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Actions de SEEDQUAL

/ Partie 1 : Qualité de la graine \

= Déterminisme génétique et moléculaire de la qualité de la graine chez les Brassicacées /., igepp

UR 126

= Teneur en protéines totales et en polysaccharides pariétaux (#fibres) dans la graine :b

o /
<

/ Partie 2 : Caractérisation de la composition en protéines de réserve des graines de colza

UR 1268

b

= Rendement d’extraction des protéines dans la collection

= Compréhension du lien entre composition en protéines de réserve et d’autres variables
de la graine de colza (glucosinolates) ) ibiazs
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SEEDPROT

Qualité de la graine chez les Brassicacéees

e T huile (O) * / \
eneur en huile (0) |:> * DSC *, delta seed composition

» Teneur en protéines (SP) *

Lipid / Protein correlation
Delta Seed Composition

B
High C/N
0 % ratio
50 N\ L B
N’ \ A A
B AY
*

" » Teneur en glucosinolates (GSL) *

l

Ratio O/SP (OSP) * o
MPT * = SP x 100 / (100 - O) s

[ y=-0,4330 - 35748
‘
r's s e :0
RES * = 100 — (O + SP + WC) k /
\ ) S. Jasinski and P. Guerche, unpub.

Sur extraits :
* Composition en protéines de réserve : protéines 2S et protéines 125

.

Lipid %
o
o
=
[
o
x

* Teneur en polysaccharides (PS) totaux et composition osidique des PS
\_ (cellulose, hémicelluloses & pectines) Y

Graines entiéres (*)
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Partie 1 :
Architecture génétique de la qualité de la graine de colza
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Architecture génétique de la qualité de la graine de colza

(o] -
s ‘S
osP
MPT | /
_P174 ol ! 7 v

GSL_P128 YN

/
4
7/

" \M , =
174 génotypes (30 ++, 15 0+, 1 +0, 128 00)
Génotypage 237k SNP
9 environnements (lieu x année)

18 essais (N+/ N-)
8 traits :

Teneur en huile (0 - 1)

Teneur en protéines (SP - 57)

Ratio huile/protéines (OSP - 2)

Teneur en protéines du tourteau (MPT - 33)
Delta Seed Composition (DSC - 45)

Teneur en résidus de la graine (RES - 39)
Teneur en glucosinolates (GSL - 69)

Teneur en napines (NAP_2S - 8)

wo

—— Homeo-QTL

Homeologous Genes

-> Z 5 9 QT L I Anéle favorable minoritaire

I Aléle favorable majoritaire
Il A'iéle favorable non déterminé

Nombreuses colocalisations (DSC/RES) : effets alléliques inversés
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Caractérisation des polysaccharides pariétaux
(i.e. fibres) des graines
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DSC et polysaccharides : hypothése :higsz

* DSC, delta seed composition * 259 QTL - Nombreuses colocalisations (DSC/RES)

Lipid / Protein correlation «,«, ’ -\
Delta Seed Composition gss:: "
BR e “‘\ %,‘ \ 5
High C/N / = —tue P e
- <%\ ratio . ‘
\, Y ot f
500
S — LAl S

AL

—— Homeo-QTL

15,00 * Homeclogous Genes.
[ Anéte favorable minoritaire
S gt DSC DSC+
130 Alléle favorable non déterming
200 27,00 32,00 37,00 2,00

Protein %

S. Jasinski and P. Guerche, unpub.

Autres

Huile

Autres Huile
W Prot

Huile
Autres
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Polysaccharides pariétaux bia:z==

La paroi végétale

Structure
rigide et
dynamique
localisée en
périphérie
des cellules
végeétales

Cellulose microfibril

Cellulose  odgpqi-&-gi-a-0b  GEEBEEEREREE

Glucanes
Xylanes

o on o

Hemicelluloses

RECx
Assemblage de # polymeres :
polysaccharides, protéines, lignines

» Substances pectiques “"w

solubles dans I'’eau avec les chélatants du calcium
» Hémicelluloses

solubles dans les bases diluées

* Cellulose

insoluble dans les acides et les bases dilués

Pectines

Homogalacturonanes

Sarkaret al. (2009) J. Exp. Bot. 60:3615-3635

Répartition # : s. pectiques abondants dans
lamelle moyenne, cellulose dans paroi secondaire
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g ° TR 4 P .
¢ K& Polysaccharides pariétaux (i.e « fibres »)

