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Composition des graines de légumineuses

Graine mature de pois

23% de e
protéines Nutrition

Forte teneur en protéines

4

cv. Cameor

Teneur en AA essentiels dans les graines de pois

| | | |
pois _ 2.3% 38% 09%

0% 2% 4% 6% 8% 10% 12% 14% 16%
en % de la Matiere Azotée Totale

M lysine méthionine + cystéine thréonine tryptophane

Proportion of essential amino acids in pea seeds - Source: INRA-AFZ-2004

L'équilibre en AA et la digestibilité sont d’'importants
RFL déterminants de la qualité nutritionnelle des graines
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La composition protéique des graines de pois:

un caractere complexe

Protéines de réserve :

(kDa)
97.4

ALBUMINES GLOBULINES 7S et 11S 66.2
Albumines ( )  vicilines (@) . as
Légumines (@
(PA1 & PA2) Convncnlmes (@) S ©)
. 31
RichesenS PauvresenS RichesenS$S
0,41+0,23 0,88+0,04 0,63%0,04
Digestibilité in vitro
\ Rubio et al., J Sci Food Agric. 2014
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http://195.220.91.17/legumbase/peaseedmap/index.html

Bourgeois et al. Proteomics 2009. Vol 9 254-71

>30 genes codant ces protéines de réserve
Nombreuses modifications post-traductionnelles (95 spots identifiés)



Adapter la composition protéique des graines de pois
en fonction des usages

Equilibre en AA
Digestibilité

U

Meilleure valeur

Proprietes nutritionnelle

techno-
fonctionnelles™

Composition

Gélification
Emulsification...
ir » Quels genes
Nouveaux produits a EX. 75/1 1S impliqués ?
base de protéines de pois » Quels effets de
I’environnement ?
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Effet d’une carence en soufre et/ou d’un stress hydrique
sur la composition protéique des graines de pois

S- = carence en soufre depuis un stade mi-végétatif )

WS = stress hydrique modéré de 9j a partir de floraison 2
5 -
S-WS = les deux stress combinés
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Quels genes impliqués ?
Atouts du modele Medicago truncatula

i «\kb

Tayeh etal,
PlantJ. 2015

Vv84:1257-73. Cag
\\\m\\\w Mitr

- Forte synténie avec le génome du pois

Medicago truncatula

- Séquences génomiques disponibles s oo hitp://www.medicagohapmap.org/

Home Hapmap Tools Downloads Resources Contact

pour > 200 écotypes rendant possible
des analyses GWAS (Génétique

d’association a I’échelle du génome)
Stanton-Geddes et al., PloS One 2013.

= La composition protéique des

oa b8 ‘L' b7 e# s 8 7 eas s 7 8
graines est proche de celle du pois vool ] = | e

Gallardo et al., C R Biol. 2008. “ - w;_;" e | ' A
40 .= ._: H |.tmety o al Homessenss

et caracterisée par protéomique — “‘” L R E -l
http://www.thelegumeportal.net/ “ - 1 U ST PN I R
medicago-seed-proteome/ 154 ' ’ r i R d
12 . ™ . | ) -

Zuber et al., Plant J 2013 7 - ‘ .
3&% P. sativum M. truncatula = A.
‘ ¢f 4 ~_thaliana
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http://www.thelegumeportal.net/medicago-seed-proteome/

GWAS pour la composition protéique des graines
chez M. truncatula

175 écotypes de M. truncatula (core-collection CC192, Ronfort et al., BMC Plant Biol. 2006)

PROTEOTYPAGE
DES GRAINES
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SNPs
significatifs

-logy4(p)

12345678

GENOTYPAGE
PAR SEQUENCAGE

HAPMAP

medicagohapmap.org
Stanton-Geddes et al., 2013

= 6 013 644 SNPs

— Position des SNPs
(exons, introns, intergéniques,
— Annotation des génes
— Profil d’expression (atlas)
Benedito et al., 2008

)

Sy Chromosomes
Photo CC192, ‘
YMRAGAP Geénes porteurs des SNPs significatifs = candidats
S
M. truncatula < P. sativum
APPROCHE
TRANSLATIONNELLE Orthologie et expression

RFL

Alves-Carvalho et al., Plant J 2015; Tayeh et al., Plant J 2015

Recherche de variants alléliques (naturels ou induits) chez le pois
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Geénes révélés par GWAS (1D

