [16]. Therefore, meiosis in 

MiMe occurs without recombination and distributes sis-

ter chromatids in a single round of division, mimicking 

a mitotic division [16]. This results in the production of 

clonal male and female gametes, but leads to doubling of 

ploidy at each generation when self-fertilized. Crossing a 

MiMe plant as male or female with a line whose genome 

is eliminated following fertilization (lines expressing 

-

spring [13, 20]. 

The original MiMe genotype is a triple mutant Ats-

po11-1 Atrec8 osd1 [16]. To facilitate the transfer of the 

MiMe technology to crops, it would be useful to have 

more potential target genes, notably when the mutant 

resource is limited or when the genes are represented by 

several paralogs. For AtREC8, there is currently no alter-

native as the single other gene known to be required for 

monopolar orientation of kinetochores is SCC3, which 

is also expressed mitotically and thus the corresponding 

mutation would affect regular development [19]. Two 

alternatives to osd1 can be used to create MiMe, tam and 

 [17, 21]. Finally, besides AtSPO11-1, several 

genes have been shown to be essential for initiation of 

formation (AtSPO11-2, PRD1, PRD2, PRD3/PAIR1, 

DFO and MTOPVIB) [22-26], but are not yet tested to 

create the MiMe phenotype.

Given the potential interest in developing apomictic 

plants and establishing the MiMe genotype in crops, 

the objective of this study was three-fold: (i) extend the 

catalog of genes that can be mutated to create the MiMe 

phenotype; (ii) identify the ortholog of the key OSD1 

gene in rice; (iii) determine whether one could establish 

the MiMe phenotype in rice. 

Results

Several mutant combinations give rise to the MiMe phe-

notype in Arabidopsis 

To test the ability of other mutations than spo11-1 

to generate MiMe, we constructed triple mutants prd1 

Atrec8 osd1, prd2 Atrec8 osd1 and prd3 Atrec8 osd1 and 

analyzed their meiotic behavior (Figure 1). In wild type, 

-

I (Figure 1B). After a short interkinesis (Figure 1C), the 

plates (Figure 1D). The sister chromatids segregate at 

anaphase II (Figure 1E), giving rise to four spores each 

-

division: ten univalents aligned on the metaphase I plate 

(Figure 1G, 1J and 1M) and 10 pairs of sister chromatids 

of two spores each containing 10 chromatids (Figure 1I, 

1L and 1O). Thus in this series of triple mutants, meiosis 

recapitulated the MiMe phenotype. It is likely that muta-

tions in any of the genes required for double-strand break 

formation, in combination with osd1 and Atrec8, can 

cause the MiMe phenotype, enlarging the list of genes 

than can be targeted.

There is one OSD1 homologue in the Arabidopsis ge-

nome, UVI4. Mutation of UVI4

cycle but not meiosis [27]. These two genes originated 

from a whole-genome duplication that is shared by all 

Brassicaceae [28]. Accordingly, two genes representative 

of this family are typically found in Brassicaceae species 

and sequence similarity analysis clearly distinguishes 

the OSD1 proteins from the UVI4 proteins (Figure 2). 

In other eudicots, many species have only one represen-

tative of the gene family, and when two representatives 

are present they result from a recent whole-genome du-

plication [28] and are not shared with the closest diploid 

species analyzed (see, for example, GM Glycine max 

or ME Manihot esculenta in Figure 2). In Poaceae, an 

independent whole-genome duplication [28] led to two 

subgroups of genes, with each species having at least one 

representative of both (e.g., OS Oryza sativa, HV Hor-

deum vulgare, ZM Zea mays in Figure 2). This raised the 

possibility that these two Poaceae gene families could 
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Figure 1 Chromosome spreads of male meiosis in wild-type Arabidopsis and Arabidopsis MiMe genotypes. (A-F) Wild type. (A) 

(B) Anaphase I. (C) Telophase I. (D) Metaphase II. (E) Anaphase II. (F) Telophase II. 