Objectifs de SEEDQUAL :

uuuuuuuuuuu

- Recherche de marqueurs métaboliques du DSC Mo ) Ibiazs

- Développement de modeles prédictifs NIRS igepp
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Biopolyméres
Interactions
Assemblages

Mi. " | Etude de la variabilité des polysaccharides (PS) de la graine de colza

-> Criblage chimique d’une collection de graines de colza (n=92 lots, 3 rep techniques)

PS totaux (%Dwi) Glec Fuc Man Xyl Rha Gal Ara AU PS

mediane 3,50 0,13 0,28 0,99 0,24 0,99 2,74 2,54 11,52

ecartype 0,36 0,02 0,03 0,11 0,07 0,10 0,27 0,51 1,12
Cellulose

Hémicelluloses

Pectines
10 a (. v )
| Faible variabilité : Rha, Fuc, Xyl, Man, Gal
E
(@)
> s Variabilité + importante : Ara, Glc, AU & PS totaux
L . y
-+ s
—— —

O—I—_._ —

Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc AU PS
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Mi. " | Etude de la variabilité des polysaccharides (PS) de la graine de colza

UR 1268

b

Biopolyméres
Interactions
Assemblages

Prot (%MS)

Corrélation avec le DSC Résidus et oses constitutifs des PS

30

28

26 r

24

22 -

20 r

18 r

16

14 -

12 -

10

Seedqual Panel Fibres

Ara Glc AU PS
Lembke MC2017 2,2 3,5 2,8 10,6
Orléans MC2014 2,2 2,8 1,9 9,2
NaindeH MC2014 2,2 2,8 1,7 8,7
mediane (n=92) 2,7 3,5 2,5 11,5
Bristol MC2015 3,1 4,1 3,6 13,8

Lembke MC2016 Lembke MC2017
o} Orléans MC2014
o)
° NaindeH MC2014
o (5]
.0 ©
o o) o
o O . O& oé)
© 8 © o
o) e
o} Ooogg@é@w..@ go
0O o q o0 ©
Bristol MC2015 ° ST ogIRP R
Q300 @ OfH G-
o @
y =-0,5154x + 43,719
R? = 0,5059
30 35 40 45 50 55 60

Huile NIRS (%MS)

DSC + en orange = pauvres en PS
DSC - en vert = riche en PS
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Etude de la variabilité des polysaccharides pariétaux de la graine d’Arabidopsis

211

25.0- '\\ 342
X 184
19?30‘7\ 010 %
225 g ERE =
\\ gu'

Protein %
N
o
o
7
Ve
)
w
' m

17.51 11°5 2310 \ .009
026 g .
1501 N DSC + en orange = pauvres en PS
20 25 30 35 40 45 DSC - en vert =riche en PS

Oil %

UR 1268

Biopolyméres °
b esctor ﬂﬁj pb
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&’J Recherche de marqueurs métaboliques pour le DSC - colza

Sélection de 20/92 variétés faibles ou forts DSC sur 18 essais du réseau Rapsodyn

Relation teneur arabinose/ DSC Relation teneur glucose/ DSC Relation teneur AU / DSC
5 5 5
4 4 . ¢ R? = 0.46 4 oo °
3 3 3 R2 = 0.2842
® 9 . ]
2 2 2 e °
o 1 o 1 . o o o 1 % o,
(%] (%] ., (%] .
0O o 0 o @ .,_ 0 o ‘
1 12,0 2.5 300 935 ®.4@ 4.5 5.0 100 1.0 20® e 90 40 5.0
-2 2 ° o 2 ° o ..®
$ . o o,
-3 -3 ‘® 3 °
-4 -4 -4
Ara (%Dwi) Gluc (%Dwi) AU (%Dwi)

Relation teneur PS totaux / DSC

R? = 0.65

5
4
3
j Bonne corrélation DSC / arabinose et DSC/PS
8 o
-1
2
-3
-4

Est-ce que I'arabinose est un bon marqueur pour le DSC ?

