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A CHACUN SON REGARD... LE CHERCHEUR

GENETIQUE ET GENOMIQUE DU POIS:

WHAT ELSE?

J. BURSTIN

Inra, Centre de Dijon, UMR 1347 Agroécologie, 21000 Dijon

N. TAYEH, A. KLEIN, V. BOURION, J. KREPLAK, F. JACQUIN, S. ALVES-CARVALHO, C. ALUOME, S. CARRERE,
J. GOUZY, C. CRUAUD, G. DUC, P. GAMAS, D. BRUNEL, M. FALQUE, M-C. LE PASLIER, P. WINCKER, G. AUBERT

Le pois a longtemps été une espéce modéle pour la génétique. Mais malgré son réle historique significatif
dans la découverte des lois de 'hérédité, cette espéce était jusqu'a récemment une espéce orpheline de
la génomique. Les clés pour déchiffrer I'impressionnante diversité phénotypique présente dans cette
espéce ont longtemps manqué. Sous I'impulsion des projets nationaux et internationaux ambitieux et
gréce aux innovations technologiques et informatiques récentes, ces clés sont aujourd’hui disponibles.
L'explosion des ressources génomiques chez le pois a donné accés a une cartographie de trés haute
précision de son génome ainsi qu'a un atlas de I'expression de ses genes dans de nombreux tissus. Ces
outils sont précieux pour disséquer le déterminisme génétique de nombreux caractéres d'intérét chez

le pois, pour identifier les génes qui controlent ces caracteéres, et in fine pour aider a sélectionner plus
efficacement de nouvelles variétés pour ces caractéres. Ces outils ont aussi confirmé la trés grande
conservation de la synténie, c’est-a-dire l'ordre des génes sur le génome, entre le pois et les autres
espéces légumineuses dont les génomes ont été séquencés. Les connaissances acquises sur le pois seront
donc utiles pour accélérer les progrés dans les espéces légumineuses proches, comme la féverole.

LE POIS, UNE LEGUMINEUSE MODELE

Le pois, comme la plupart des plantes légumineuses, est
capable d'établir au niveau de ses racines une symbiose avec
des bactéries présentes dans les sols qui fixent 'azote atmos-
phérique. En échange de composés carbonés synthétisés par
la plante grace a Iénergie lumineuse, les bactéries symbio-
tigues fournissent a la plante de l'azote sous forme assimi-
lable. La culture du pois permet ainsi de réduire ['utilisation
d'engrais azotés, un intrant consommateur d'énergie fossile et
associé & d'importantes émissions de gaz a effet de serre. Et
comme la plupart des plantes légumineuses, le pois produit
des graines riches en protéines, qui sont utilisées en alimen-
tation humaine et animale en association avec les graines de
céréales et de plantes oléagineuses. Mais pour les généticiens,
le pois n'est pas une légumineuse comme les autres. Ce n'est
pas seulement une plante d'intérét pour I'alimentation ou une
légumineuse capable de former une symbiose originale avec
des bactéries du sol fixatrices d'azote, mais c'est aussi la plante
qui a permis & Gregor Mendel, un moine autrichien, de décou-
vrir au milieu du XIxe siécle les lois de la génétique (Mendel,
1866).

Gregor Mendel réalisa a partir de 1856 des expériences d'hy-
bridation de variétés de pois. Pourquoi Mendel a-t-il choisi le
pois pour ses expériences? Ses prédécesseurs avaient croisé
des variétés de pois aux phénotypes contrastés dans le but
de trouver des variants intéressants pour leurs qualités gus-
tatives, nutritionnelles, ou ornementales. Mais, a la suite
des observations d'autres grands «hybrideurs» du siécle,
Mendel souhaitait élucider les lois gouvernant la formation
des hybrides et I'évolution de leurs descendances en fonction
des générations. Or, les plantes de pois possédaient plusieurs
atouts pour ses découvertes: (i) des caractéristiques phéno-
typiques bien différenciées entre variétés, (i) des caracteres
stables grace a un systéme de reproduction majoritairement
autogame et (i) des fleurs de grandes tailles permettant des
croisements aisés et contrélés. Mendel étudia principalement
la ségrégation de 7 caractéres phénotypiques (Ellis et al., 2013).
Aujourd'hui, les génes responsables de la variation de 4 de ces
caractéres ont été identifiés (la taille de la tige contrdlée par le
géne Le, la couleur du tégument des graines par A, la couleur
des cotylédons par /, et la forme des graines par R); 3 carac-
téres restent a élucider (les caractéres fascié-Fa et Fas, gousse
sans parchemin-V et P, et gousse jaune-Gp).
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UNE IMPORTANTE DIVERSITE
PHENOTYPIQUE A DECRYPTER

