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Résumé : Le bénéfice agroécologique des légumineuses et le regain d’intérét pour la
consommation de protéines vegeétales stimulent les recherches cognitives et appliquées visant
a optimiser la composition protéique des graines de légumineuses. Cet article présente une
synthese des connaissances sur le contrdle génétique et environnemental de [’accumulation
des protéines majeures des graines de légumineuses, en vue de développer des variétes
améliorées pour la qualité nutritionnelle des graines. Il montre également comment les
nombreuses données génomiques et post-génomiques issues du haut-débit, et la recherche
translationnelle visant a transférer les connaissances acquises entre espéces modeles et
cultivées, permettent d’accélérer la découverte de genes contrélant [’accumulation des
protéines de réserve pour ensuite moduler leur concentration ou leurs propriétes.

Mots-clés : Génétique d’association génome entier, graines, légumineuses, nutrition,
protéines de réserve, recherche translationnelle.

Abstract : The agroecological benefits of legumes and the renewed interest in the
consumption of vegetable proteins stimulate researches on cognitive and applied aspects of
seed biology aiming at optimizing protein composition of legume seeds. This article presents
the state of knowledge on the genetic and environmental control of the accumulation of
major proteins found in legume seeds, with a view to developing varieties with improved
nutritional seed quality. It also shows how high-throughput genomics and post-genomics data,
along with translational research aiming at transferring knowledge between model and crop
species, can accelerate the identification of genes controlling the accumulation of storage
proteins to further modulate their accumulation or properties.

Keywords: Genetics, genome-wide association studies, legumes, nutrition, seeds, storage
proteins, translational research.

Les graines de légumineuses accumulent des quantités importantes de protéines sans
fertilisation azotée

Les graines de légumineuses protéagineuses que sont le pois (Pisum sativum L.), la féverole
(Vicia faba L.) et les lupins (Lupinus sp.) contribuent a ’autonomie européenne en protéines
végétales en raison de leur teneur élevée en protéines (23 a 40% selon les especes, les
génotypes et les conditions de milieu). Riches en lysine, elles sont majoritairement utilisées en
alimentation animale et peuvent apporter un complément dans les rations a base 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 en nutrition humaine sous forme brute ou transformée.
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Les légumineuses ont la remarquable capacité d’accumuler dans leurs graines des quantités
importantes d’azote sous forme de protéines, méme en ’absence de fertilisation azotée. Ceci
est permis grace aux symbioses racinaires qu’elles établissent avec des bactéries fixatrices
d’azote de l’air et a leur capacité a remobiliser ’azote mis en réserve dans les organes
végétatifs vers les graines.

La capacité des légumineuses a fixer symbiotiquement [’azote fait d’elles un véritable atout
pour le développement de systéemes de cultures agroécologiques a bas niveau d’intrants.
Pourtant, en France, seulement 2% des terres arables agricoles sont utilisées pour la production
de légumineuses a graines (2015, source : Terres Univia, http://www.terresunivia.fr/).
L’utilisation plus large de ces légumineuses permettrait d’enrichir naturellement les sols en
azote et de réduire les émissions de gaz a effet de serre liées a l'utilisation d’engrais, tout en
augmentant la production de protéines végétales pour l’alimentation humaine et animale. Pour
répondre a ce double enjeu, il est nécessaire d’augmenter la consommation de graines de
légumineuses (Santi, 2017) en proposant de nouveaux produits simplifiant leur utilisation
(exemple des pates a base de protéines de légumineuses et des yaourts enrichis en protéines
végétales) et en améliorant la qualité nutritionnelle des graines. Un caractére majeur de qualité
nutritionnelle a améliorer est la proportion d’acides aminés soufrés (méthionine et cystéine) et
de tryptophane, chacun représentant entre 2 et 4% de la teneur totale en acides aminés des
graines de légumineuses européennes comme le pois et la féverole (Burstin et al., 2011). Il est a
noter que 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. Cette amélioration doit en paralléle prendre en compte la digestibilité des
fractions protéiques qui dépend de la structure des protéines et de la présence de facteurs
antinutritionnels (e.g. inhibiteurs de la trypsine) dans les graines.

