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CARACTERISATION DU ROLE DE TROIS FACTEURS DE TRANSC RIPTION, MtABL,
MtABI5 ET MtHSFA2.2 DANS LA QUALITE GERMINATIVE DES GRAINES DE
MEDICAGO TRUNCATULA'

par JuliaZinsmeister’

Dominique JoB — La thése de Julia Zinsmeister, intitu@earactérisation du réle de trois
facteurs de transcription, MtABL, MtABI5 et MtHSFA2 dans la qualité germinative des
graines deMedicago truncatula, s’'inscrit dans I'étude des mécanismes molécidatecellulaires
impliqués dans I'embryogenese chez les plantesanmoent dans les phases finales de la
maturation des graines sur la plante mére pendssquélles sont acquises des propriétés
physiologiques importantes tant au plan écologiddispersion et survie des graines dans
I'environnement, régulation des dormances et dasigations) que des applications agronomiques
(qualité germinative conditionnant le rendement cldtures) et nutritionnelles (qualité et quantité
des réserves) des graines.

Un autre aspect particuliérement important au pgnonomique est que cette these porte sur
la légumineuse,Medicago truncatula, plus communément appelée luzerne tronquée, plante
herbacée de la famille des Fabaceae qui préselatergpacité unique de former des nodosités
racinaires capables de fixer I'azote atmosphériflegicago truncatula est considérée comme la
plante modele des légumineuses. En effet, cetteteldiploide (2n = 16) présente une grande
synténie (conservation de l'ordre des génes eptig dspeces apparentées) avec certaines especes
cultivées comme le pois, le soja, la luzerne, thrde, les haricots, les lentilles, le pois chichiea
connaissance de son génome, sept fois plus petitejui du pois, permet d'accéder tres rapidement
aux sequences génomiques d’intérét et de prodwgse ndutants qui servent notamment pour
l'identification de leur role fonctionnel. Ces teax de génomique et de génétique mettant a profit
la synténie existant entre les especes de Iégusesguermettent d'identifier des genes importants
chez les espéces cultivées.

Les Iégumineuses sont en général cultiveées pous lgnaines et, a ce titre, jouent un réle
majeur dans l'alimentation humaine et animale gédleir forte teneur en protéines (comprise entre
20% et 35% ; 100 g de léegumineuses apportent adéaptotéines que 100 g de viande). Toutefois,
ces protéines ne sont pas toujours idéalementiléegs pour l'alimentation animale et humaine
puisqu’elles manquent souvent d’acides aminés ésufomme la méthionine, un acide aminé
essentiel. De fait, des recherches intensives aotutellement consacrées a augmenter les taux
d’acides aminés soufrés dans les graines de léguis@s. Les autres nutriments importants
présents dans ces graines sont I'amidon et éviamezit les lipides (e.g. soja ou arachide). Par
ailleurs, les légumineuses, du fait de leur capaaitréaliser la fixation symbiotique de l'azote
atmosphérique, sont des plantes pionniéeres et jauemdle important dans la végétalisation des
sols.

Enfin, il faut signaler que la soixante-huitiemes@smblée générale des Nations Unies a
proclamé 2016 Année internationale des léguminey®dk)(A/RES/68/231) et a désigne

! These soutenue le 22 novembre 2016 et préparéeimule 'école doctorale Végétal, Environnemahtrition,

Agroalimentaire, Mer (VENAM) (spécialité : Biologiet Agronomie) et de l'unité mixte de recherche 33
« Institut de Recherche en Horticulture et Semendd¢RHS).

Depuis janvier 2017, postdoctorante en physielatg la graine au sein de I'entreprise Enza ZaHekhuizen,
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I'Organisation des Nations Unies pour I'alimentatet I'agriculture (FAO) pour faciliter la mise en
ceuvre de cet événement. La thése de Julia Zinamsistscrit donc parfaitement dans le cadre de
la célébration de cette Année a laquelle I'Acadédrgriculture de France a consacré, en 2016, de
nombreuses séances et colloques.

La phase de maturation des graines est caractépaéel’acquisition successive de
composantes qui constituent la qualité physiologidwn lot de graines, a savoir la tolérance a la
dessiccation (capacité a survivre au retrait tqtelsi de I'eau cellulaire), la longévité (capacied
survivre a |'état sec pendant le stockage), la doom ainsi que la vigueur germinative (capacité a
germer de facon rapide et homogene quelles quatskeie conditions de I'environnement). La
production de lots de graines de haute qualité ipatime représente un enjeu majeur pour les
semenciers car elle constitue un levier clé pognanter les rendements agricoles. Cependant, les
mécanismes régulant I'acquisition de la qualitérgeative et, en particulier, la longévité restent
peu connus. L'étude préalable conduite au laboratdiun réseau de co-expression génique de
facteurs de transcription (protéines particuliesediant & 'ADN et régulant I'expression des genes
c’est-a-dire 'accumulation des transcrits corresjant a ces genes lors de I'étape de transcription)
avait identifié trois génes candidats associedanigevité cheMedicago truncatula : MtABL (ABA
INSENSITIVE4-LIKE), MtABI5 (ABA INSENSITIVES) et MtHSFA2.2 (HEAT SHOCK FACTOR
A2.2).