Il existe au sein de l'espéce Pisum sativum une impressionnante
diversité phénotypique. Depuis Mendel, de nombreuses autres
mutations affectant le développement des plantes ont été
décrites et cartographiées (Blixt etal., 1972). De méme, l'analyse
des variations de caractéres complexes dans des populations
en ségrégation a permis d'identifier de nombreuses régions
chromosomiques impliquées dans ces variations, comme
celles contrélant les composantes du rendement (Burstin
et al, 2007, Timmerman-Vaughan et al., 2005, Tar'an et al.,
2004), les caractéristiques qualitatives des graines (Bourgeois
et al., 2011, Ubayasena et al., 2011), la tolérance a des stress
biotiques (Aphanomyces : Hamon et al., 2013, Aschochytose:
Timmerman-Vaughan et al., 2004, Prioul et al., 2004, Carrillo et
al., 2012), et abiotiques (gel : Lejeune-Hénaut et al., 2008, Klein
et al., 2014, salinité: Leonforte et al., 2013) ou la capacité d'ac-
quisition de l'azote (Bourion et al., 2010). Lidentification des
génes contrélant ces variations pourrait permettre d'accélé-
rer 'amélioration de ces caractéres par sélection assistée par
marqueurs. Ce type de sélection est fondé sur le croisement
de variétés parentales complémentaires et sur le repérage a
l'aide de marqueurs du géne d'intérét et de marqueurs répar-
tis sur le génome, des descendants portant les combinaisons
de caractéres le plus favorables. Mais jusqu'a récemment, les
outils pour identifier les génes sous-jacents a ces variations
phénotypiques manquaient.

En effet, avec un génome d'environ 4,5 Gb, le pois reste une
espéce sans séquence de référence de son génome. Pendant
ces vingt derniéres années, beaucoup d'efforts et de res-
sources dans le domaine de la biologie végétale ont été consa-
crés a I'élaboration d'outils génomiques génériques pour un
certain nombre d'espéces modeles choisies notamment pour
leurs génomes de petite taille. Parmi les légumineuses, deux
espéces se sont imposées comme espéces modéles : Medicago
truncatula et Lotus japonicus, toutes deux avec une taille de
génome de 1C = 0.48 pg (Bennett et Leitch, 2012). Aujourd’hui,
les technologies de séquencage a haut débit offrent l'occasion
de combler I'écart entre les espéces modeles et les espéces
cultivées. A la suite des publications des séquences des
génomes de M. truncatula (Young et al., 2011) et de L. japo-
nicus (Sato et al., 2008), plusieurs génomes de légumineuses
ont été publiés ces derniéres années: Glycine max (Schmutz et
al., 2010), Cajanus cajan (Varshney et al., 2012), Cicer arietinum
(Varshney et al., 2013), Phaseolus vulgaris (2014). Mais toutes
ces espéces ont des génomes de taille bien inférieure a celle de
Pisum sativum (1C = 4.45 a 4.88, Bennett et Leitch 2012), Lens
culinaris (1C = 4.2), et Vicia faba (1C = 13.3 - 27.4). Des consor-
tiums internationaux ont été lancés dans le but de générer la
séquence compléte du génome de pois (Madoui et al., 2015,
2016) et de la lentille (Bett et al., 2016).
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L'ATLAS D'EXPRESSION DES,GENES
DE POIS: UN OUTIL POUR LETUDE
DES BASES MOLECULAIRES DE