(G-I) prd3 rec8 osd1 triple mutant (n = 17). (J-L) prd1 rec8 osd1 triple mutant (n = 21). (M-O) prd2 rec8 osd1 triple mutant (n 

= 27). (G, J, M) (H, K, N) Anaphase I with segregation of 10 pairs of chromatids. (I, L, 

O) µm.

represent OSD1 and UVI4 functional homologues, even 

though they originated from distinct duplications from 

their Brassicaceae counterparts. With the aim of explor-

ing the function of these genes in Poaceae, we searched 
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Figure 2 Phylogram of OSD1 and UVI4 homologues from flowering plants. Consensus tree of OSD1 and UVI4 protein 

family inferred from a Muscle alignment. Analyses were performed using the MPI Bioinformatic Toolkit [50], Muscle and 

-

AT, Arabidopsis thaliana; AL, Arabidopsis lyrata; BD, Brachypodium distachyon; BR, Brassica rapa (turnip mustard); CL, 

Citrullus lanatus (water melon); CM, Cucumis melo (muskmelon); CP, Carica papaya (papaya); CRU, Capsella rubella; CS, 

Citrus sinensis (orange); EG, Eucalyptus grandis (eucalyptus); GM, Glycine max Gossypium raimondii (cotton); 

HV, Hordeum vulgare Lotus japonicus; MA, Musa acuminata  MD, Malus domestica (apple); ME, Mani-

hot esculenta Oryza sativa (rice); PPE Prunus persica (peach); RC Ricinus communis

SB, Sorghum bicolor (sorghum); SI, Setaria italica (foxtail millet); SL Solanum lycopersicum (tomato); ST, Solanum tubero-

sum (potato); TC, Theobroma cacao (cacao); VV, Vitis vinifera Zea mays (maize).
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-

Os04g39670, hindering the study of 

this gene in the present work. However, three insertions 

were identified in Os02g37850. These three insertions, 

Tos17 inserts (AMQF10 

and ALJA10), are in the second intron (Supplementary 

information, Figure S2). 

Because of omission of the second meiotic division, 

Arabidopsis osd1 produces diploid male and female 

gametes and its self-fertilization generates tetraploid 

progeny. To address the function of Os02g37850, we 

-

eny that are homozygous for the AMBA12, AMQF10 

and ALJA10 mutations. This revealed the presence of 

100% (n = 82), 37% (n = 27) and 5% (n = 20) of tet-

raploid plants in the respective progeny, the rest being 

diploid. This suggests that mutations of Os02g37850 

can provoke the production of male and female diploid 

gametes. AMBA12 appears to be a null mutant, while 

AMQF10 and ALJA10 appear partially affected. Con-

sistently, RT-PCR experiments showed that the OSD1 

-

zygotes, and is only reduced in abundance in AMQF10 

(Supplementary information, Figure S3). We then com-

pared meiosis in wild type and AMBA12. First, obser-

vation of male meiotic products revealed the presence 

of 100% dyads (n = 500) in AMBA12 homozygotes, 

instead of tetrads in wild type (Figure 3), showing that a 

single meiotic division occurs in AMBA12. In AMQF10, 

a mixture of dyads (29%) and tetrads were observed (n = 

meiotic division in AMBA12 was indistinguishable from 

wild type (Figure 4), suggesting that crossover formation 

and homologous chromosome segregation were unaf-

fected, but no second division took place. Thus, a single 

Figure 3 Male meiotic products in wild-type rice and Ososd1. 

Fresh anthers squashed in acetocarmine. (A) Tetrads of spores 

in wild type. (B) Dyad of spores in Ososd1-1 (n = 500).

Figure 4 Chromosome spreads of male meiosis in wild-type rice 

and Ososd1. (A-F) Wild type. (A) Metaphase I with 12 aligned 

(B) Anaphase I. (C) Telophase I. (D) Metaphase II. 

(E) Anaphase II. (F) Telophase II. (G-H) Ososd1-1 (n = 62). (G) 

(H) Anaphase I. (I) Late 

anaphase I. (J)

µm. 
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. In summary, 

disruption of Os02g37850 recapitulated the Arabidopsis 

osd1 meiotic defect: the omission of the second meiotic 

division which leads to the production of functional dip-

loid gametes. We therefore named Os02g37850 OsOSD1 

and AMBA12 Ososd1-1.

Frequencies of diploid gametes in Ososd1-1 mutant

To directly determine the ploidy of male gametes in 

the Ososd1-1

of nuclei isolated from mature pollen grains with flow 

cytometry (Figure 5). Pollen nuclei isolated from Os-

OSD1
+/+

 (n = 5) and OsOSD1  plants (n = 6) exhibited 

5B). In contrast, pollen nuclei isolated from Ososd1  

plants (n = 3) formed a unique peak corresponding to a 

produced by Ososd1 mutants are diploid. We then exam-

ined the female meiosis product of Ososd1
/
 plants by 

fertilizing them with wild-type pollen. Among 112 seeds 

obtained, 104 were shrunken and unable to germinate, 

whereas 8 developed normally and germinated. The ob-

the Ososd1-1 mutation, indicating they were the result 

of the fertilization of haploid female gametes produced 

by Ososd1-1. To recover more offspring, we repeated 

the experiment, by rescuing the embryo at 5 days post 

fertilization and transferring the resulting plants in soil. 

early signs of abnormal development, including absence 

of albumen, and developed into triploid plants after em-

bryo rescue. The seven remaining plants, derived from 

normally developed seeds, were diploid and Ososd1
+/

. 

