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Résumé

Bien que certains constituants réputés « antinutritionnels » en alimentation animale aient été réduits
dans les graines des différentes variétés de légumineuses, et que la qualité nutritionnelle soit
globalement bonne, certains éléments de la composition protéique des graines restent a améliorer et a
stabiliser pour d’avantage d’équilibre en acides aminés. Les régions génomiques contrélant la
composition protéique des graines ont été identifiées chez le pois et l'identification des génes impliqués
a été accélérée par une approche translationnelle entre cette espece et la légumineuse modéle M.
fruncatula. Ces données offrent la possibilité de définir des marqueurs moléculaires pour aider a la
sélection de variétés améliorées dans leur valeur nutritionnelle en alimentation animale ou humaine.
Une large diversité génétique naturelle ou induite pour la composition protéique et en acides aminés
existe chez les légumineuses cultivées en France (par exemple, pois et féverole) qui permet d’obtenir
de nouveaux profils protéiques. Les outils moléculaires et la diversité génétique mobilisables pour
mieux adapter les matiéres premiéres a différents usages alimentaires sont présentés.

Mots-clés : Pisum sativum, M. truncatula, Protéines, Protéomique, Protein Quantity Loci, Génétique
d’association a 'échelle du génome entier (GWAS), Approche translationnelle

Abstract: Which genetic levers for an improved amino acid balance in grain legume seeds?

Although some factors called “anti-nutritional factors” for feeds have been reduced in seeds of the
different varieties of legume crops, and although nutritional quality is globally good, some elements of
seed protein composition remains to be improved and stabilized for a better amino acid balance. The
genomic regions controlling seed protein composition have been identified in pea and the identification
of the underlying genes accelerated using a translational approach between this species and the model
legume M. truncatula. These data offer the opportunity of defining molecular markers to assist in the
selection of varieties improved in their nutritional value for animal or human nutrition. A large natural or
induced genetic diversity for protein and amino acid composition exists in the legume species cultivated
in France (e.g. pea and faba bean) which makes possible to obtain new protein profiles. The molecular
tools and genetic diversity that can be mobilized to better adapt raw materials to different food uses are
presented.

Keywords: Pisum sativum, M. truncatula, Proteins, Proteomics, Protein Quantity Loci, Genome-wide
association studies (GWAS), Translational approach

Introduction

Les légumineuses accumulent des quantités importantes de protéines dans leurs graines méme en
I'absence de fertilisation azotée. Ceci est permis grace aux symbioses racinaires qu'elles établissent
avec des bactéries fixatrices d’azote de I'air et a leur capacité a remobiliser 'azote mis en réserve dans
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les organes vers les graines (Schiltz et al., 2005). Ainsi, la culture de légumineuses comme le pois
(Pisum sativum L.), la féverole (Vicia faba L.) et les lupins (Lupinus sp.) répond au double enjeu
d’augmenter l'autonomie européenne en protéines végétales et de diminuer I'apport d’intrants azotés.
Riches en lysine, leurs graines sont majoritairement utilisées en alimentation animale en complément
des grains de céréales plus pauvres en protéines et en cet acide aminé essentiel. Par ailleurs, leur
valeur nutritionnelle et santé remet a la mode leur utilisation dans I'alimentation humaine, ou de
nouveaux produits simplifiant leur utilisation sont proposés, comme des pates ou steaks incorporant des
ingrédients issus de graines de légumineuses ou des yaourts enrichis en protéines de légumineuses.
Pourtant, en Europe, la culture des légumineuses a graines représente moins de 3% des surfaces
agricoles, ce qui est bien inférieur & d’autres continents comme les Etats-Unis et le Canada (Source
UNIP). Un frein a leur culture est 'instabilité des rendements, en raison de la sensibilité de ces especes
a différents stress biotiques et abiotiques, et de la teneur en protéines des graines, un critére important
en nutrition humaine et animale. Il est aussi a noter la faible proportion d’acides aminés soufrés
(méthionine et cystéine) et de tryptophane dans les graines de légumineuses, chacun représentant
entre 2 et 4% de la teneur totale en acides aminés (Burstin et al., 2011). La méthionine et le
tryptophane sont des acides aminés essentiels que 'homme et les animaux sont incapables de
synthétiser et qu'ils doivent donc obligatoirement trouver dans leur alimentation, d’'ou I'importance
d’augmenter leur abondance dans les graines de légumineuses comme gage de qualité. Si certains
facteurs réputés « antinutritionnels » en alimentation animale (ex. inhibiteurs de la trypsine) présents
dans les graines ont été réduits dans les différentes variétés de légumineuses cultivées (Page et al.,
2003 ; Clemente et al., 2015), la composition protéique reste a améliorer au regard de I'équilibre en
acides aminés.