Les protéines des graines ont été classées en quatre groupes selon leur solubilité dans ’eau
(albumines), les sels (globulines), l'alcool a 70% (les prolamines), ou les solutions acides ou
alcaline (gluténines) (Osborne, 1924). Dans les graines matures de légumineuses, ce sont les
globulines qui déterminent majoritairement la composition en acides aminés puisqu’elles
représentent jusqu'a 70% des protéines totales. Communément appelées protéines de réserve,
elles sont codées par une grande famille multigénique et ont été classées en deux sous-groupes
selon leur coefficient de sédimentation en ultracentrifugation analytique : globulines 75 et 11S
(Osborne, 1924). Leur nom varie entre les espéces. Par exemple, les globulines 7S sont nommées
vicilines et convicilines chez le pois, phaséolines chez le haricot, et B-conglycinines chez le soja,
et les 11S sont nommeées légumines chez le pois et glycinines chez le soja. Chez le pois, les
albumines, les vicilines et les légumines peuvent étre séparées par chromatographie échangeuse
d’ions, offrant la possibilité de comparer la quantité de chaque fraction entre génotypes ou en
réponse aux variations environnementales (Figure 1). Les globulines 11S sont plus avantageuses
d’un point de vue nutritionnel, étant plus riches en acides aminés soufrés que les 7S. Les
protéines PA1 et PA2 appartenant a la famille des albumines contiennent d’avantage d’acides
aminés soufrés que les globulines mais leur proportion dans les graines (<10%) ne laisse que tres
peu de marge d’amélioration par la voie génétique classique. Des progres ont été obtenus par
transgénese via le transfert de genes étrangers codant une albumine 2S riche en méthionine chez
le soja (Glycine max L.) et le lupin (Lupinus angustifolius L.) (Altenbach et al., 1989, Molvig et
al., 1997). Bien que ces plantes transgéniques produisent des graines plus riches en méthionine,
les protéines 2S introduites ont généralement des propriétés allergéniques (Nordlee et al., 1996,
Pastorello et al., 2001) et elles s’accumulent au détriment d'autres composés soufrés comme le
glutathion bien connu pour son role antioxydant dans les processus de défense (Tabe and Droux,
2002).
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Figure 1. Effet d’'une carence en soufre lors de la phase reproductive sur la composition
protéique des graines de pois. Les graines sont issues de pois (génotype Cameor) cultivés en
présence de soufre (S+) ou en l'absence de soufre dans le milieu pendant la phase reproductive (S-).
Le profil a été obtenu par chromatographie liquide haute performance. Dans chaque groupe de
protéines (albumines et globulines), la carence en soufre réduit I'accumulation des protéines les plus
riches en acides aminés soufrés (AA-S) : légumines (globulines 11S) et albumine de pois PA1 (fleches
vertes). Cette diminution est compensée par I'accumulation des protéines de réserve les plus pauvres
en AA-S (fleche rouge): les vicilines (globulines 7S).

Au-dela de ’aspect nutritionnel, les protéines majeures des graines jouent un role lors de la
croissance initiale (hétérotrophe) des plantules, puisqu’elles fournissent, sous l’action de
protéases, les acides aminés nécessaires au métabolisme (Tan-Wilson and Wilson, 2012). Ainsi,
les protéines accumulées lors du développement des graines déterminent non seulement la
valeur nutritionnelle mais aussi le potentiel germinatif ou de levée dont |’optimisation
contribuera a promouvoir [’utilisation des légumineuses locales, comme le pois ou la féverole,
dans les cycles culturaux. Des interactions fortes entre équipes spécialistes des protéines de la
graine et celles focalisées sur les aspects de germination ont permis ’élaboration de projets
communs visant a étudier le lien entre la composition de la graine et sa vigueur germinative ou
tolérance a la conservation (projets QualityLegSeed-ANR-06-GPLA-0008 et REGULEG-ANR-15-
CE20-0001 ; Vandecasteele et al., 2011 ; Zuber et al., 2013).