Altogether, these results show that ~91% of female 

gametes produced by Ososd1-1 were diploid and ~9% 

of the osd1 mutation in Arabidopsis, in which ~100% of 

male gametes and ~85% of female gametes are diploid 

[16]. However, in contrast to the situation in Arabidopsis, 

seeds resulting from the fertilization of a haploid female 

gamete by a diploid male gamete in rice are not viable 

and require embryo rescue, due to abnormal endosperm 

development [29]. The identification of the OSD1 or-

tholog in rice and the high frequency of diploid gametes 

produced by the corresponding mutant open the way to 

creating MiMe in this species.

Generating MiMe in rice

To generate the MiMe genotype, Ososd1 mutation 

must be combined with a mutation that abolishes re-

combination, and Osrec8 that modifies chromatid seg-

regation. The PAIR1 gene has been previously shown to 

be required for meiotic recombination initiation in rice 

[30]. One allele (Supplementary information, Figure S2) 

pair1-4). As previously described for pair1 alleles, 

plants homozygous for this insertion were fully sterile. In 

pair1-4 meiocytes, 24 univalents were observed at meta-

phase I instead of 12 bivalents in wild type, followed 

by unbalanced distribution of univalents at anaphase I, 

suggesting that recombination was completely abolished 

by this allele (Figure 6A and 6B). OsREC8 has also been 

functionally characterized [31]. Osrec8 mutation leads to 

sister chromatid cohesion defect and chromosome frag-

Figure 5 Ploidy of Ososd1-1 pollen grains. The ploidy was de-

termined using staining of isolated nuclei with propidium iodide 

(A)

-

clei. (B) -

ing to diploid nuclei. (C) Ososd1
+/+

 pollen grains. A single peak is 

(D) Ososd1  pollen 

-

clei.

-92-



Delphine Mieulet et al.

7

www.cell-research.com | Cell Research | SPRINGER NATURE

mentation, similar to Atrec8

-

ground (Postech mutant line B01997/Osrec8-3) which 

caused full sterility (Supplementary information, Figure 

S2). Meiotic chromosome spreads from Osrec8-3 meio-

I, followed by chromosome fragmentation and misseg-

Osrec8 alleles. In summary, three single mutants pair1-4, 

Osrec8-3 and Ososd1-1 exhibited the same phenotypes 

as the three mutants used to build the MiMe genotype in 

Arabidopsis.

Combination of pair1, Osrec8 and Ososd1 mutations 

in rice was performed through sequential crossing of 

heterozygous plants (Figure 7A). In each generation, the 

segregation of mutant alleles followed the expected Men-

delian segregation pattern. The pair1 Osrec8 double mu-

tant was sterile. In this double mutant, 24 univalents were 

observed, which were aligned on the metaphase plate and 

were segregated into two groups of 24 chromatids (Figure 

6E and 6F). This shows that the pair1 mutation abolishes 

chromosome fragmentation of Osrec8, indicating that 

OsREC8

break repair. It also shows mutating OsREC8 in pair1 

modifies the mode of segregation of chromosomes: in 

pair1 the two sister chromatids segregate as a single unit 

(monopolar orientation), leading to unbalanced segrega-

tion of univalents at anaphase I, while in pair1 Osrec8 

the pairs of chromatids segregate to opposite poles (bi-

polar orientation), leading to a balanced mitotic-like dis-

tribution of sister chromatids at anaphase I. Hence, like 

in Arabidopsis [19] and fission yeast [34], OsREC8 is 

required for monopolar orientation of sister kinetochores 

at meiosis I in rice. In pair1 Osrec8, the free chromatids 

resulting from the mitotic-like segregation at meiosis I 

did not segregate properly at second division, producing 

unbalanced spores. The single mutants pair1, Osrec8 

and the double mutants pair1 Osrec8 and pair1 Ososd1 

plants were fully sterile. In contrast, the pair1 Osrec8 

Ososd1 triple mutant showed higher fertility, similar to 

Ososd1 single mutant (Figure 7B). Examination of the 

male meiotic chromosome behavior in pair1 Osrec8 Os-

osd1 (Figure 8) revealed the presence of 24 univalents 

that aligned at metaphase I, and segregated into two 

groups of 24 chromatids to produce dyads of spores. This 

behavior resembles a mitotic division, suggesting that, 

like in Arabidopsis, the combination of pair1, rec8 and 

osd1 mutations turns meiosis into mitosis. We therefore 

term this genotype OsMiMe.