Les déterminants majeurs de la composition en acides aminés des graines de légumineuses sont les
globulines, qui représentent jusqu'a 70-80% des protéines totales. Communément appelées protéines
de réserve, elles sont codées par des familles multigéniques et ont été classées en deux sous-groupes
selon leur coefficient de sédimentation aprés ultracentrifugation : 7S et 11S (Osborne, 1924). Les
globulines 11S sont plus avantageuses que les 7S du point de vue nutritionnel, étant plus riches en
acides aminés soufrés. Les graines de légumineuses contiennent d’autres protéines de réserve plus
minoritaires que sont les albumines 2S. Comme ces protéines sont riches en méthionine, leur
abondance a été augmentée par transgénése chez le soja (Glycine max L.) et le lupin (Lupinus
angustifolius L.) (Altenbach et al., 1989 ; Molvig et al., 1997). Bien que les graines produites sont plus
riches en méthionine, elles s’accumulent au détriment d'autres composés soufrés comme le glutathion
bien connu pour son réle antioxydant dans les processus de défense (Tabe et Droux 2002). Le
développement de la production de protéines végétales en France et en Europe pour atteindre
lindépendance protéique nécessite d’amplifier les recherches dans ce domaine afin de fournir des
outils d’aide a la sélection de variétés de légumineuses produisant des graines de meilleure valeur
nutritionnelle possible. L'identification des génes permettant de maintenir sous contrainte
environnementale le niveau des protéines les plus avantageuses aux niveaux nutritionnel et
technologique est donc un enjeu majeur. Ainsi, les objectifs de cet article sont (i) de faire le bilan de
I'état des connaissances sur le contréle génétique et environnemental de I'accumulation des protéines
des graines de légumineuses, avec un focus sur le pois, la légumineuse a graine la plus cultivée en
France, (ii) de relater les avancées réalisées chez les espéces modéles dans la compréhension des
mécanismes moléculaires contrblant la composition protéique ou la teneur en acides aminés des
graines, et (iii) de proposer des pistes pour utiliser les avancées obtenues comme leviers afin
d’optimiser et de stabiliser la composition protéique des graines de légumineuses.

1. Stabiliser la composition protéique des graines

Il existe une grande diversité de teneur en protéines des graines (20% a 40%) entre les différentes
espéces légumineuses, ainsi qu'entre génotypes d'une méme espéce (18 a 32% pour le pois)
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(Gueguen et Lemarie, 1996). Cette variabilité est suffisante pour permettre différentes applications
exploitant les fractions amidon ou protéique, la teneur en protéines des graines étant inversement
corrélée a la teneur en amidon (Wang et Daun, 2004). Toutefois, quel que soit I'espéce, les fractions
protéiques sont complexes et la proportion d’acides aminés soufrés et de tryptophane reste faible. Chez
le pois, les albumines, vicilines et légumines peuvent étre quantifiées aprés séparation par
chromatographie échangeuse d’ions (Figure 1). Pour disséquer plus finement la composition protéique
des graines de pois, la méthode d’électrophorese bi-dimensionnelle a été utilisée. Elle a permis d’établir
une carte de référence du protéome des graines de pois, avec 156 polypeptides annotées dont 104
sont des globulines (Bourgeois et al., 2009). Seulement 13 génes de globulines de pois sont recensés
dans les bases de données publiques, montrant Iimportante contribution des modifications post-
traductionnelles a la maturation des globulines. Cette carte de référence a été utilisée pour étudier la
plasticité de la composition protéique des graines de trois génotypes de pois cultivés trois années
successives. Les résultats ont révélé des variations significatives de la composition protéique entre
génotypes et entre années qui peuvent influencer a la fois I'équilibre en acides aminés et la digestibilité.
Une augmentation de [I'abondance relative des vicilines, les premiéres protéines de réserve
synthétisées lors du développement de la graine de pois (Chandler et al., 1984), est observée I'année
2003. Cette année étant caractérisée par de fortes températures, il est probable que le remplissage des
graines se soit arrété prématurément, limitant 'accumulation des protéines de réserve plus tardives
(Larmure et al., 2005).