N b Biopolyméres i e
Interactions
PS (%DWI) % Assemblages gk‘/p{e
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%"J Recherche de marqueurs métaboliques pour le DSC - colza

Relation entre DSC et oses sur I'ensemble du panel SEEDQUAL (92 accessions)

Relation teneur arabinose/ DSC
; Développement de calibrations NIRS Ara/Glc/AU/PS
. R2=0.71 totaux
20 accessions 4 o8 . ,
........... P . = augmenter les capacités de phénotypage pour
2 e V4 rg] .
O 2 TR augmenter nombre de données réinjecter dans les
0 ® o T , .
20 22 24? 26 28 e 3.0% 3,0 34 corrélation DSC / Ara-Glc-AU-PS
X ° ° o.
i ® Prédiction vs Vrai [ Ara [%Dwi] / Validation croisée
-4
Ara(%Dwi) 3.3 >
o
- - 31 > M Ve
Relation teneur arabinose/ DSC v o |8, ?g ®
6 LT
R?=0.35 27 % i g
4 o8 ,e o> o¥
N Ll el 2 *E % e
8 ............. “ ., .
S e .' t‘. 21
2 22 ®,9° OQ. 09? o ‘:—P". 3,20 3.4 e
2 ®o0° L P 19
. ° 19 2 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3 31 32 33 34
( ]
-4
Ara (%Dwi)
‘ | Sur les 92 accessions, ige/pp
corrélation DSC / Ara plus faible... o
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¥
. = Recherche de marqueurs métaboliques pour le DSC — colza : panels SEEDPROT-SEEDQUAL
\d

Variables (estimées par NIRS): Teneur en eau, Huile, Protéines, DSC, résidus, 25*%, 125*, Arabinose™®, Glucose*, AU*, PS*,

* : modéles NIRS SEEDPROT/SEEDQUAL restant & optimiser —
prédictions sous réserve

Variables Coeff de corrélation
cracpd [al Huile/Prot 0.83
&
Fumige | @ . . RES/DSC  0.85

Ara D L DSC/PS

PS n’est pas le seul

0.68 contributeur au RES

DSC/Ara Ara n’est pas un marqueur
universel du DSC...

0.37 L'ajout de données par NIRS
n‘améliore pas cette
corrélation

OIQ_ igepp)
P G S

1 08 06 04 02 0 02 04 06 08 1




Comprendre les mécanismes moléculaires
conduisant au phénotype DSC+/- :

identification de mutants affectés pour le DSC
et cartographie par séquencage des genes responsables chez Ath

ﬁéijpb

Carrefour Colza —26/01/2023- Bruz



Caractérisation moléculaire de mutants DSC chez Arabidopsis thaliana ﬁ;ujpb

/ Phénotypage d’une population de mutants homozygotes \

260

soa—oo
193 ety
240 5100

220

24 mutants avec des teneurs

contrastées en huile, protéines et DSC
200

Protein®s0l

s
.
187} 1159

086
.C *

1601 => FOCUS sur 4 mutants au DSC élevé (+ou-) ()

+

140 T T T T T T T T T T T T T
198 218 23@ 258 278 29@ 31@ 33@ 35 37@ 39 41R 438 458
Oil®eR

-> Objectif : Identification des genes causaux
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Caractérisation moléculaire de mutants DSC chez Arabidopsis thaliana ﬁ;njpb

. = »Mutant 342 : riche en huile et en protéines
3 génes candidats
s Gene Description Change| Mutation effect |Mutant lines
CBS ti tide/Phox/B 1(PB1)d ins- SALK 068170
At5g63490 /,OC, |cosapeF)| ¢/Phox/Bemp1 (PB1) domains G>A |non-synonymous >eq_
25.0 containing protein (N568170)
2 . . Genotype fry1-4, fl’y1-6
P . . 2 » ALTERED EXPRESSION OF APX2 8 (ALX8), FIERY1 (ATFRY1), _
2 o . Cou At5g63980 G>A |Splice change  |(from H.
g o225 - ROTUNDA 1 (RON1), SAL1...
= e o * Col0x342 Vaucheret)
| PRPL29 (Plastid Ribosomal Proteins of the 50S subunit 29): SALK_037831
20.0 - Y o At5g65220 | . . . G>A |non-synonymous
: ~ ., -‘t‘. . Ribosomal L29 family protein (N537831)
e “
30 35 40 24 . N
Oil % La mutation dans le géne FRY1 responsable du
phénotype du mutant 342 :
342 [H k¥ /%% )
22 m [fryl-4] = [mutant 342]
=
% fry ?*/ns)
. . PTORT
£ | fm_sL/ns) | Confirmation par tests d’allélisme

Complémentation fonctionnelle du mutant 342
avec le gene FRY1 en cours...