Déterminisme de [’accumulation des protéines dans les graines

Les contraintes environnementales, telles que le stress hydrique ou la chaleur, ont
généralement un fort impact sur le rendement et la taille des graines mais n’ont que tres peu
d’influence sur la concentration en protéines des graines (Prudent et al., 2016 ; Salon et al.,
2011). C’est probablement en ajustant le nombre et la taille de leurs graines que les plantes
maintiennent le flux d’azote vers les graines en développement, leur permettant ainsi
d’accumuler des protéines pour les étapes ultérieures de germination et de croissance initiale.
Toutefois, des variations significatives dans la composition protéique des graines, par exemple
dans le rapport globulines 75/11S, se produisent en réponse aux changements
environnementaux qui peuvent influencer a la fois l'équilibre en acides aminés et la digestibilité
(Bourgeois et al., 2009). L’identification des genes permettant de maintenir sous contrainte
environnementale le niveau des protéines les plus avantageuses aux niveaux nutritionnel et
technologique est un enjeu majeur. En permettant I’accumulation des protéines les plus riches
en acides aminés soufrés, la nutrition soufrée joue un réle prépondérant dans le maintien de la
valeur nutritionnelle des graines (Chandler et al., 1983 ; Figure 1), d’ou U'importance de
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prendre en compte cette nutrition lors de la conception de systemes de cultures
agroécologiques, et de s’intéresser aux mécanismes favorisant l’allocation de soufre vers les
graines dans différents environnements. Des études ont révélé un effet bénéfique de la
symbiose mycorhizienne a arbuscules sur la nutrition soufrée des légumineuses (Casieri et al.,
2012 ; Giovannetti et al., 2014 ; Sieh et al., 2013), suggérant que cette symbiose contribuerait
a stabiliser la valeur nutritionnelle des graines. D’autres travaux ont 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 contourner les
problemes de carence en soufre en fin de cycle lorsque les sols s’appauvrissent en nutriments
et/ou en eau (Gallardo et al., 2014).

Les mesures d’épuration des fumées industrielles ont conduit a une baisse des retombées de
soufre atmosphérique sur les sols européens, diminuant la disponibilité en sulfate, précurseur
de la synthese des acides aminés soufrés et de nombreuses autres molécules nécessaires au
développement des graines.

De nombreux travaux ont étudié le controle génétique de l’accumulation des protéines dans les
graines de légumineuses. Chez le pois, il existe une variabilité de la composition protéique des
graines entre génotypes suffisante pour permettre un large éventail d'applications alimentaires
(Bourgeois et al., 2009 ; Gueguen and Barbot, 1988 ; Tzitzikas et al., 2006). La teneur en
protéines varie aussi significativement entre génotypes de pois (de 18 a 32%, Gueguen and
Lemarié, 1996), et pour un génotype donné, des variations dans le clivage des différents
isoformes de vicilines (Bourgeois et al., 2009) offrent des perspectives d’amélioration de la
solubilité/digestibilité de la fraction viciline. La variabilité génétique a été exploitée pour
identifier les régions des génomes du pois et de la légumineuse modele Medicago truncatula (M.
truncatula)’ qui controlent l'accumulation des différentes globulines (Bourgeois et al., 2011 ; Le
Signor et al., 2017) (Figure 2). Pour ce faire, ’approche PQL (Protein Quantity Loci), décrite ci-
apres, a été privilégiée. Les régions génomiques détectées chez le pois, peuvent étre utilisés
dans les programmes de sélection assistée par marqueurs pour optimiser la qualité des graines
de variétés performantes du point de vue du rendement. Toutefois, la limite de cette approche
est qu’elle ne donne pas directement acces aux genes responsables (causaux) dont la
découverte offre des perspectives directes d’amélioration via la recherche de formes
(polymorphismes) favorables de ces genes. Pour accélérer ’identification des genes causaux
dans ces régions génomiques, des méthodes dites de génotypage par séquencage ont été
développées. Elles permettent d’enrichir les cartes génétiques en marqueurs (cartes a haute
densité) et de préciser la région contenant le polymorphisme en cause, qui est ensuite
comparée aux génomes de référence, c’est-a-dire entierement séquencés, pour rechercher des
genes candidats. De tels outils sont maintenant disponibles chez le pois. Par exemple, une carte
génétique dense en marqueurs a été développée (Tayeh et al., 2015). Elle permet d’affiner la
détection des régions génomiques controlant les caractéres de qualité des graines, comme ceux
présentés Figure 2 pour la composition protéique.