Parmi les facteurs environnementaux contribuant aux variations de composition protéique est un déficit
en sulfate disponible, qui chez le pois réduit drastiquement I'accumulation des protéines riches an
acides aminés soufrés (Chandler et al., 1983). La régulation du niveau de ces protéines par la nutrition
soufrée est principalement transcriptionnelle (Chandler et al., 1984) et deux métabolites soufrés, I'0-
acétylsérine et la méthionine, agissent comme signal pour réguler I'expression des génes codant les
protéines de réserve les plus riches en soufre (Tabe et al., 2010). Depuis les années 1980, les mesures
d’épuration des fumées industrielles ont conduit a une baisse progressive des retombées de soufre sur
les sols frangais. Ces mesures ont réduit la disponibilité en sulfate, précurseur de la synthése des
acides aminés soufrés et de nombreuses autres molécules nécessaires a la croissance et au
développement des plantes, d’'ou I'importance de prendre en compte la nutrition soufrée lors de la
conception de systémes de cultures agroécologiques. En utilisant la légumineuse modele Medicago
truncatula (M. truncatula), nous avons comparé les stratégies d’allocation des nutriments en réponse a
une carence en soufre avec les caractéristiques de rendement et de qualité des graines (Zuber et al.,
2013). Ces travaux ont montré qu’en plus de diminuer la production de graines, une carence en soufre
a un stade végétatif réduit I'allocation de soufre, de carbone et d’'azote vers les graines en formation,
qui, @ maturité, sont affectées dans leur vigueur germinative. Privées de soufre plus tardivement au
moment de la floraison, les plantes remobilisent les nutriments stockés dans les organes sources pour
produire leurs graines qui apparaissent peu affectées dans leur vigueur germinative et contiennent des
quantités normales de carbone et d'azote. Toutefois, les graines ont majoritairement accumulé des
protéines de réserve pauvres en acides aminés soufrés. L'identification de mécanismes ou de
partenaires symbiotiques permettant de maintenir la nutrition soufrée ou I'allocation de soufre vers les
graines revét un intérét particulier au regard de stabiliser la composition protéique des graines. De
maniére intéressante, des études ont révélé un effet bénéfique de la symbiose mycorhizienne a
arbuscules dans la nutrition soufrée des légumineuses (Allen et Shachar-Hill 2009 ; Casieri et al., 2012),
suggérant que cette symbiose puisse contribuer a stabiliser 'accumulation des protéines de réserve
relativement riches en acides aminés soufrés dans les graines.
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Figure 1: Représentation schématique des profils protéiques types, révélés par chromatographe liquide FPLC
(fast protein liquid chromatography), des graines de pois soumis a une carence en soufre ou incapables de
noduler. Une carence en soufre appliquée a la fin de la phase végétative (Sulfate - Nitrate +) diminue
l'accumulation des albumines et globulines les plus riches en soufre (PA1 et Iégumines) comparé a la condition
témoin (Sulfate + Nitrate +). Des mutants de pois non nodulants développés en présence d'une faible
concentration en nitrate (50N, Sulfate + N2 -) produisent des graines pauvres en légumines et plus riches en
albumine PA2, comparé au génotype sauvage fixateur d'azote développé dans les mémes conditions (Sulfate +
Fixation N2 +).

Par ailleurs, des études ont montré que des mutants de pois incapables d’établir des symbioses avec
les bactéries fixatrices d'azote de I'air et fertilisés avec peu ou pas de nitrate (0 & 50 kg N ha-') ont un
rendement en graines et une teneur en protéines totales trés fortement réduits, avec notamment un
appauvrissement en légumines (10% de la quantité de protéines, comparé a 35% chez le génotype
sauvage cv. Frisson (Duc et al., 1997). Le potentiel de fixation de I'azote de I'air, qui détermine la
quantité et la qualité des protéines au sein de la graine, varie en fonction des souches de rhizobium,
des génotypes de plantes, et des conditions environnementales (Miklas et al., 2006 ; Bourion et al.,
2010 ; Abi-Ghanem et al., 2013). De nombreux travaux ont montré I'importance de la nutrition soufrée
pour I'établissement de ce potentiel, y compris chez le pois (Scherer et Lange 1996 ; Scherer et al.,
2006), et des études plus récentes indiquent que le transport de I'ion sulfate au sein des nodosités est
requis pour la fixation d’azote. En effet, les nodules de mutants incapables de transporter le sulfate
dans les nodosités (mutants sst1, symbiotic sulfate transporter 1) sont blanchatres, caractéristique d’un
défaut d’accumulation de leghémoglobine essentielle au fonctionnement de la nitrogénase (Krusell et
al., 2005). De maniére intéressante, la différentiation des nodosités fait intervenir d’'importants
processus épigénétiques de déméthylation récemment étudiés chez M. truncatula (Satgé et al., 2016),
et 'nhomologue du transporteur de sulfate SST1 fait partie des génes hypométhylés susceptibles de
participer au contréle de la différenciation des bactéroides..

Ainsi, pour maitriser/stabiliser la valeur nutritionnelle des graines de légumineuses, il s'agit non
seulement de sélectionner des variétés améliorées en qualité et quantité de produits, mais aussi de
choisir des conduites de culture et zones pédoclimatiques adaptées aux objectifs d’'usage des graines.
Par exemple, pour maintenir, voire augmenter, I'accumulation des Iégumines, il conviendra d’optimiser
le pouvoir fixateur d'azote et la nutrition soufrée. Par ailleurs, les profils protéiques contrastés,
présentés Figure 1, peuvent étre testés pour leurs qualités nutritionnelles afin d’orienter les recherches
vers la sélection de profils mieux adaptés aux différentes alimentations (humaines, animales).