To gather further support that OsMiMe turns meio-

sis into mitosis, we asked if these plants produce dip-

loid clonal gametes. Ploidy of seedling progeny from 

Figure 6 Male meiosis I in rice pair1, Osrec8 and pair1 Osrec8 

mutants. (A-B) pair1 (n = 154). (A) Metaphase I with 24 un-

(B) Anaphase I 

(C, D) Osrec8 (n = 222). (C) Metaphase I with 

(D) Anaphase I with chromosome 

fragmentation. (E, F) pair1 Osrec8 (n = 154). (E) Metaphase I 

(F) Anaphase I with segregation of 

µm.

both Ososd1 and OsMiMe plants. All the progeny (from 

two and three mother plants, n = 50 each) were tetra-

ploid, indicating that both Ososd1 and OsMiMe diploid 

plants produce diploid male and female gametes. As the 

chromosome spreads suggested that gametes are derived 

Ososd1, and from a mi-

totic-like division in OsMiMe, their genetic make-up 

S1). OsOsd1 should produce recombined gametes, while 

pair1 Osrec8 Ososd1 should produce clonal gametes. 

(Aa) following meiosis I depends on its position along 

the chromosome [35]. A marker at the centromere would 
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Figure 7 Creating OsMiMe. (A) Crossing scheme. OsMiMe

for the Osrec8 mutation with AQUG12 plants heterozygous for the pair1 -

gous plants and were in turn crossed with AMBA12 plants heterozygous for the Ososd1 mutation to produce 1/8 of F1 triple 

heterozygous plants (Osrec8 ; pair1
+/

; Ososd1
+/

) (step 2). These plants were selfed (step 3) and the progeny were geno-

typed to identify 1/64 triple homozygous OsMiMe

He, heterozygous. (B) Fertility in MiMe

plants.
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be homozygous in each diploid gamete (AA or aa), be-

cause of co-segregation of sister chromatids. This would 

(¼ of plants), aaaa (¼ of plants), and AAaa (½ of plants). 

Markers distant from the centromere would segregate 

The situation following a mitotic-like division is simpler: 

all heterozygosity would be maintained in each diploid 

gamete (Aa) because of separation of sister chromatids, 

and absence of recombination.

To analyze the segregation pattern in Ososd1 and 

pair1 Osrec8 Ososd1, we took advantage of the fact 

that the genetic background of the segregating popula-

tion is derived from a cross between two polymorphic 

strains Hwayoung (B01997/Osrec8-3

(AQUG12/pair1-4 -

ponbare (AMBA12/Ososd1-1) (Figure 7A). We select-

ed markers that were heterozygous in the Ososd1 and 

pair1 Osrec8 Ososd1 diploid plants. The genotypes of 

tetraploid progeny siblings of Ososd1 and pair1 Osrec8 

Ososd1 diploid parents at diagnostic markers are shown 

in Figure 9. In Ososd1 progeny (n = 77), the expected 

segregation was observed with the loss of heterozygosity 

at centromeric markers in ~50% of the plants. In sharp 

contrast, all the diagnostic markers heterozygous in the 

OsMiMe diploid parents were also found heterozygous in 

all the tetraploid progeny siblings (n = 73). This indicates 

that all OsMiMe gametes fully retained the parental plant 

genotype.

Discussion

Engineering apomixis in sexual crops would allow 

the self-propagation of F1 hybrids, which would have 

immense interest in agriculture by giving access to hy-

brid vigor in more species and to resource-poor farmers. 