Sur ces bases, l'objectif de cette thése, réabksés la codirection de Julia Buitink (DR
INRA, IRHS Angers) et Olivier Leprince (professeéuAgrocampus Ouest, IRHS Angers) était de
valider ces genes et d’en comprendre la fonctiogz diedicago truncatula et le pois par la
caractérisation de mutants, soit d’'insertion witisle transposon Tntl ou issus de la mutagenese
chimique a base de méthanesulphonate d'éthyle gemgse EMS), perturbant/inactivant
'expression de ces genes. Les résultats préselatés cette thése montrent clairement que les
facteurs ABL et ABI5 jouent un role clé dans la unation en régulant positivement la longévité
des graines alors que celle-ci n'est pas affediée tes mutantesfa2.2 inactivant le facteur HEAT
SHOCK A2.2. Par ailleurs, Julia Zinsmeister a cohddes études transcriptomiques et
biochimiques permettant de démontrer que ABL et5AEigulent la dégradation de la chlorophylle
(impliguée dans l'activité de photosynthése deshgsaau cours de la maturation) et I'accumulation
des oligosaccharides de la famille du raffinosergsiosmoprotecteurs impliqués dans I'acquisition
de la tolérance a la dessiccation des graines doies). De plus, cette these démontre que ABI5
joue un réle crucial dans l'accumulation de prainprotectrices de type LEA, protéines
impliquées dans l'acquisition de la tolérance ddasiccation des graines orthodoxes.

Le mémoire de thése, qui comporte 129 pages de,tédtfigures et 19 tableaux, est de
lecture agréable et est fort bien illustré.
L’Introduction (chapitre 1) correspond a une analpgliographique bien documentée. Elle
permet d’introduire les concepts généraux sur :
» les plantes légumineuses daviedicago truncatula, plante modéle étudiée au cours du
travail de thése, et le pois, cible agronomiquetdesux de thése ;
» le développement et la germination des graineslbesyledones, dont la régulation des
dormances, I'acquisition de la tolérance a la dession et la longévité ;
» la régulation transcriptionnelle de la maturati@s dgraines ;
* les mécanismes de survie a I'état sec des gramngs (6le des oligosaccharides de la
famille du raffinose (RFOs), des protéines LEA, gestéines chaperonnes de type HSP
(Heat Shock Proteins)) ;
* les mécanismes de détoxication des espéces ré&adliwel'oxygene (ROS), et de
protection contre les dommages cellulaires et dereparation ;
» le r6le de la photosynthése des graines lors dwtaration ;
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ainsi que les objectifs généraux de la these.

Le chapitre Résultats comprend trois parties ppaies. La premiere (chapitre 2) porte sur
la caractérisation du rdéle majeur joué par ABISgd@régulation de la maturation et de la longévité
des graines chez les [égumineuses. Au cours davalf Julia Zinsmeister a caractérisé les graines
d’'un mutant d’insertion du transposon Tntl, nomimi& Mt-abi5, dans le géne codant MtABI15 et
montré que les mécanismes d’acquisition de la hféet de la dormance des graines étaient
fortement dérégulés chez ce mutant. En conduisamtétude transcriptomique des graines de ce
mutant au cours du développement, elle a identifieiéseau de co-expression plagant MtABI5
comme un régulateur de différents modules de giéegau métabolisme des RFOs, des protéines
LEA et des géenes associés a la photosyntii#3ANGS). Ses résultats permettent de montrer que la
plus faible accumulation en RFOs est liée a la |leggun d’'une protéine nommée SEED
IMBIBITION PROTEIN1 (MtSIP1). Par ailleurs, ses oftaits identifient 'absence d’inhibition des
genesPHANGs en fin de développement de la graine avec unenadeation différentielle en
chlorophylle et caroténoides, faisant des grainatures des mutantntl Mt-abi5 des “graines
vertes”. Ces phénotypes sont associés a une rémmsgress, avec une accumulation plus
importante d’alpha tocophérol (antioxydant) et gnereprésentation des genes liés au programme
de mort cellulaire. L’auteure a également condui¢ garactérisation des mutafigl abi5 chez
une seconde légumineuse, le pois, et dhmbidopsis thaliana (une crucifere) dont les résultats
confortent le réle d’ABI5 dans la régulation deldamgévité, de la perte de la chlorophylle et de
I'accumulation des RFOs dans la maturation dedingrdes légumineuses.