LA SYMBIOSE RHIZOBIENNE

Une premiére étape vers le génome exprimé du pois a consisté
3 identifier 'ensemble des transcrits de cette espéce. Les tech-
nologies de séquencage a haut débit de nouvelle génération
permettent une analyse quasi exhaustive des transcriptomes
méme chez les espéces dont la séquence du génome n'est pas
disponible. Le séquengage haut débit de banques d’ADNc pro-
duites & partir de 20 tissus provenant de différents organes de
la plante de pois, prélevés a différents stades de développe-
ment et dans différentes conditions de nutrition, nous a permis
d'assembler le premier catalogue de séquences géniques chez
cette espéce (Alves-Carvalho et al., 2015). Plus d'un milliard de
séquences courtes de haute qualité correspondant a environ
100 Gb ont été produites par séquengage lllumina et ont été
assemblées. Aprés plusieurs étapes de réduction de redon-
dance, 46 099 séquences d'une longueur moyenne de 1200 nt
ont été identifiées. Ces séquences ainsi que leurs niveaux
d'expression dans les différents tissus analysés constituent
le premier atlas d'expression du pois, disponible a I'adresse
suivante: http:/bios.dijon.inra.fr/FATAL/cgi/pscam.cgi. Cette
ressource permet de rechercher, chez le pois, la séquence
homologue de tout géne d'intérét identifié chez une autre
espéce et de connaitre son profil d'expression dans la plante.

Parmi les caractéres auxquels nous nous intéressons figure
le développement racinaire des plantes de pois. Les racines
fixent la plante au sol et lui permettent d'acquérir l'eau et les
nutriments nécessaires a son développement. Les racines sont
aussi le lieu de linteraction avec les microorganismes du sol,
et en particulier chez les légumineuses, avec les bactéries du
genre Rhizobium. Un organe spécifique, la nodosité, se forme
sur les racines suite a un dialogue spécifique entre la plante et
la bactérie. Cet organe accueille les bactéries symbiotiques et
fournit un environnement cellulaire approprié pour la fixation
d'azote. Une large variabilité de développement racinaire et
nodulaire existe dans les populations de pois (Bourion et al.,
2010). Une part de cette variabilité pourrait étre due au choix
par la plante de son partenaire symbiotique rhizobien. En effet,
la souche de Rhizobium a un impact sur le développement des
nodosités, I'organe qui se développe sur la racine de la plante
héte pour héberger la symbiose, mais aussi le développement
racinaire et aérien des plantes (Laguerre et al, 2007). Dans
I'objectif de décrypter les déterminants moléculaires de ces
interactions, nous avons analysé les profils d’'expression des
génes exprimés préférentiellement dans les racines et/ou les
nodosités de pois.

De nombreux génes jouant un rdle important dans le dia-
logue plante-Rhizobium, l'infection par Rhizobium et la mise
en place des nodosités ont été identifiées chez M. truncatula
ou L. japonicus (Den Herder et Parniske, 2009; Oldroyd et al.,
2011; Popp et Ott, 2011 ; Udvardi et Poole, 2013; Limpens et
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al., 2013; Roux et al., 2014). Nous avons identifié dans I'Uni-
géne de pois les orthologues de la plupart de ces régulateurs
importants de nodulation : la plupart d'entre eux étaient expri-
més de facon trés similaire aux génes correspondants chez
M. truncatula, suggérant un déterminisme de la nodulation
largement conservé entre les deux espeéces. Cependant, une
différence intéressante entre les transcriptomes nodulaires de
pois et de M. truncatula concernait une famille de génes codant
pour des peptides riches en cystéine (NCR) fortement surex-
primés dans les nodosités indéterminées et jouant un role clé
dans la différenciation des bactéroides (Fedorova et al., 2002;
Mergaert et al., 2003 ; Kondorosi et al., 2013). Seuls une cen-
taine de transcrits codant pour des NCR ont été trouvés dans
le transcriptome de pois, alors que plus de 600 NCR ont été
identifiés chez M. truncatula. Reste a vérifier si cette différence
entre les deux espéces de légumineuses influe sur l'efficacité
symbiotique fixatrice d'azote.

Une autre observation a attiré notre attention. Par com-
paraison de 'Unigéne avec des séquences génomiques de
pois, les séquences ont été séparées en deux catégories:
40204 séquences étaient présentes en faible nombre de
copies dans le génome et 5704 séquences étaient présentes
en grand nombre de copies dans le génome. Alors que tous les
processus cellulaires et les classes de fonctions moléculaires
étaient représentés dans les séquences en faible nombre
de copies, seuls quelques-uns étaient mis en évidence dans
I'ensemble des séquences en grand nombre de copies, notam-
ment les processus du métabolisme de l'acide nucléique liés
3 lactivité de transposons et rétro-transposons. Le niveau
d'expression des séquences en grand nombre de copies, bien
que trés inférieur a celui des séquences en faible nombre de
copies, était détectable, indiquant que ces éléments transpo-
sables intégrés dans le génome de pois sont exprimés a des
niveaux faibles dans la plupart des tissus végétaux. Plus inté-
ressant encore était leur profil d'expression : de faibles niveaux
d'expression étaient détectés dans les tissus embryogénes
(gousses, fleurs, nceuds apicaux, jeunes graines), des niveaux
intermédiaires dans les pédoncules et des niveaux plus élevés
dans les nodosités. Ce résultat indique une régulation moins
efficace de I'expression de génes étrangers dans les nodules,
sans doute en lien avec la nécessité de permettre l'infection
bactérienne dans ces organes.