Apomixis can be separated into two developmental com-

mitosis-like division and the development of the embryo 

and its nourishing tissue from the female gametophyte 

without contribution of a male genome. The most effi-

cient strategy to date to modify meiosis into mitosis has 

been obtained by combining mutations in three genes 

SPO11-1, REC8 and OSD1 (called the MiMe genotype) 

in the model species Arabidopsis thaliana. These three 

-

sis, homologous recombination, monopolar orientation 

of sister chromatids and the occurrence of a second divi-

sion. Here we show that the mutation of SPO11-1 can be 

initiation factors PRD1, PRD2 or PRD3/PAIR1 to create 

the MiMe phenotype. This suggests that mutation in any 

gene essential for double-strand break formation, such 

as SPO11-2, DFO or MTOPVIB, may be used instead of 

SPO11-1 [22-26]. This observation may allow us to build 

MiMe in other species, in which mutant collection is 

limited or in which some genes could be present in more 

than one copy. 

Although MiMe technology has been proven to be 

Arabidopsis, a major 

question has been about its transferability to crop spe-

cies, especially the distant cereal species. SPO11-1 and 

REC8 are widely conserved among eukaryotes, both 

in sequence and in function, making the identification 

of their homologs in other plant species easily feasible. 

Other genes known to be essential for recombination ini-

tiation are also well conserved among plants and all these 

meiosis genes are typically represented by a single copy 

[28]. Indeed, mutating REC8 or PAIR1/PRD3 in rice re-

capitulates the phenotypes observed in Arabidopsis. In 

contrast, OSD1

exhibits a more complex phylogeny (Figure 2). There 

is one OSD1 paralog in the Arabidopsis genome, UVI4, 

which has a distinct function in regulating somatic cell 

cycle [27]. osd1 uvi4 double mutant confers very strong 

gametophyte and developmental defect, suggesting that 

these two genes have redundant functions in mitosis [36, 

37]. Sequence analysis clearly distinguishes OSD1 from 

the UVI4 protein families in Brassicaceae species, but 

Figure 8 Male meiosis I in OsMiMe. (A) Metaphase I with 24 

(B, C) Anaphase I with segregation of 24 

pairs of chromatids. (D) Telophase I. n µm.
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Figure 9 Genotypes of OsOsd1 and OsMiMe

OsOsd1 and OsMiMe plants (refer to Figure 7 for scheme of creation of plant materials) were genotyped using 

-

ed along the chromosomes. Each line represents a plant. For each marker, plants carrying only the Hwayoung allele are in 

appear in green. Osd1 and OsMiMe

OsOsd1 Os-

MiMe

there are clearly two subgroups of genes, with one or two 

representatives of both groups in each species. The Ory-

za sativa genome contains two genes, one in each group, 

and we showed that the single mutation of Os02g37850 

in the Arabidopsis osd1 mutant. We consequently called 

this gene OsOSD1. Meiosis in Ososd1 skips the second 

division, producing diploid spores and gametes. These 

gametes are functional, leading to increased ploidy in the 

the functional homolog of OSD1 in rice suggests that it 

sequence similarity indicate ortholog of OSD1 as a single 

gene in Hordeum vulgare, Brachypodium distachyon and 

as a tandem duplication in Zea mays, Sorghum bicolor 

and Setaria italica [28]. This suggests that diploid gam-

ete production through osd1 mutations could be obtained 

editing technologies in the case of tandem duplications.

abolish recombination (pair1), allow the separation of 

sister chromatids (Osrec8) and provoke the omission of 

second division (Ososd1

construct the MiMe genotype. In this triple mutant, meio-

sis is converted into a mitotic-like division with balanced 
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segregation of sister chromatids in a single division 

event. OsMiMe plants produce diploid gametes that are 

genetically identical to their parents. Our study thus es-

tablishes that the MiMe technology is transferable from 

the model plant Arabidopsis to the distant crop Oryza sa-

tiva, and suggests that it may be adopted in other import-

ant crops. The creation of the rice OsMiMe triple mutant 

was time-consuming and the approach remains so far 

restricted to genotypes/species with large associated mu-

tant resources. However, recent breakthrough in genome 

editing by CRISPR/Cas9 may remove many obstacles 

[38], making apomeiotic conversion a feasible reality in 

many crops.

Rice OsMiMe plants produce functional clonal embry-

os. However, fertilization still occurs normally, leading 

to the doubling of ploidy in the next generation. The next 

challenge is to trigger the development of a MiMe gam-

ete into an embryo and then a plant without the contribu-

tion of another gamete. One approach is to use genome 

elimination, where the chromosome set from one parent 

is removed after fertilization in the zygote. MiMe com-

bined with genome elimination indeed leads to clonal 

Arabidopsis [13]. 