Nbre de genes

/]

chez M. truncatula

G0:0008150
biological process
262/30058
0.550172

Le Signor et al. New Phytol 2017

G0:0044699

G0:0008152 G0:0065007 e G0:0051179
metabolic process biological regulation process localization
159/17561 91/8966 165/16850 65/5511
3 20 0.23806 0.04679 0.01263 0.00513
organ substance’  regulation of GO902578 | GOO0SLZU GO00s16el macromolecu
S : et single-organism establishment  cejjylar localization note
ee d S Se e d S metabolic process biological process localization of localization 33/2461 e localization
153/15840 85/8266 60/4690 64/5212 0.00872 32/2286
from year 1 from year 2 0.03438 0.04204 0.00115 0.00213 / 0.00533
G0:0043170 G0:0019222 GO:0006810 G0:0051649 G0:0008104 G0:0070727
macromolecule regulation of transport establishment protein cellulgr macro
metabolic process metabolic process 64/5110 localization in cell localization localization
112/11300 0.04680 51/4571 0.00130 32/2306 0.00604 28/1884 27/1760
0.03500 0.00410 0.00314
m I AvA | A G0:0071702
aJeurs reveies par 60001046 G0:0060255  GO:0044765 G0:0046907 organic G0:0045184 6010034613
0010467 Regulation singlesorganisiy intracellular establishment :
. o gene expression » 9 transport substance T T cellular protein
enrichissement GO (TopGO): s opeen WG (Rt ot PRCRESSRY | loca oy
0.30149 40/2853 27/1703,0.00200
0.11935 D0 0.00578 e 0.00422
. G0:0010468 \ l
Re u at I O n regulation of G0:0071702 G0:0006810
gene expression organic substance transport
37/3355 transport 64/5110
0.07817 40/2853 0.00130
and transport o
a G0:0040029 .
(P <0.001, Fisher test) regulation of gene ~ GO:0006886
3 intracellular protein
expression.
epigenetics UrEIS{pai
15/604 26/1661
0.00287
0.00029 - @ .
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Genes candidats pour la synthese, le transport et la mise
en réserve des protéines dans les graines

£
+© —_— g—b /\ Processing enzymes
N u CIeus @ Seed storage protein
# SNARE receptor GOIgl DV MVB
Synthesis Sorting and trafficking (PTM) Processing and deposition

1Medtr7g104480/ABIS* iMedtleO?mﬁo/ SRPQ’: 23Medtr7gl11710/Sec23*  2Medtr4g006570/G0OS11 2Medtr7g111870/ap3*  234Medtr7g097010/ ESCRTI* Medtr2g081620
1Medtrag097950/bHLH#1* lMedt“BOﬂS?W FKBF; 23Medtr7gl112090 /SAR*  2Medtr7g112730/glycosidase 2Medtr2g084610/ap2*  234Medtr7g097170/ESCRTI* 2Medtrdgl101730/VPE*
1Medtr8g020560/GRF5* Medtr7g026260/GTF 3Medtrdg121860/SAR “Medtr5g093600/5YP31* 2Medtr3g070940/clathrin® #4\edtrig101030/
1Medtr8g043960/bZIP* iMEdWQUG@S%/GTF* . 3\Medtr8g023620% “Medtrag029740/clathrin  Other unc exopeptidase*
IMedtrgg020490/MyBy#1*  -Medtr7gl04890/SRPS4™  apye i 62060420/G5T* *Medtr8g069565/apl*  proteases:

23 Aaclkied) an0Ad en/Dn

Endosomal Sorting Complex Required for Transport (ESCRT),

invagination and protein sorting to MVB (Winter and Hauser, 2006 Trends Plant Sci)
= a plant-specific ESCRTI component, FREE1, plays a crucial role in PSV biogenesis
and transport of 12S globulins in Arabidopsis (Gao et al., 2015 PNAS).

ER, endoplasmic reticulum; DV, dense vesicles; MVB, multivesicular bodies; PSV, protein storage vacuoles; ap, adaptor protein
complexes; CC, clathrin coat vesicles; PTM, post-translational modifications (glycosylation, phosphorylation).