46 Innovations Agronomiques 60 (2017), 43-57



Leviers génétiques pour améliorer les équilibres en acides aminés des légumineuses

2. Comprendre les mécanismes pour améeéliorer et stabiliser la qualité des
graines

Un aspect a considérer en vue d’augmenter 'accumulation des acides aminés essentiels comme le
tryptophane et la méthionine est la présence de boucles de rétrocontrdle dans les voies de biosynthése
de ces acides aminés (Jander et Joshi, 2010). La S-adénosylméthionine, un métabolite dérivé de la
méthionine, régule négativement la cystathionine gamma synthase, qui conduit a la synthése de
méthionine (Hacham et al., 2007), et le tryptophane inhibe sa propre synthése en régulant
négativement la premiére enzyme de sa voie, I'anthranilate synthase (Ufaz et Galili, 2008). Il est & noter
que la lysine régule négativement l'activité de la premiere enzyme de sa voie de biosynthése, la
dihydropicolinate synthase (Galili, 2002), mais aussi la quantité de S-adénosylméthionine (Hacham et
al., 2007). La levée du rétrocontrdle de ces voies a permis d'augmenter par transgenése la synthése de
certains acides aminés. Chez Arabidopsis, les graines de lignées transgéniques exprimant une
dihydrodipicolinate synthase insensible a l'inhibition par la lysine ont des teneurs plus élevées en lysine
et en méthionine (Zhu et Galili, 2003). Des lignées d’Arabidopsis qui expriment spécifiquement dans la
graine une forme de cystathionine gamma synthase insensible a ['inhibition ont d’avantage de
méthionine et de protéines dans leurs graines (Cohen et al., 2014). Enfin, chez le soja, l'introduction de
génes codant des formes d'anthranilate synthase insensibles a l'inhibition par le tryptophane augmente
I'abondance du tryptophane dans les graines (Inaba et al., 2007 ; Ufaz et Galili, 2008 ; Ishimoto et al.,
2010). Toutefois, la vigueur germinative des graines est généralement réduite (Zhu et Galili, 2003 ;
Wakasa et al., 2006). Ceci pourrait s’expliquer par I'effet toxique des acides aminés libres augmentés
dans ces lignées transgéniques et/ou par des défauts d’accumulation d’autres composés nécessaires a
la germination. Il convient donc d’augmenter non seulement la synthése des acides aminés essentiels
mais aussi leur incorporation dans les protéines de réserve au sein de 'embryon, en veillant & maintenir
le niveau des autres métabolites nécessaires a la germination. Cet enjeu nécessite de connaitre les
mécanismes moléculaires concourant a l'accumulation des protéines de réserve et des autres
métabolites dérivés des acides aminés essentiels pendant le développement de la graine.

La phase de développement de la graine sur la plante mere a fait I'objet de nombreuses études chez la
légumineuse modele M. truncatula, visant a identifier les voies métaboliques impliquées (Gallardo et al.,
2007 ; Benedito et al., 2008 ; Thompson et al., 2009). Une étude simultanée du protéome et du
transcriptome des graines de M. truncatula en développement a révélé 'accumulation de transcrits et
de protéines impliqués dans les voies de réduction du sulfate et du métabolisme des acides aminés
soufrés lors du remplissage des graines, suggérant une utilisation du sulfate pour la synthése de
cystéine et de méthionine lors de I'accumulation des protéines de réserve. Ces données corroborent
des observations précédentes montrant que les graines de lupin sont capables de réduire et d’assimiler
le sulfate en quantité suffisante pour combler leurs besoins (Tabe et Droux 2001). De plus, les résultats
obtenus par Sexton et Shibles (1999) indiquent que chez le soja, les graines en développement sont le
site principal de réduction du sulfate au cours de la phase reproductive et que la majorité des acides
aminés soufrés est synthétisée dans les graines plutdt qu'importée des autres tissus. Ces données
montrent 'importance du transport de sulfate jusqu’a la graine pour I'accumulation des acides aminés
soufrés et leur incorporation dans les protéines de réserve.