La seconde partie des Résultats (chapitre 3) pmrtela caractérisation du facteur de
transcription MtABI4-like en tant que régulateur ldeperte de chlorophylle et de longévité des
graines deMedicago truncatula au cours de la maturation. L’objectif était deteesi MtABL
(orthologue d’ABI4 chezArabidopsis thaliana) régule la longévité des graines en lien avec le
démantelement des chloroplastes pendant la matardiour cela, Julia Zinsmeister a caractérisé
les graines de mutants d’insertiontl Mt-abl chezMedicago truncatula. En lien avec la perte de la
longévité, elle a observé que les graines des rsutatil Mt-abl sont tolérantes a la dessiccation
(placant I'étape d’'acquisition de la longévité aprelle de tolérance a la dessiccation lors du
développement) et vertes a la maturité. Afin d’tifear la part des facteurs de transcription ABL et
ABI5 dans la régulation des éveénements de la ntadarde la graine en lien avec I'acquisition de
la longévité, elle a ensuite caractérisé les ggates double mutankdt-abi5/Mt-abl. Cette étude a
permis de démontrer que linhibition de I'expressides géne®HANGs était spécifiguement
régulée par MtABL et MtABI5, alors que la perteldechlorophylle apparait spécifique de MtABL
et que MtABI5 régule plus spécifiqguement I'actigatides génes codant certaines protéines LEA.

Dans la troisieme partie des Reésultats (chapitre Jjia Zinsmeister effectue une
caractérisation fonctionnelle du facteur MtHSFA®ans la qualité germinative de la graine de
Medicago truncatula. Les protéines HSP sont des protéines de stress. abondantes dans les
graines, elles sont régulées par des facteursadsdtiption de type HSF (Heat Shock Factor). Chez
le tournesol,HaHSFA9 est exprimé exclusivement au cours de la maturati® la graine, en
I'absence de stress. Sa surexpression chez legegrdé tabac conduit a une meilleure résistance a
une épreuve de détérioration contrélée. Ces donokeamené l'auteure a chercher a identifier
I'orthologue deHSFA9 chezMedicago truncatula et & évaluer son réle dans la longévité des gsaine
de cette espéce. Pour cela, elle a criblé et @rs€tles graines de mutants d’insertion du
transposon Tntl inactivant les génes codant dagipes HSP s’exprimant dans les graines chez
Medicago truncatula. Pour identifier des cibles potentielles defagteur de transcription, elle a
également réalisé une analyse transcriptomiquetié ga racines de plants diéedicago truncatula
sur-exprimant de maniére ectopique le facteur MtABH.es résultats permettent de démontrer
que MtHSFA2.2 est le plus proche orthologue HaHS-A9. Conjointement, les données qu’elle a
obtenues permettent d’identifier MtHSFA2.2 commerégulateur de la dormance des graines, en
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lien putatif avec la régulation des genes impligdéss le métabolisme des deux principales
phytohormones régulant la dormance des grainest-a‘dire I'acide abscissique (ABA) et les
gibbérellines (GAs).

Les Matériels et Méthodes (chapitre 6) sont tréapdets et permettent au lecteur de suivre
aisément les différentes expériences de génétlmomgie moléculaire et physiologie conduites
lors de ce travail de thése. La liste bibliograpki@st trés copieuse, récente et exhaustive (enviro
330 références).

En conclusion, le travail effectué par Julia Zingter représente une contribution
extrémement originale et de tres grande qualité.illlistre que [I'approfondissement des
connaissances sur les mécanismes de régulatiorexjmelssion de géenes (ici médiés par des
facteurs de transcription) s’exprimant spécifiquetrahez les graines peut conduire a des avancées
scientifiques majeures au plan fondamental, quirdesource d’applications nouvelles en sélection
végetale. La démonstration que les facteurs desdrgation étudiés jouent un réle prépondérant
dans la dormance et la longévité des graines deidsigal mais aussi chez le pois ouvre de
nouvelles perspectives originales quant a 'amétion des graines d'un trés grand nombre de
plantes légumineuses d'intérét économique et mmmn¢l majeur (e.g., soja, ...). La thése est
valorisée de maniere remarquable, avec une publicétiont est tirée la photo de couverture du
volume publiant cet article) dans la prestigieuseue The Plant Cell, une publication dans
Frontiersin Plant Science et une publication en cours de rédaction (chagitrdulia Zinsmeister a
été lauréate, en 2015, d’'une bourse de rechercie &e Marie-Louise Dufrenoy délivrée par
I’Académie d’agriculture lui permettant de présesies résultats dans un colloque international.
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