RF L Le Signor et al. New Phytol 2017 .
-0
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Genes candidats pour la synthese, le transport et la mise
en réserve des protéines dans les graines

COPII

Nucleus

COPI

# SNARE receptor

ER

Le Signor et al. New Phytol 2017

>@® —» &>

APl
\

A\ Processing enzymes

@ Seed storage protein

—

Processing and deposition

Affy_id Relative expression during 234\edtr7g097010/ ESCRTI* Medtr2g081620
ID annotation CHRMb 2D 1D Benedito et al., seed development  ***Medtr7g097170/ESCRTI* 2Medtrdg101730/VPE
2008 Plant J (days after pollination) , **Medtrlg101030/
Other uncharacterized exopeptidase®
10 12 16 20 24 36 proteases :
Medtr1g051175  serine carboxypeptidase-like protein 120 Leg #Meditr1g069870, > Medtr1g069890, 2 Medtr4g130550
. ) 3Medtr1g017520*, * Medtrlg051175, 3 Medtrlg100980*
Medtr1g069870  peptidase S24/S26A/S26B/S26C family 1 305 Leg 3 Medtr2g449850, * Medtrig073130*, *Medtr5g019600*
Medtr1g069890  peptidase S24/S26A/S26B/S26C family 1 305 Leg Leg LRSS R D
Medtr1g073130*  carboxy-terminal processing peptidase-like 1 324 Leg Leg+Conv Mtr.50308.1.51_at ,bl o f.
Medtr1g100980* signal peptide peptidase-like protein 1 453 Leg Conv Mtr.37941.1.81_s_at CI es pour mOdl 1er
Medtr1g101030* tripeptidyl peptidase II 1 454 Leg Conv Mir.22279.1.81_at
| pepieyipepldese " y H la structure
Medtr2g449850  serine carboxypeptidase-like protein 2 22 Leg
Medtr2g081620  serine carboxypeptidase-like protein 2 342 Leg Mtr.16862.1.51_at . des globuhnes
Medtr4g101730* vacuolar processing enzyme 4 42 Leg Mtr.19934.1.51_at . . .
Medtrdg130550  S49 protease IV family peptidase 4 544 Leg Mtr.26059.1.51_s_at B Liste disponible dans Innov. Agro.
(*) A putative ortholog was identified in the pea RNA-seq (Gallardo et al. 2017, V60: 43-57)
RF |_gene atlas from Alves-Carvalho et al., Plant J. (2015). -*e
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Genes candidats pour la synthese, le transport et la mise
en réserve des protéines dans les graines

COPII cc

v a ﬁ\)

—b@ _— g—b /\ Processing enzymes
N UC|eUS ® Seed storage protein
COPI I —>
# SNARE receptor GOIgl DV MVB

ER

Synthesis Sorting and trafficking (PTM) Processing and deposition

IMedtr7g104480/ABIS*  -Medtrlg070460/SRPO*  2301041,7g111710/Sec23*  2Medtrdg006570/GOS11 2Medtr7g111870/ap3*  234Medtr7g097010/ ESCRTI* Medtr2g081620
IMedtrag007950/bHLH#1*  “Medtr1g017870/FKBP*  23pj04117g112000 /SAR®  2Medtr7g112730/glycosidase 2Medtr2g084610/ap2*  234Medtr7g097170/ESCRTI* 2Medtrdgl101730/VPE*
IMedtr8g020560/GRFS*  -Medir7g026260/GTF* 3Medtrdg121860/SAR “Medtr5g093600/5YP31* 2Medtr3g070940/clathrin® #4\edtrig101030/
1Medtr8g043960/bZIP* *Medtr7g060680/GTF* 3\Medtr8g023620% “Medtrag029740/clathrin  Other uncharacterized exopeptidase*
IMedtr8g020490/MyB#1*  -Medtr7gl04890/SRP54*  anye 60060420/G5T* 4Medtr8g060565/apl*  proteases:

$Medtr3gD83540/MYBS* - Medtr2g094180/PDI 2 Medtr1g069870, 2 Medtr1g069890, 2 Medtr4g130550
4Medtr3g095190/AP2 **Medtr3g030520/PDI 3\Medtr1g017520%, 3 Medtrlg051175, ® Medtrlg100980*
IMedtr1g072320/bHLH#3* > *Medtr7g097190* 3 Medtr2g449850, * Medtr1g073130*, "MedtrSg019600*
$MedtragDd7800/HDG2* = 'Medtr7g097200* *Medtr6g079440*