Pour mettre en évidence les régions du génome controlant l’accumulation des différentes
protéines de réserve, ’approche PQL développée par Damerval et al. (1994) a été appliquée
aux graines d’une population de plantes issues d’un croisement entre deux génotypes contrastés
pour la composition protéique de la graine. L’approche consiste a séparer les protéines des
graines en gels d’électrophorése bidimensionnelle, puis a utiliser les données quantitatives

1 Medicago truncatula est une légumineuse fourragére choisie comme modéle des l[égumineuses (en 2000) de par son génome
de petite taille (360 Mb) plus facile a séquencer que celui des espéces au génome de grande taille comme le pois (5000 Mb).
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obtenues pour chaque protéine afin d’identifier (ou cartographier), via une recherche de QTL
(Quantitative Trait Loci), les régions du génome responsables des variations de leur abondance
(Figure 2).
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Figure 2. Régions PQL (Protein Quantity Loci) pour les globulines 7S et 11S chez Medicago
truncatula. La carte génétique présentée 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 ovales montrent les régions de génome (groupes de PQLs) qui contrdlent
I'accumulation des protéines de réserve majeures des graines (légumines, vicilines et convicilines).
Ces régions PQLs sont réparties sur les 8 chromosomes (Chrom.) de Medicago truncatula. Les ovales
colorés montrent les régions PQLs conservées avec le pois pour les vicilines (vert), convicilines (kaki)
et légumines (rouge). Les ovales gris montrent les régions PQLs uniquement détectées chez M.
truncatula. La position de deux génes codant les facteurs de transcription FUSCA3 et ABA-insensitive
5 (ABI5) est indiguée. Ces données sont extraites de I'article Le Signor et al., 2017.
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Apport des especes modeles et transfert d’informations vers les légumineuses cultivées

Comme la qualité des graines s’établit lors de la phase de développement sur la plante mere,
cette phase complexe a fait l’objet de nombreuses études visant a identifier les genes
impliqués (Thompson et al., 2009). En utilisant des especes modeles de légumineuses au
génome séquencé, des avancées significatives dans la connaissance des genes exprimés lors de
’accumulation des protéines de réserve ont été réalisées. Des jeux de données
transcriptomiques et protéomiques obtenus lors du remplissage sont disponibles chez M.
truncatula (Benedito et al., 2008 ; Gallardo et al., 2007), et de nouvelles méthodes d’analyses
permettent d’étudier les liens entre les différent(e)s transcrits/protéines identifié(e)s par ces
techniques. Par exemple, un réseau de co-expression a été développé a partir de données
transcriptomiques a différents stades du développement de la graine de M. truncatula (Righetti
et al., 2015). Les connections entre les genes du réseau ont permis d’identifier des régulateurs
de la longévité des graines (Zinsmeister et al., 2016) et offrent la possibilité de sélectionner des
genes régulateurs de la qualité nutritionnelle.

Des réseaux de co-expression permettent, via des études de corrélations entre les profils
d’expression de genes issus des analyses « omiques », d’identifier des cibles potentielles de
facteurs de transcription et le type de régulation (positive ou négative selon le coefficient de
corrélation).

Des approches visant a transférer les acquis entre especes modeles et cultivées sont mises en
place pour les caractéres de qualité des graines. Le séquencage récent des génomes d’especes
d’intérét agronomique devrait accélérer ces initiatives de recherche translationnelle, qu’elles
soient ciblées sur des genes ou prennent en compte ’expression du génome entier. Chez le pois,
grace aux techniques de séquencage par RNAseq?, un atlas d’expression de genes a été
développé qui permet de rechercher les homologues des genes identifiés chez le modele M.
truncatula (Alves-Carvalho et al., 2015). On peut citer ici ’exemple de la protéase SBT1.1
(subtilase 1.1), initialement identifiée dans le protéome des graines de M. truncatula, dont le
gene co-localise avec un QTL de taille de la graine chez cette espece modele. Le lien entre
cette protéase et le controle de la taille de la graine a été validé chez le pois (D’Erfurth et al.,
2012), démontrant la faisabilité du transfert de données entre des especes proches au niveau
génétique mais qui different cependant dans leur architecture et la composition des graines :
M. truncatula est une fourragere aux petites graines riches en protéines (~40%) alors que le pois
produit des grosses graines a la fois riches en protéines (~23%) et en amidon (~50%). Ce constat
encourage la mise en ceuvre d’approches globales visant a comparer les régions génomiques
contrélant les caracteres de qualité des graines entre légumineuses a graines et espéeces
modeles pour ensuite cibler des régions conservées et accélérer ’identification ou la validation
des genes causaux en exploitant les données (e.g. approches « omiques »), outils (e.g.
transgénese) ou ressources (e.g. mutants) disponibles chez les modéles.