L’étude de la distribution des différents transcrits et protéines du métabolisme du soufre dans les trois
tissus majeurs de la graine (téguments, albumen et embryon) au début du remplissage (14 jours aprés
pollinisation, Figure 2), a mis en évidence une importante spécialisation métabolique tissulaire (Gallardo
et al., 2007). Les génes impliqués dans la réduction du sulfate s’expriment dans les trois tissus de la
graine, tandis que les génes codant I'adénosine-5'-phosphosulfate (APS) kinase, qui oriente le
métabolisme du soufre vers la synthése de métabolites secondaires, et la glutathion synthétase,
s'expriment préférentiellement dans les enveloppes de la graine. D’autre part, les données « omiques »
associées aux voies de biosynthése de la méthionine suggérent I'importance du cycle de méthylation,
faisant intervenir la S-adénosylhomocystéine hydrolase, au sein de 'embryon (Gallardo et al., 2007). Ce
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travail permet de proposer un modéle selon lequel les téguments et 'albumen ont un métabolisme
soufré orienté vers la synthése de glutathion et de métabolites secondaires, tandis que 'embryon utilise
la majorité du sulfate pour la synthese des acides aminés soufrés et le maintien du cycle de
méthylation. Ce cycle, qui régénére la méthionine, est probablement requis pour le fonctionnement des
cellules embryonnaires puisqu’il conduit, via la S-adénosylméthionine, a la méthylation des acides
nucléiques, des protéines, des lipides et de divers métabolites. Ce modéle implique un échange de
sulfate entre les tissus de la graine et donc l'existence de systémes de transport de sulfate dans la
graine. La disponibilitt de mutants d’Arabidopsis pour les genes codant des transporteurs de sulfate
exprimés dans la graine a permis de tester cette hypothése. Les résultats ont mis en évidence un réle
des transporteurs de sulfate du groupe 3 (SULTR3) dans les échanges de sulfate a l'intérieur de la
graine d’Arabidopsis, affectant la maturation des globulines et la teneur en cystéine libre des graines
matures (Zuber et al., 2010). Il est & noter que le mutant sultr3;5 d’Arabidopsis est le plus affecté dans
la maturation des protéines de réserve. Cet effet, similaire a celui d’'une carence en soufre sur le
protéome des graines (Higashi et al., 2006), résulte probablement d’un défaut de chargement en sulfate
de 'embryon. Nous avons plus récemment montré la capacité qu’ont les légumineuses d’accumuler des
quantités élevées de sulfate dans leurs vacuoles lorsque la nutrition soufrée est suffisante (Zuber et al.,
2013). L'établissement de ce puits de sulfate et sa remobilisation vers les graines sont probablement
des leviers d’action pour stabiliser la composition protéique des graines lorsque les sols s’appauvrissent
en nutriments et/ou en eau.
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Figure 2 : Approche utilisée pour l'identification de génes candidats pour la qualité de la graine et le transfert des
connaissances vers le pois. Les graines de I'espece modéle M. truncatula ont été soumises a des études post-
génomiques dans l'objectif de révéler les voies métaboliques associées a la phase de remplissage et d'identifier
des génes susceptibles de contribuer a 'accumulation des protéines de réserve (Gallardo et al., 2007 ; Benedito
et al., 2008 ; Verdier et al., 2008). Les génes retenus colocalisent avec des QTL de composition protéique des
graines matures (Protein Quantity Loci, PQL). Les génes de pois orthologues sont identifiés dans les bases de
données récemment développées chez cette espéce (Alves-Carvalho et al., 2015 ; Tayeh et al., 2015a) et de
nouveaux profils protéiques sont obtenus en recherchant des variants alléliques de ces génes. Le graphique
montre une diminution de la quantité de vicilines dans les graines de trois lignées porteuses de mutations
ponctuelles dans le gene abscisic acid-insensitive 5 (mutants abib, données extraites de Le Signor et al., 2017),
comparé au génotype sauvage (wt).
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3. Apport des recherches translationnelles entre especes modéles et cultivées
3.1 Genes candidats aux QTL de composition protéique des graines

Les régions génomiques contrblant la composition protéique des graines ont été identifiees chez le pois
en vue de définir des marqueurs utilisables en sélection (Bourgeois et al., 2011). Pour accélérer
lidentification des genes impliqués, le méme travail a été conduit chez la légumineuse modéle M.
truncatula (Le Signor et al., 2017). Pour ces deux espéces, I'approche PQL (Protein Quantity Loci)
développée par Damerval et al. (1994) a été appliquée aux graines d’une population de lignées
recombinantes issue d’'un croisement entre deux génotypes parentaux contrastés pour la composition
protéique des graines. Les différents polypeptides des graines ont été quantifiés aprés séparation par
électrophorése bidimensionnelle et les régions chromosomiques responsables des variations
d’abondance ont été cartographiées. Les résultats ont révélé des groupes de PQL, contrélant
I'accumulation d’'une ou de plusieurs familles de protéines de réserve, avec en moyenne deux PQL
détectés par polypeptide. Pour chaque espece, une analyse approfondie des caractéristiques
expérimentales des polypeptides (points isoélectriques, poids moléculaires et séquences révélées par
spectrométrie de masse) a mis en lumiére les PQL contrélant les processus de maturation des
globulines 7S et 11S, c’est-a-dire 'accumulation des différentes formes : résiduelles non clivées (formes
précurseurs, 5% des spots de globulines), abondantes (formes afy pour les vicilines et a et 3 pour les
légumines, 34% des spots), ou faiblement abondantes (formes protéolysées, 61% des spots). Ce travail
a permis d'identifier les régions régulatrices de la synthése ou du clivage des protéines de réserve.

Les marqueurs ponts entre les cartes génétiques de pois et de M. fruncatula (Bordat et al., 2011) ont
permis de comparer la position des PQL entre les deux espéces. Environ 50% des groupes de PQL
sont conservés (Le Signor et al., 2017). Un exemple est montré Figure 3 ou six des 13 groupes de PQL
détectés pour les différentes formes de vicilines sont conservés avec le pois. Pour identifier les génes
impliqués, une carte consensus génétique-expressionnelle a été construite chez M. ftruncatula,
représentant 15 495 genes dont le profil était disponible dans I'atlas de données transcriptomiques
(Benedito et al., 2008). La classification fonctionnelle selon AgriGO (Tian et al., 2017) des génes sous-
jacents aux PQLs conservés entre les deux espéces et spécifiquement exprimés dans la graine a
révélé la surreprésentation de facteurs de transcription. Cing de ces génes s’expriment lors de la phase
de remplissage des graines (16-24 jours aprés la pollinisation), dont deux localisés en bas du
chromosome 7 (Figure 3), une région PQL expliquant jusqu'a 70% de la variabilité observée pour les
quantités de légumines et de vicilines. Le premier code le facteur de transcription FUSCA3 déja connu
chez Arabidopsis pour son role dans I'accumulation des protéines de réserve (Kroj et al., 2003). Le
second code le facteur de transcription ABI5 (abscisic acid-insensitive 5) impliqué dans la longévité des
graines (Zinsmeister et al., 2016). En caractérisant des mutants de pois porteurs de mutations
ponctuelles dans le géne ABI5, son réle dans le controle de la composition protéique de la graine de
pois a été vérifié, attestant de la pertinence de notre approche translationnelle (Le Signor et al., 2017).
Les graines des mutants sont pauvres en vicilines (Figure 2) et le rapport léguminelviciline est
augmenté dans les graines des mutants de pois pour ABI5, ce qui est avantageux du point de vue
nutritionnel. Il n’est toutefois pas a négliger le réle d’ABI5 dans l'acquisition de la tolérance a la
conservation (Zinsmeister et al., 2016), nécessaire a la survie des graines.