4 *

o ::‘igggggggs Wiy | Medir2g016490/Kinase™

S4Medtr5g038910/MYB#2*

#4Medtr7g097090/NAC*

4Medtr7g097070/IMIC*

Parmi les 52 genes identifiés, 41(*) ont un orthologue
putatif chez le pois (RNA-seq gene atlas, Alves-Carvalho et al., Plant J 2015).
RF!&- ey
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Réseau de co-expression entre les facteurs de
transcription identifiés et les génes codant les globulines

Nucleus

A

Vicilin

IMedtr7g104480/ABIS*
Medtrdag097950/bHLH#1*

IMedir8g020560/GRF5* Lo
1Medtr8g043960/bZIP* Convici lin
IMedtr8g020490/MYBH#1*

“Medir3g083540/MYB5*

e eI /\ Connections indirectes avec les génes de globulines

4Medtr1g072320/bHLH#3*

“Medtr 45047800/ HDG2" /\ Connections directes avec les genes de globulines

4Medtr8g070660*
3‘4Medtr83069935/WRKV

e — Corrélations positives: activateurs?
5-4Medtr7g097070/IMIC* 7 . 7 . ’
— Corrélations négatives: répresseurs?

Legumin

Réseau développé en collaboration avec J. Buitink (IRHS Angers)
données d’expression issues de Righetti et al. Plant Cell 2015

RFL Le Signor et al. New Phytol. 2017 ., 4 ®
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Réseau de co-expression entre les facteurs de
transcription identifiés et les genes codant les globulines

Nucleus

A

Vicilin

1Medir7gl04480/ABIS*
Medtrag0o7950/bHLH#1*

Medtrig103400
lMedtrSgUZUEBO/GRFS*

1Medtr8g043960/bZIP* Un géne homOIOgue Convicilin

Medtrg020490/MYB#1* . e s .
“Medt3g083540/ MBS identifié chez le pois
4Medtr3g095190/AP2

Medtr1g072320/bHLH#3*

‘Medtr4g047800/HDG2*

4Medtr8g070660*

Medtr8g069935/WRKY

e — Corrélations positives: activateurs?
— Corrélations négatives: répresseurs?

Legumin

3-*Medtr7g097070/IMIC*

Réseau développé en collaboration avec J. Buitink (IRHS Angers)
données d’expression issues de Righetti et al. Plant Cell 2015

RFL Le Signor et al. New Phytol. 2017 , o ®
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ABI5 controle I'accumulation des globulines chez le pois

INRA Dijan, C, Le'Signor ', (1} (111 {
! i" Wit Pg N H’i.n' !
T )

ALY 1‘\".1“1‘”,1’“
Wi

f

Trois mutants abi5 <j Un orthologue identifié

isolés et purifiés chez le pois pour ABI5
Zinsmeister et al., Plant Cell. 2016

Popilations i%L’LlN

chez le pois| {271 @ %&

S D o oV P Profil protéique 1D
NI UV U :
S PP des graines matures
100 — B e | 3 Relative vicilin quantity
160 A
75—_:—,—:2 120 B B B
80 L Legumin
gl . - % 40 I Convicilin
07 SN R e N dvicilines

i wt abi5 mutants
, - B JLégumines ()

Mr

(KDa)  ———— -9
i N 7 e
_ m— g Légumines (B) Méme teneur en protéines

2.7+0.2 3.8+0.6 Légumins/vicilines W

RFL Le Signor et al. New Phytol. 2017 ., o °
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Vers l'identification de nouveaux profils
protéiques a forte valeur ajoutée

Equilibre AA
Digestibilité

Propriétés
techno-
fonctionnelles

Composition
Protéique

- Premier répertoire de genes contrdlant la synthese des Ex. 75/115
protéines de réserve dans les graines de légumineuses

= |dentification de variants alléliques chez le pois pour les genes
(écotypes, TILLING mutants)

= Evaluer la valeur nutritionnelle et les propriétés techno-
fonctionnelles des fractions protéiques modifiées.

= Recherche en cours des régulateurs de la plasticité du rendement et
de la composition protéique des graines vis-a-vis de stress abiotiques
ANR-REGULEG (2016-19, coord. Julia Buitink)
H2020-EUCLEG (2018-21, coord. Bernadette Julier)
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