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En France, le pois est le principal facteur de déclin de la production des protéagineux, avec
une diminution des surfaces de 700 000 ha & 200 000 ha en 30 ans, principalement en raison
de rendements trés instables, dus a une forte sensibilité de cette culture aux stress biotiques
(champignons : Aphanomyces, ascochytose ; insectes : bruches, pucerons) et abiotiques
(stress hydrique, thermique, nutritionnels). Ces différents stress peuvent, de plus, impacter la
teneur ainsi que la composition protéique des graines, induisant des changements sur la valeur
nutritionnelle et donc marchande.

Le regain d’intérét pour les protéines végétales stimule les recherches visant a développer des
marqueurs d’aide a la sélection de variétés de légumineuses mieux adaptées aux besoins
nutritionnels de I'homme et des animaux d’élevage. Par ailleurs, de maniere générale, les
[égumineuses sont extrémement utiles en agriculture dans la mesure ou elles sont capables
de fixer I'azote atmosphérique grédce a des symbioses racinaires avec des bactéries
rhizosphériques fixatrices d’azote. Ainsi, elles sont capables de se développer en I'absence
de tout apport de fertilisants de synthése, préservant des ressources fossiles pour leur
fabrication et prévenant, suite a leur épandage, d’'importantes pollutions des cours d’eaux,
zones littorales et nappes phréatiques.

Les légumineuses sont particulierement riches en protéines. Parmi les acides aminés
essentiels des protéines de réserve majoritaires des graines, la lysine est présente en forte
proportion, ce qui en fait un bon complément des céréales, ol cet acide aminé est peu
représenté. Cependant, la faible proportion en acides aminés soufrés (cystéine, méthionine)
(2 %) et en tryptophane (4 %) dans les protéines de réserve des graines de Iégumineuses est
un frein a leur utilisation, ces acides aminés étant essentiels pour '’homme et les animaux
d’élevage. Pour promouvoir les protéines issues des graines de légumineuses, il est donc
nécessaire, d’améliorer I'équilibre nutritionnel en acides aminés en augmentant la proportion
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d’acides aminés soufrés et de tryptophane, mais aussi de stabiliser cet équilibre face aux
stress biotiques et abiotiques. Signalons, dans ce contexte, que des carences en soufre,
altérant le rendement des cultures, sont de plus en plus frequemment observées du fait d’'une
meilleure maitrise des pollutions industrielles entrainant des émissions de soufre, jusqu’a
présent suffisantes pour la croissance des cultures. Il est donc nécessaire aujourd’hui de
mieux pouvoir contrdler la nutrition soufrée des cultures.

Ainsi, outre un enrichissement de nos connaissances sur plusieurs aspects fondamentaux,
ces problématiques revétent un fort intérét agronomique.

L’objectif de cette thése était d’identifier, par une approche de génétique d’association (GWAS
Génome Wide Association), des génes candidats pour optimiser ou stabiliser la composition
protéigue des graines de légumineuses. Le manuscrit de these est structuré en quatre
chapitres.

Le Chapitre | est une synthése bibliographique particulierement bien détaillée des
connaissances générales utiles a la compréhension des travaux de thése (définition des
plantes lIégumineuses, dont le pois et Medicago truncatula, développement de la graine et
accumulation des réserves, composition des graines de légumineuses, voies de biosynthése
des acides aminés soufrés chez les plantes, stratégies visant a modifier le contenu en acides
aminés des graines, impact des variations environnementales sur le rendement et la
composition protéique des graines de légumineuses, e.g., stress nutritionnel tel que la carence
en soufre).

Le Chapitre Il correspond a l'étude du déterminisme génétique de la plasticité de la
composition protéique des graines en réponse a des variations environnementales en utilisant
la variabilité naturelle disponible chez la Iégumineuse modeéle Medicago truncatula. Les
connaissances acquises sur les génes candidats ainsi identifiés pourront par la suite étre
transférées a une espéce agronomique (e.g., le pois) et utilisées en sélection afin d’obtenir
des variétés améliorées dans la stabilité de leur composition protéique. Ce Chapitre est
présenté sous forme d’une publication en anglais, parue dans la revue Plant Journal et dont
Kévin Cartelier est premier auteur.

Le Chapitre Il porte sur la réponse d’'une collection d’écotypes de pois a une carence en
soufre. Ce troisieéme chapitre est structuré en deux parties. La premiére est consacrée a I'étude
du déterminisme génétique de la composition protéique des graines et de sa réponse a une
carence en soufre. La deuxiéme traite les composantes du rendement et la teneur en protéines
des graines jusqu’a l'identification des régions du génome et des genes potentiellement
impligués dans leur variabilité en réponse a une carence en soufre.

Enfin, le Chapitre IV est une conclusion générale des travaux et apporte des pistes de
recherche faisant suite aux résultats du travail de la thése.