Innovations Agronomiques 60 (2017), 43-57 49



K. Gallardo et al.

Chrom. 1 Chrom. 2 Chrom. 3 Chrom. 4 Chrom. 5 Chrom. 6 Chrom. 7 Chrom. 8

-

L.

e ia] e ] | e e § o o == ) | afy
Py %} bR ] | e | fame “1 =" N
D l ) L v x o — iy e " _— :

By
- e (8 3
ol [ — 3
afy | [aBy, I ‘ N o =
”» e s J-
w | - e
= |, DS By

y s @i | == =
: Pt
U-B? for ”ﬁ ns
af N 5

Figure 3: Régions PQL (Protein Quantity Loci) détectées pour les vicilines chez M. truncatula. La carte
génétique a été obtenue a partir de la population de lignées recombinantes issue du croisement entre les
génotypes parentaux Jemalong 6 et DZA 315.16 (carte initialement développée par Thierry Huguet, ENSAT
Toulouse; puis complétée par Vandecasteele et al., 2011). Les rectangles montrent les régions PQL réparties sur
les 8 chromosomes (Chrom.) contrélant 'accumulation des polypeptides de vicilines quantifiés dans les gels
d'électrophorése bi-dimensionnelle. L'effet de l'alléle du parent Jemalong est indiqué : J+, effet positif sur les
quantités de vicilines ; J-, effet négatif. Les astérisques indiquent les régions PQL conservées avec le pois. Ces
données sont extraites de Le Signor et al. (2017).

3.2 Génétique d’association a I'échelle du génome

Les nouvelles technologies de séquencage des génomes et de génotypage a haut débit offrent des
perspectives d'identification directe de marqueurs utilisables en sélection et de génes contrélant la
synthése ou le clivage/la structure des protéines de réserve. Chez le pois, une carte génétique dense
en marqueurs a été développée qui permettra de préciser la localisation des régions PQL (Tayeh et al.,
2015b, a). Pour aller jusqu’a l'identification des génes causaux, il est dorénavant possible d’explorer les
variations alléliques a l'échelle du génome pour des centaines d'écotypes. Des millions de
polymorphismes de séquences sont identifiés et ceux associés statistiquement aux variations de
caractéres de qualité des graines au sein d’une collection d'écotypes sont recherchés par génétique
d’'association a I'échelle du génome entier (GWAS). L'identification des génes porteurs de ces
polymorphismes est facilitée par I'annotation des séquences d’un génome de référence, dont I'obtention
est en cours pour plusieurs légumineuses, y compris le pois, dans le cadre de consortiums
internationaux.

Nous avons récemment utilisé 'approche GWAS chez M. truncatula dans I'objectif d’établir une liste de
génes contrdlant la synthése ou la maturation des différentes protéines de réserve. Cette étude est
partie du constat que la majorité des connaissances dans ce domaine provient d’approches ciblées
chez Arabidopsis (Santos-Mendoza et al., 2008). Les rares génes décrits chez les Iégumineuses codent
des récepteurs d’adressage vacuolaire et des protéases impliquées dans la maturation des protéines
de réserve (Jung et al., 1998; Paris et Neuhaus, 2002 ; Robinson et al., 2005). La composition
protéique des graines de 175 accessions de M. truncatula a été évaluée par électrophorése mono- et
bi-dimensionnelle et les données quantitatives obtenues pour chaque polypeptide ont été mises en
relation avec la variabilité allélique a I'échelle du génome de ces 175 écotypes (Branca et al., 2011 ;
Stanton-Geddes et al., 2013). Ce travail a permis d'établir une liste de génes intervenant au niveau
transcriptionnel ou post-transcriptionnel dans le contréle de la composition protéique des graines (Le
Signor et al., 2017). Ces génes, dont plusieurs sont présentés ci-aprés, participent aux différentes
étapes de la synthése, du transport et de la maturation des protéines de réserve depuis le noyau
jusqu’aux vesicules de stockage.
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3.2.1 Synthése des globulines et modifications post-traductionnelles