Comme exemple de recherche translationnelle, une comparaison entre le pois et M. truncatula
des régions génomiques controlant ’accumulation des globulines (approche PQL) a été réalisée
grace au développement de marqueurs moléculaires reliant les génomes de ces deux especes
(Bordat et al., 2011, Tayeh et al., 2015). Les régions conservées entre ces especes (Figure 2),
suggérant des processus de régulation communs, ont fait ’objet d’une étude approfondie. Les
données post-génomiques disponibles chez l’espece modele, comme ’atlas d’expression de
genes (Benedito et al., 2008), ont permis d’identifier dans ces régions cing genes codant des

2 Le RNAseq (séquencage de I’ARN) est une méthode de séquencage aléatoire du transcriptome, basée sur des technologies a
haut-débit permettant d’identifier et de quantifier 'ARN issu de la transcription du génome d’un tissu donné a un instant donné.
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facteurs de régulation dont ’expression augmente de maniére concomitante a ’accumulation
des protéines de réserve (16-24 jours apres la pollinisation). Deux de ces genes sont localisés en
bas du chromosome 7 (Figure 2). Le premier code le facteur de transcription FUSCA3 déja décrit
chez Arabidopsis pour son role dans ’accumulation des protéines de réserve (Kroj et al., 2003),
suggérant une fonction conservée entre différentes espéces qu’elles soient cruciféres ou
légumineuses. Le second code le facteur de transcription ABI5 impliqué dans la longévité des
graines (Zinsmeister et al., 2016). En caractérisant des plantes de pois porteuses de mutations
dans le gene ABI5, son role dans le controle de la composition protéique de la graine de pois a
été vérifié (Le Signor et al., 2017). Les mutants produisent des graines pauvres en vicilines,
corroborant des données obtenues chez le haricot qui montrent qu’ABI5 interagit avec la région
promotrice des genes codant les phaséolines (globulines 7S, Ng and Hall, 2008). Ce facteur de
transcription aurait donc une fonction conservée entre légumineuses dans l’accumulation des
globulines 7S. Le rapport légumine/viciline 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
second role d’ABI5 dans ’acquisition de la tolérance a la conservation (Zinsmeister et al., 2016),
nécessaire a la survie des graines.

Un pas de géant vers la connaissance des génes controlant la composition protéique de la
graine

Les progres récents des technologies de séquencage ouvrent de nouvelles perspectives de
recherche de génes d’intérét en vue d’améliorer les caractéristiques de qualité des graines.
Elles permettent dorénavant d’explorer le génome entier de centaines de génotypes au sein de
collections d’écotypes. Des millions de polymorphismes de séquences sont alors identifiés et
utilisés pour des études de génétique d’association a l’échelle du génome. Cette approche,
nommée GWAS pour « Genome Wide Association Studies », consiste a identifier les formes de
genes (ou variants alléliques) responsables des variations de caracteres d’intérét au sein d’une
collection d’écotypes (Figure 3A). L’identification des genes en jeu est facilitée par
’annotation des séquences d’un génome de référence, dont l’obtention est en cours pour
plusieurs légumineuses, y compris le pois, dans le cadre de consortiums internationaux.

Cette approche GWAS a récemment été utilisée dans ’objectif d’établir un inventaire des genes
controlant ’accumulation des différentes protéines de réserve au sein de la graine de M.
truncatula (Figure 3A), puis a transférer les acquis vers le pois (Figure 3B). Cette action est
partie du constat que la majorité des connaissances sur la régulation de la synthése des
protéines de réserve provient d’approches ciblées sur la plante modele des cruciferes,
Arabidopsis (Santos-Mendoza et al., 2008), et, bien que des voies de transport/maturation des
protéines de réserve vers les vésicules de stockage ont été proposées chez les légumineuses
(Vitale and Hinz, 2005; Maruyama et al., 2006), la liste des génes impliqués reste a établir. Les
rares genes décrits sont impliqués dans le clivage et le compactage des protéines de réserve
(Hara-Nishimura et al., 1993; Jung et al., 1998; Gruis et al., 2002; Paris and Neuhaus, 2002;
Shimada et al., 2003).