Les principaux résultats de la thése sont les suivants :

D’'une part, l'auteur a analysé par électrophorése mono-dimensionnelle la composition
protéique des graines de 200 génotypes de Medicago truncatula cultivés dans quatre
environnements contrastés (apport suffisant en eau, stress hydrique, et deux semis décalés).
Les indices de plasticité calculés pour chaque bande protéique ont permis d’identifier, par
génétique d’association a I'échelle du génome (GWAS), des polymorphismes de séquence
associés a des variations de plasticité des protéines de réserve majeures, les globulines 7S
et 11S. La liste des genes candidats montre une forte proportion de génes liés a la
transcription, a la réparation de I'ADN et a la transduction du signal. Fait trés intéressant,
d’autres génes surreprésentés sont impliqués dans les métabolismes du soufre et de
I'aspartate (précurseur de la lysine) conduisant a la synthése de méthionine et de lysine (cf.
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Ravanel S, Gakiere B, Job D, Douce R. The specific features of methionine biosynthesis and
metabolism in plants. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 Jun 23;95(13):7805-712). En exploitant
des données d’expression publiqguement disponibles chez Medicago truncatula, et en
replacant ces géenes dans les voies métaboliques correspondantes, I'auteur met en évidence
l'importance des voies de recyclage de la méthionine dans le contrle de la plasticité de la
composition protéique des graines. Ce recyclage fait intervenir 'enzyme homocystéine S-
méthyltransférase 3 impliqguée dans la régénération de méthionine a partir de S-
méthylméthionine, une forme de transport de méthionine dans le phloeme. Ce recyclage est
une caractéristique essentielle. En effet, la méthionine étant abondamment utilisée dans une
myriade de réactions de méthylation, ce recyclage permet d’ « économiser » le soufre
nécessaire a la croissance des plantes, en le recyclant via le cycle des méthyles (cf. Ravanel
et al. 1998). Cette section de la thése a fait émerger de nouveaux génes a cibler pour améliorer
et stabiliser le contenu en acides aminés soufrés, ouvrant des perspectives de recherches
translationnelles visant a améliorer la qualité des graines de protéagineux comme le pois.

D’autre part, I'auteur a exploré la variabilité de réponse d’une collection d’accessions de pois
a une carence en soufre, aux niveaux des composantes de rendement et de la composition
protéique des graines, ce qui a permis d’identifier par GWAS des genes potentiellement
impligués dans cette variabilité de réponse. Deux expériences ont été conduites deux années
successives avec respectivement 304 et 198 génotypes développés dans deux conditions :
apport suffisant ou carencé en soufre. L'effet année et 'effet de la carence en soufre étant
significatifs sur les variables étudiées, des indices de plasticité reflétant 'amplitude de réponse
vis-a-vis d’une carence en soufre ont été calculés pour chaque variable. Les résultats obtenus
par GWAS ont mis en évidence des géenes candidats pour contrdler la composition protéique
des graines dans les environnements pauvres en soufre. Plusieurs sont associés aux
meécanismes de transport (ex. d’acides aminés) et de régulation post-traductionnelle, tandis
que d’autres jouent un réle dans le métabolisme du soufre ou sont au carrefour entre les
métabolismes azotés et soufrés. Ce travail a permis de mettre en lumiére des genes de pois
susceptibles de contrbler le statut azoté et soufré des graines, et ainsi de moduler I'équilibre
entre I'accumulation des globulines 7S et 11S dans les graines. La méme approche GWAS
menée au niveau des composantes de rendement a conduit a proposer des génes candidats
pertinents, en particulier pour le contrdle du poids d’'une graine.

L’analyse des composantes du rendement a mis en évidence I'impact négatif de la carence
en soufre sur ces variables, répétable sur deux années, et a permis d’identifier trois zones de
hotspots communes a plusieurs de ces variables ainsi qu’a leur plasticité pour deux d’entre
eux. Ces régions correspondent, dans deux cas sur trois, a 'emplacement de génes majeurs
d’architecture (Le pour la longueur des entrenceuds, conditionnant donc la taille des plantes,
et Af pour la transformation des folioles en vrille, important pour les plantes grimpantes, leur
permettant de se dresser au- dessus du sol) ayant des effets pléiotropiques sur le rendement.
L’intégration de ces génes majeurs dans le modeéle GWAS a permis a l'auteur d’affiner la
détection de génes candidats en révélant de nouveaux SNP (polymorphisme nucléotidique
dans I’ADN) significatifs. De nombreux autres hotspots détectés pour une ou deux variables
ont été placés sur la carte génétique du pois. lls colocalisent souvent avec des régions
chromosomiques porteuses de QTLs des composantes de rendement identifiés chez cette
espece.