Quatorze facteurs de transcription susceptibles de contrler 'accumulation des globulines ont été
identifies par GWAS chez M. fruncatula et un réseau de régulation a été développé a partir des
données d’expression disponibles pour ces génes (Le Signor et al., 2017). Les études de co-expression
entre ces génes et ceux codant les globulines suggérent un role de plusieurs de ces génes dans
Iactivation (ex. MYB#2, Growth Regulating Factor 5, ABI5 et FUSCA3) ou la répression (ex. WRKY,
basic helix-loop-helix, HDG2) de la synthése des globulines. Il est a noter que I'expression du géne
MYB#2 identifié est directement corrélée a I'expression de deux genes de vicilines, suggérant que ce
facteur de transcription agit de concert avec ABI5 pour réguler 'accumulation des vicilines. Au contraire,
I'expression du gene WRKY est négativement corrélée a I'expression des vicilines et d’ABI5, suggérant
que la synthese des vicilines via ABI5 est régulée par un rétrocontrle négatif impliquant ce facteur de
transcription WRKY. Un géne codant un autre facteur de transcription, JUMONJI, a été identifié par
GWAS. Chez Arabidopsis, JUMONJI est impliqué dans le remodelage de la chromatine en relation avec
la floraison chez Arabidopsis (Noh et al., 2004). Le réle du remodelage de la chromatine dans le
remplissage des graines a récemment émergé avec l'identification du facteur de remodelage de la
chromatine CHD1 (chromodomain, hélicase/ATPase et domaine de liaison a I'ADN 1) qui active
I'expression des régulateurs maitres du développement embryonnaire, y compris FUSCA3 (Shen et al.,
2015). La découverte de huit variants alléliques pour le géne JUMONJI, y compris un faux-sens
(Ala153Thr), tous liés a des variations d'accumulation de Iégumines majeures, et la forte expression de
ce géne pendant le remplissage des graines, suggérent qu'il pourrait étre impliqué dans la régulation
épigénétique de l'accumulation des globulines 118S.

Cette étude a également révélé 111 génes susceptibles de moduler les modifications post-
traductionnelles (ex. glycosylation, phosphorylation) qui pourraient se produire au niveau des globulines
et influencer leurs propriétés fonctionnelles (Casanova et al., 2008) ou réguler les processus conduisant
a leur accumulation. Une protéine kinase fortement exprimée lors du remplissage des graines a été
identifiée. Sa séquence est tres proche de la protéine BIN2 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE?2)
décrite chez Arabidopsis comme phosphorylant et stabilisant ABIS lors de la germination des graines
(Hu and Yu 2014). En supposant une homologie fonctionnelle entre la kinase identifiée chez M.
truncatula et BIN2, il serait intéressant d’étudier son réle possible dans la régulation d’ABI5 lors de la
synthése des globulines 7S.

3.2.2 Activités protéolytiques

Une liste de 77 génes révélés par GWAS chez M. truncatula, dont la classification fonctionnelle
suggere un role dans la maturation ou le transport des protéines, a été établie (Le Signor et al., 2017).
Une analyse systématique de leurs séquences (domaines et homologies) et profils d'expression au
cours du développement de la graine a permis de mieux situer le role de 38 géne, dont 10 codent des
protéases (Tableau 1). Les données d’expression disponibles (https://mtgea.noble.org/v3/) indiquent
que les génes codant ces protéases s'expriment pendant le remplissage ou la maturation des graines.
La plupart interviendraient dans le contréle de la quantité de légumines et trois protéases controleraient
également la quantité de convicilines. De fagon intéressante, cinq génes présentés dans le tableau 1
sont proches des genes de structure des légumines (chromosome 1, 30 Mb) et convicilines
(chromosome 1, 45 Mb). Autre fait intéressant, quatre genes co-localisent avec des PQL de formes
protéolysées des légumines sur les groupes de liaison 1 et 2. lls codent des carboxypeptidases
susceptibles d’hydrolyser de maniére ménagée les légumines en C-terminal, un processus de
prédigestion bien décrit chez Arabidopsis (Higashi et al., 2006) et susceptible de rendre les chaines des
globulines plus accessible aux attaques protéolytiques lors des étapes ultérieures de germination.

Un géne nommé ici Mt-VPE par homologie avec le gene AT1G62710, codant une B-VPE (béta-
Vacuolar Processing Enzyme) impliquée dans la maturation des légumines chez Arabidopsis, a aussi

été révélé par GWAS (Tableau 1). Chez Arabidopsis, cette B-VPE clive les légumines spécifiquement
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aprés I'asparagine (liaison peptide Asn-Gly) pour libérer les chaines alpha et béta et permettre ainsi la
formation d’hexaméres (Gruis et al., 2004). De fagon similaire a la S-VPE d’Arabidopsis, Mts-VPE
possede un profil d’'expression lors du développement de la graine calqué sur celui des protéines de
réserve et la plus forte abondance de transcrits est trouvée dans la graine. Les mutants f-vpe
d’Arabidopsis montrent une accumulation des précurseurs des protéines de réserve mais aussi d’'autres
polypeptides non présents dans les graines matures du génotype sauvage. Ces résultats indiquent
I'émergence d’évenements de protéolyses alternatives chez ces mutants aboutissant a I'obtention de
nouveaux profils protéiques. Un orthologue a été identifié dans les bases de données du pois (Alves-
Carvalho et al., 2015 ; Tayeh et al., 2015a) pour quatre des genes présentés dans le tableau 1, dont
Mtps-VPE. L'obtention de variants alléliques de ces génes chez le pois permettrait de faire varier la
composition protéique de la graine et d’en analyser les conséquences sur la qualité nutritionnelle.