La stratégie utilisée est présentée sur la Figure 3A. Les protéines des graines de 175 génotypes
de M. truncatula (core-collection CC192, Ronfort et al., 2006, Branca et al., 2011) ont été
quantifiées apres séparation électrophorétique. Une recherche d’associations entre ces données
dites de protéotypage et les variations de séquences des différents génotypes de M. truncatula
(medicagohapmap.org, Stanton-Geddes et al., 2013) a permis d’identifier un nombre important
de génes intervenant au niveau transcriptionnel ou post-transcriptionnel dans le controle de la
composition protéique des graines (Le Signor et al., 2017). Comme exemple de résultats issus de
cette approche, il est a citer :
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A GWAS POUR LA COMPOSITION PROTEIQUE DE LA GRAINE
(Le Signor et al., 2017)

| A partir de 175 écotypes de M. truncatula (core-collection CC192, Ronfort et al., 2006)

L 4 ¥

PROTEOTYPAGE SNPs GENOTYPAGE
DES GRAINES -logio(p)  significatifs PAR SEQUENCAGE
0 HAPMAP '
i medicagohapmap.org
P Y MR * gL - ) : ‘ Stanton-Geddesetal., 2013
4 kil b ] ;
Moo o LIF “» 6 013 644 SNPs

— Position des SNPs

-

T 1en8 4O RE R (exons, introns, intergéniques, ..)

L1 Waalas iy, R > — Annotation des génes
123745678 — Profil d’expression (atlas)
Chromosomes Benedito et al., 2008

¥

Genes porteurs des SNPs significatifs
= candidats pour moduler la composition protéique de la graine

APPROCHE TRANSLATIONNELLE
M. truncatula < P. sativum

Orthologie et expression
Alves-Carvalho et al., 2015; Tayeh et al., 2015

Recherche de variants alléliques (naturels ou induits) chez le pois

Figure 3. Génétique d’association génome entier (GWAS, A) et approche translationnelle (B)
utilisées pour identifier des génes candidats pour la qualité des graines de légumineuses.

A. Le protéotypage a été réalisé en gels d'électrophorése mono-dimensionnelle a partir des extraits
protéiques des graines de 175 écotypes de M. truncatula issus de la core-collection CC192. Ces
écotypes ont été séquencés dans le cadre du projet HAPMAP, ce qui a permis d’identifier plus de 6
millions de polymorphismes pour un seul nucléotide (SNP). Des études statistiques d’association entre
ces polymorphismes de séquences et les données de protéotypage ont permis d’identifier des genes
porteurs de SNPs candidats pour moduler la composition protéique de la graine.

B. Une approche translationnelle a ensuite permis de transférer les acquis vers le pois protéagineux en
recherchant les genes orthologues dans les bases de données publiques. L'exploitation de la variabilité
génétique naturelle et induite chez le pois permettra d’identifier différentes formes de ces génes pour
des études fonctionnelles et technologiques.

- La construction d’un modéle de régulation de la synthése des globulines en étudiant les
profils d’expression, lors du développement de la graine, des génes codant les facteurs de
transcription identifiés par l’approche présentée Figure 3A. Ces génes peuvent s’exprimer de
maniere concomitante a ’expression des genes codant les globulines 7S ou 11S, suggérant un
role dans U'activation de la synthése des globulines. D’autres peuvent présenter un profil
inverse, suggérant un réle dans la répression de la synthése des globulines. Un modele de
régulation impliquant 14 facteurs de transcription a ainsi été développé. Ce modele comprend
ABI5 et FUSCA3 (Figure 2), validant I’approche GWAS utilisée pour identifier des régulateurs clés
de la composition protéique des graines.