De facon remarquable, les deux études de plasticité de la composition protéique réalisées sur
les deux especes de légumineuses (Medicago truncatula et pois) et dans des gammes
d’environnements trés différents ont mis en évidence l'implication majeure du métabolisme du
soufre. Ces études démontrent que le métabolisme du soufre est un point de contréle majeur
de la plasticité de la composition protéique des graines chez les deux especes. Ce résultat
offre des perspectives intéressantes visant a cibler les voies métaboliques identifiées afin
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d’augmenter et de stabiliser le contenu en acides aminés soufrés des graines des
légumineuses. Cet enjeu est d'importance fondamentale pour promouvoir I'utilisation des
graines de pois comme source de protéines en alimentation humaine.

En conclusion, 'ensemble du travail réalisé par Kévin Cartelier et présenté dans ce mémoire,
est original et d’excellente qualité. Il est présenté d’'une maniére claire et rigoureuse. La thése
est fort bien rédigée et illustrée. De maniére générale, la présentation est trés soignée. Les
analyses statistiqgues et bio-informatiques sont tres compléetes et leurs interprétations sont
appropriées et pertinentes. L’auteur fait preuve d’une grande maitrise dans ['utilisation des
différentes techniques qu’il a utilisées, notamment une combinaison d’approches omiques,
biochimiques, moléculaires et génétiques. Cette thése augmente de maniére significative les
connaissances sur I'architecture génétique du rendement et de la composition protéique des
Iégumineuses, avec une liste impressionnante de génes candidats gouvernant la réponse aux
contraintes environnementales. L’ensemble des résultats obtenus offrent des perspectives
d’amélioration variétale pour stabiliser le rendement et la composition protéique des graines
de légumineuses dans des environnements fluctuants, notamment pour la disponibilité en
soufre. Cette thése permet également de comprendre les méthodologies omiques a grande
échelle (e.g., GWAS), utiles pour I'analyse de la diversité génétique chez tous les organismes
vivants et la mise en évidence de génes d’intérét.

Je recommande vivement la lecture de cette thése qui démontre parfaitement comment les
approches omiques permettent d’aborder des questions complexes telles que la composition
protéique des graines de légumineuses et 'impact des conditions environnementales sur cette
composition. Cet aspect est particulierement important dans le cadre de la maitrise du
rendement des culture vivriéres face a 'augmentation de la démographie et du changement
climatique.

La thése a fait I'objet de plusieurs publications et présentations, notamment une publication
dans Plant Journal, une revue de fort facteur d’impact :

e Cartelier K, Aimé D, Ly Vu J, Combes-Soia L, Labas V, Prosperi JM, Buitink J, Gallardo
K, Le Signor C. Genetic determinants of seed protein plasticity in response to the
environment in Medicago truncatula. Plant J. 2021 Jun;106(5):1298-1311

e Cartelier K, Aimé D, Ly Vu J, Combes-Soia L, Labas V, Prosperi JM, Buitink J, Gallardo
K, Le Signor C. Genetic determinants of seed protein plasticity in response to the
environment in K. Cartelier, K. Gallardo, C. Le Signor. « Optimiser et stabiliser la
composition protéique des graines de légumineuses ». Journée des doctorants de
F'UMR Agroécologie, Dijon, France, 15 mai 2018. Poster

o K. Cartelier, K. Gallardo, C. Le Signor. « Optimiser et stabiliser la composition protéique
des graines de légumineuses ». Forum des Jeunes Chercheurs de I'école doctorale
Environnement-Santé, Besangon, France, 14 et 15 juin 2018. Poster

e K. Cartelier, K. Gallardo, C. Le Signor. « Optimizing and stabilizing protein composition
of legume seeds ». Journée du département INRA de Biologie et Amélioration des
Plantes, Paris, France, 20 et 21 septembre 2018. Poster

e K. Cartelier, K. Gallardo, C. Le Signor. « Optimiser et stabiliser la composition protéique
des graines de légumineuses ». 2éme rencontres Francophones sur les
Légumineuses, Toulouse, France, 17 et 18 octobre 2018. Poster, Prix du meilleur
poster

o K. Cartelier, K. Gallardo, C. Le Signor. «Elucidating the genetic determinism of the
plasticity of seed proteins in response to the environment using Medicago truncatula ».
International Conference on Legume Genetics and Genomics 2019, Dijon, France,13
au 17 mai 2019. Communication orale
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o K. Cartelier, K. Gallardo, C. Le Signor. « Identification des génes contrélant la plasticité
de la composition protéique vis-a-vis de I'environnement ». Colloque GRAINES 2019,
Angers, France, 21 au 23 mai 2019. Communication orale

o K. Cartelier, K. Gallardo, C. Le Signor. « Identification des déterminismes génétiques
de la plasticité de la composition protéique des graines ». Forum des Jeunes
Chercheurs de I'école doctorale Environnement-Santé, Dijon, France, 13 et 14 juin
2019. Communication orale.

Les compétences démontrées de Kévin Cartelier lui ont récemment permis d’intégrer
I'entreprise Nova Genetics, en tant qu’Assistant coordinateur des programmes de sélection
(CDl.

La qualité et les apports des travaux de cette thése méritent que ce document d’analyse figure
sur le site de 'Académie d’agriculture de France, a titre de valorisation.
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