EN CONCLUSION

De la découverte de Mendel des lois de la génétique jusqu'a
I'avénement de la biologie moléculaire, le pois a été un modele
précieux pour la génétique et la physiologie végétale. Avec
linventaire (quasi) complet des génes exprimés de pois dans
un format facilement consultable, le pois retrouve son statut
d'espéce modeéle pour I'étude du développement végétal. La
publication prochaine de la séquence de son genome permet-
tra de renforcer ce réle de modéle.
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Les légumineuses, quelle famille !

Depuis la nuit des temps, c'est la compagne idéale de I'étre
humain. Depuis la naissance de l'agriculture, elle a fourni, as-
sociée aux céréales, une alimentation suffisante a toutes les
civilisations. Elle a donné de quoi tanner des cuirs, fabriquer
des colles, soigner les fiévres... Elle est présente dans tous les
jardins potagers par ses haricots, ses pois et ses lentilles, et
dans tous les jardins d’agrément par ses lupins et ses glycines...

La graine de caroube est le carat des bijoutiers, le chicot du
Canada donne le café du Kentucky, le févier dAmérique a été
baptisé « pain de Saint-Jean ». Les bienfaits des légumineuses,
ou plutdt des fabacées, leur nom moderne, sont immenses...
La famille des pois a inspiré Gregor Mendel pour expliquer
les premiéres lois de I'hérédité. Ses fruits sont étonnants de
variété, des plus grands, ceux des Entada africains, aux élé-
gantes toupies des luzernes ou aux gousses souterraines des
arachides. Du pois chiche au mimosa, de la réglisse au bois de
rose, du robinier au pois de senteur, leur diversité est infinie.

Amies des bactéries fixatrices d'azotes, amies des chefs cui-
siniers, amies des jardiniers, vivent les trésors des féves et les
fleurs des pois !
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20 MAI 2016 COLLOQUE

Amphithéatre de la SNHF .
84, rue de Grenelle Pa ris 7e

Accueil

Ouverture, Dominique Douard (président de la SNHF) et Yvette Dattée (présidente
du conseil scientifique)

Conférence introductive : ’humanité peut-elle se passer des légumineuses ?
Marc-André Selosse (professeur au Muséum national d’Histoire naturelle, Paris)

Session 1 : les multiples facettes d’'une famille nombreuse

De la diversité morphologique a la complexité biologique, Valéry Malécot
(maitre de conférences IRHS, Agrocampus Ouest, Angers)

Des espéces incontournables pour des systemes de culture écologiquement intensifs,
Christian Huyghe (directeur scientifique adjoint Agriculture, Inra, Paris)

Des plantes richement dotées en composés biochimiques, Richard Thompson
(directeur de recherche, Inra UMR 1347 Agroécologie, Dijon)

Pause

Session 2 : a chacun son regard
Le chercheur : Judith Burstin (directrice de recherche, Inra UMR 1347 Agroécologie, Dijon)
Exposé de Manon Richard, lauréate du prix de thése

Discussion
Exposé de Glynis Bentoumi-Loaéc, lauréate du prix de projet
Déjeuner

A chacun son regard, suite
Lethnobotaniste : Michel Cambornac (SNHF)
Le forestier : Régis Peltier (CIRAD)

Discussion

Le maraicher : Dominique Bleton (sélectionneur)
L'horticultrice : Agathe le Gloanic (GIE Eurogeni)

Le nutritionniste : Dr Jean-Michel Lecerf (chef du service de nutrition
a I'Institut Pasteur de Lille)

Le pharmacien : Sylvie Michel (professeur de pharmacognosie, chimie
des substances naturelles, UMR CNRS 8638, Université Paris-Descartes)

Discussion
Synthése, Marc-André Selosse et Christian Huyghe

Fin du colloque