Tableau 1: Liste de génes révélés par GWAS chez M. fruncatula codant des protéases susceptibles de
participer a la maturation des protéines de réserve (données extraites de Le Signor et al., 2017). La position en
Mb sur les chromosomes (CHR) est indiquée. L'identité des polypeptides révélés en gels d'électrophorése mono-
dimensionnelle (1D) et/ou bi-dimensionnelle (2D) ayant permis d'identifier les génes causaux est indiquée (Leg,
légumines, Conc, convicilines). Un numéro d’accession sur puce affymetrix (Affy_id) est disponible pour 6 génes
(Benedito et al., 2008). Le code couleur refléte le profil d’expression du géne lors du développement de la graine,
de 10 a 36 jours aprés pollinisation (rouge/noir, forte expression ; blanc, faible expression). *, indique qu’un
orthologue a été identifié chez le pois (Alves-Carvalho et al., 2015; Tayeh et al., 2015a).
Expression relative lors du
D annot CHRMb 2D 1D Affy_id développement de la graine
(jours apres pollinisation)

10 12 16 20 24 36

Medtr1g051175  serine carboxypeptidase-like protein 120 Leg

Medtr1g069870  peptidase S24/S26A/S26B/S26C family 1 305 Leg

Medtr1g069890  peptidase S24/S26A/S26B/S26C family 1 305 Leg Leg

Medtr1g073130*  carboxy-terminal processing peptidase-like 1 324 Leg Leg+Conv Mtr.50308.1.51_at
Medtr1g100980* signal peptide peptidase-like protein 1 453 Leg Conv Mtr.37941.1.81_s_at
Medtr1g101030* tripeptidyl peptidase I 1 454 Leg Conv Mtr.22279.1.81_at
Medtr2g449850  serine carboxypeptidase-like protein 2 2 Leg

Medtr2g081620  serine carboxypeptidase-like protein 2 342 Leg Mtr.16862.1.51_at
Medtr4g101730* vacuolar processing enzyme 4 42 leg Mtr.19934.1.81_at
Medtrdg130550  S49 protease IV family peptidase 4 544 Leg Mtr.26059.1.51_s_at

Conclusions

La variabilité existante pour la composition des graines entre espéces légumineuses ou variétés au sein
d'une méme espéce est suffisante pour permettre un large éventail d’'applications, mais quel que soit
I'espece, il convient d’optimiser et de stabiliser la qualité des produits. La teneur en protéines et
I'équilibre en acides aminés sont deux critéres importants en nutrition humaine et animale. Les génes
candidats pour la composition protéique des graines, récemment identifiés en combinant des approches
génétiques et moléculaires, offrent des perspectives directes de modification des propriétés
fonctionnelles et nutritionnelles des protéines, et d'étude de l'impact sur la digestibilité et les risques
d'allergénicité. Nous avons observé que pour 80% des génes candidats identifiés chez M. truncatula, il
existe une séquence orthologue chez le pois (Le Signor et al., 2017), rendant possible la recherche de
variants alleliques pour ces génes chez cette espéce d’intérét agronomique. Les multiples données
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génomiques et post-génomiques en cours d’obtention chez d’autres espéces Iégumineuses comme la
féverole (projet Investissement d’Avenir PeaMust) sont un tremplin vers le transfert d’informations multi-
espéces. Des collections d’écotypes sont disponibles chez le pois, la féverole et les lupins (CRB
protéagineux Dijon (Burstin et al., 2015) pour rechercher des variants alléliques de ces génes. Par
ailleurs, une variabilité génétique a été induite chez le pois par mutagenése chimique qui ouvre des
perspectives directes d’étude, dans un méme génotype, de la valeur nutritionnelle de graines modifiées
dans leur composition protéique (Dalmais et al., 2008). La méthode de criblage nommée TILLING
(Targeting Induced Local Lesions in Genomes, (McCallum et al., 2000) permet d’identifier rapidement
les plantes porteuses de mutations ponctuelles dans les genes d'intérét. Des rétrocroisements
successifs des lignées TILLING avec le génotype sauvage sont ensuite nécessaires. lls permettent
d’éliminer les mutations résiduelles en vue de sélectionner les alleles favorables @ combiner dans un
méme génotype pour améliorer les matiéres premiéres en fonction des différents usages alimentaires.
Une autre approche intéressante permettant de modifier plusieurs génes de fagon simultanée est la
technique CRISPR/Cpf1 (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats from Prevoltella and
Francisella) d’édition des génes, récemment appliquée chez le soja (Kim et al., 2017).
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