Arabidopsis 

to provoke genome elimination has not been transferred 

in other species to date [20, 39-41], except in maize but 

with a lower frequency [42]. The frequency of genome 

elimination can be genetically controlled in cereals, no-

tably in maize [43-45]. The gynogenesis inducer 1 (ggi1) 

locus has been shown to induce genome elimination and 

is widely used in maize breeding to produce haploids 

exciting new avenues to clonal reproduction [46]. Alter-

natively, parthenogenic development of embryo could be 

induced, and recent progress has been made in the under-

standing of its genetic control [47, 48]. 

Materials and Methods 

Phylogeny
Protein sequences from the OSD1/UVI4 family were collected 

using PLAZZA DICOTS3.0 and PLAZZA Monocots 3.0 (http://

bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/) [49] and correspond to fam-

ily HOM03M004665, HOM03M067707 and HOM03D003883. 

Some species were removed from the analysis for simplicity. 

BD5G13210 sequence was replaced by Bradi5g13212.1 (Phyto-

zome 10.3.). Three proteins (SI005G06210, ZM10G18380 and 

GM11G21435) were excluded because, though they share se-

quence similarity with the OSD1/UVI4 proteins, they lack most 

of the conserved domains. Multi-protein alignment (Muscle v3.8) 

-

GMA method version 3.696) was performed using the MPI toolkit 

with default parameters [50].

Genetic material 
The Arabidopsis mutants used were prd1-2, prd2-1, prd3-3 

[22, 23], osd1-1 and atrec8-3 [16]. Rice (Oryza sativa L.) mutants 

line and two Tos17 insertion mutant AMQF10 and ALJA10 lines 

for OsOSD1 (Os02g37850); AQUG12 Tos17 insertion line for 

-

bare background and are from the Oryza Tag Line insertion line li-

brary [51, 52] except B01997, which has a Hwayoung background 

and is from the POSTECH Rice Insertion Database [53]. Position 

of the inserts in the respective genes is shown in Supplementary 

with the rice genome in the mutants was ascertained by Sanger 

sequencing.

Genotyping of T-DNA and Tos17 inserts
Genotyping primers are listed in Supplementary information, 

Table S1. Primers were designed using the “Genotyping Primer 

Designer” tool of OryGenesDB (http://www.orygenesdb.cirad.fr) 

[54, 55]. In these standard conditions, the expected PCR product 

is ~800 bp for a mutant allele and ~1 000 bp for a wild-type allele. 

PCR was performed following the protocol described in [56].

SNP genotyping
Single-nucleotide polymorphism genotyping was performed us-

group recommendations for the use of KASP technology on Roche 

LC480.

Cytological analyses
Arabidopsis chromosome spreads and observation were carried 

out using the technique described in [18]. 

Conditions of growth and crossing of the plants
Rice plants were grown under containment greenhouse condi-

tion (temperature of 28 °C day and 24 °C night, 60% hygrometry) 

(light intensity of 700 µmol/m
2
/s). Crossing was accomplished 

the standard procedures, followed by bagging to avoid pollen con-

tamination.

Embryo rescue 

their lemma and palea removed under a stereo microscope and 

soaked in 70% ethanol for 5 min. The caryopses were then washed 

thrice in sterile distilled water. Embryos were isolated following 

two distinct procedures depending on the presence or absence of 

endosperm [42, 43]. Immature embryos were plated on MS basal 

medium [44] supplemented with 50 g/l sucrose and 6 g/l phyta-

gel. Following a 10-day growth period in the dark at 26 °C, the 

seedlings were transferred to a fresh MS solid medium (2.6 g/l of 

phytagel; 30 g/l of sucrose) and in a growth chamber (photoperiod 

16:8), 28 °C and 60% humidity for 3 weeks. 

Flow cytometry determination of DNA content in pollen and 
leaf cell nuclei
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by flow cytometry. Pollen grains from flowers at anthesis were 

collected by introducing the panicle into a 50 ml tube and gently 

shaking allowing the shedding of pollen from anthers. One milli-

a mild centrifugation (10 min at 150× g) allowing collection of the 

pollen pellet. The supernatant was discarded and the pellet was re-

suspended with 1 ml of a fresh LB01. The nucleus extraction from 

pollen grains was performed according to Kron et al. [57] bursting 

method. Due to the size of rice pollen grains and nuclei, we used 

the second one. For leaf nucleus extraction, ~0.5 cm
2
 of leaf blade 

-

-

stained by addition of propidium iodide (40 µl of PI at 0.2 mg/ml). 

cytometer (PA-I; Partec, Munster, Germany).
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