= Un inventaire des génes associés aux différentes étapes de la mise en réserve des
globulines a été réalisé en ciblant les genes dont la classification fonctionnelle suggérait un role
dans la maturation ou le transport des protéines et en analysant systématiquement leurs
séquences (domaines et homologies) et leurs profils d'expression au cours du développement de
la graine. Ce travail a permis de mieux situer le role probable de 38 genes dans les différentes
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étapes de l'accumulation des globulines, depuis leur entrée dans le réticulum endoplasmique
jusqu'a leur mise en réserve dans les vésicules de stockage ou corpuscules protéiques. Parmi ces
genes, 13 codent des protéases susceptibles de participer a la maturation des protéines de
réserve, dont une enzyme VPE (Vacuolar Processing Enzyme) impliquée dans le clivage des
formes précurseurs des légumines conduisant a la séparation des chaines alpha et béta et a la
formation d'hexaméres nécessaires au compactage de ces protéines (Gruis et al., 2004).

= L’identification de 111 géenes susceptibles de moduler des modifications post-
traductionnelles autres que protéolytiques, comme des glycosylations et phosphorylations.
Des modifications pourraient se produire au niveau des globulines et influencer leurs propriétés
fonctionnelles (Casanova et al., 2008), et d’autres pourraient réguler les processus conduisant a
'accumulation des globulines. Comme exemple, une protéine kinase fortement exprimée lors du
remplissage des graines a été identifiée dont la séquence est trés proche de la protéine BIN2
(BRASSINOSTEROID INSENSITIVE2) décrite chez Arabidopsis comme phosphorylant et stabilisant
ABI5 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 synthese des globulines 7S.

Optimisation de la composition des graines pour la meilleure valeur nutritionnelle possible

Si les facteurs antinutritionnels présents dans les graines (e.g. facteurs anti-trypsiques) ont été
réduits dans les différentes variétés de légumineuses a graines cultivées, la composition
protéique reste a améliorer. Ces améliorations peuvent étre réalisées en manipulant les genes
codant les protéines de réserve (régulations cis au niveau du gene de structure ou du
promoteur) ou d’autres genes (trans) qui régulent ’expression ou l’abondance de ces protéines.
Comme exemples d’applications, chez le soja et le haricot des mutations ont été identifiées
dans les régions cis-ou trans-régulatrices des protéines de réserve (Hayashi et al., 2009 ;
Tsubokura et al., 2012 ; Wang et al., 2014 ; Pandurangan et al., 2016) et des marqueurs
spécifiques ont été développés pour sélectionner des variétés améliorées pour la qualité de la
graine (Jegadeesan et al., 2012 ; Song et al., 2014).

Chez le pois, des variations alléliques au locus Vc-2, ou se trouvent plusieurs genes de vicilines,
influencent la teneur en azote (Chinoy et al., 2011), montrant U'influence de ces régulations cis.
Concernant les régulations trans, nous disposons maintenant de l’identité de nombreux génes
candidats pour moduler la valeur nutritionnelle des graines. Pour 80% des genes clés trans-
régulateurs identifiés par GWAS chez M. truncatula, il existe une séquence orthologue dans les
bases de données du pois, rendant possible la recherche de variants alléliques pour ces génes
(Figure 3B). Les données en cours d’obtention chez la féverole (projet Investissement d’Avenir
PeaMust) permettront d’élargir la recherche de genes orthologues a cette espece. De larges
collections d’écotypes existent chez le pois et la féverole (CRB protéagineux Dijon, Burstin et
al., 2015) qui peuvent étre exploitées pour rechercher par une approche ciblée des variants
alléliques de genes candidats. Une nouvelle variabilité génétique a été créée chez le pois par la
méthode TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes, McCallum et al., 2000) qui
permet de moduler la composition protéique des graines dans un méme fond génétique (Dalmais
et al., 2008). L’approche consiste a rechercher par génétique inverse des plantes porteuses de
mutations ponctuelles dans des genes d’intérét, puis a réaliser des rétrocroisements successifs
avec le génotype sauvage afin d’éliminer les mutations résiduelles pour ensuite récolter les
graines et tester leur valeur nutritionnelle. Ces ressources ouvrent des perspectives
intéressantes d’identification d’alleles favorables a combiner dans un méme génotype pour
créer du matériel génétique innovant.
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