18




Caractérisation moléculaire de mutants DSC chez Arabidopsis thaliana > FRY1

Les graines des mutants fryl ont un profil intéressant : riches en huile ET en protéines... Mpb

... MAIS ces mutants fryl présentent des problemes de croissance, un retard de floraison
et un rendement en graines réduit :

Croissance Floraison Rendement

*%k%*

-+

S

.
L]

o
o
N

[#5]
(<]

Seed Yied (g.plant-1)
L ]

Number of days to bolting

(98]
N
4
L
op
@
L]

28 . . 04 ' ° .
A b S. Jasinski 0&9 o Qo\g 2
=P P. Guerche
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Orthologues du gene FRY1 chez Brassica napus i

X

BLAST du gene At5g63980 sur le génome B. napus (v10)
identification de 6 orthologues

Etude lien haplotype/phénotype :

Chromosome Nombre Nombre d’haplotypes Nombre d’accessions par
d’haplotypes totaux fgce >5% haplotype (fqce >5%)

A02 4 2 H1:141/ 169
Sur un panel de 169 accessions : H2:8/169

AO06 1 1 H1:166 /169
-> SNP issues puce 60K + Exome Capture A09 5 3 H1:111/ 169
H2:11/169
H5:29 /169

co2 3 3 H1:78/ 169
H2:63 /169
H3:10/ 169

Cco3 4 2 H1:129 /169
H2:27 /169

co9 2 1 H1:157/169

Carrefour Colza —26/01/2023- Bruz

-> [huile] et [protéines] x 2 années



2
%

Orthologues du gene FRY1 chez Brassica napus

L S
Exemple sur le chromosome C02 : 3 haplotypes (H1:78/169; H2: 63/168 ; H3 : 10/169)
o0 year: Y3 s year: Y4 - year: Y3 — year: Y4 -
0.86 0.55 0.85 0.62
| 0.0007 | | 3.8e-05 | | 3.7e-05 | 0.00058
% 7 24 ] 1 1
554 .
501 ;-.'-- . °:
: |°o. - :.-."%; .o .
45 - . ¢ ".: AT P “
H1 H2 H3 H1 H2 H3 Hi Hi I;I3 I;I1 I;IZ IH3

* Test wilcoxon

-> Haplotype 2 du C02 significativement différent * pour
les teneurs en huile et protéines, sur les 2 années de récolte

A suivre :

Finaliser les études chromosome / chromosome puis en combinant les haplotypes
- Lien avec les QTL de la qualité de la graine

- Etude de I'impact des mutations sur la protéine FRY1

Carrefour Colza —26/01/2023- Bruz



Caractérisation moléculaire de mutants DSC chez Arabidopsis thaliana ﬁ;ijpb

Conclusions et perspectives

260

@ «— 1 géne candidat : FRY1 @

193 910
A $10-00
2 7

Carto fine en cours
1 géne candidat: 777 @ 220

rotein@s6

S
)
1885 S =
B Som 184 ® ¥ 4 Yy ) ".’. & 009
‘. * L & & % o 4*
35 2 *e + &
* 4 } B 095
219 & & o * » »
168 4 18 o018 ¢

148

9@ 21 23@ 258 27@ 29 31@ 33@ 358 37@ 39@ 41 43  45E

Oil®en
( . . i X . . . )
Prochaine étape : validation fonctionnelle des genes candidats chez Arabidopsis
g ... puis : aller chercher les genes orthologues chez colza J
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Partie 2 :
Caractérisation de la composition en
protéines de réserve des graines de colza

Carrefour Colza —26/01/2023- Bruz
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Biopolyméres
Interactions
Assemblages

Rendement d’extraction des protéines dans la collection

Carrefour Colza —26/01/2023- Bruz



S B
¥

Solubilité des protéines dans la collection :biazz

= Composition des extraits protéines totales:

80 1

70 4

?
= Parametres: 60 1
teneur en protéines totales extraites(% MS) =
N x 5,7x rdt tx a0 .
Rendement d’extraction (%) = — Rendement d’extraction varie de 50 a 84%

prot tot extraites(%)

prot graines (%)
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'v" ofeo y 4 V¥ &N |
M Solubilité des protéines bia:ss

P

Comment expliquer les écarts de solubilité ?
— Composition de la graine (eau, lipides, protéines, polysaccharides)

— Interactions entre biopolymeres

— Composition des protéines de réserve : Solubilité 2S > Solubilité 12S > Solubilité oleosine
PCA graph of variables

Dim 2 (14.09%)
=

=
in

0.0

-0.5

-1.0

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0




.2

Biopolyméres
Interactions
Assemblages

Composition des extraits protéines totales et composition en protéines de réserve
8

Solubilité des protéines

T «asnap R2=0,2837

Seed storage extract content %
B
L

O | | | | | | | | |
40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Protein extraction yield %

—> Rendement d’extraction faiblement corrélé a la composition en protéines de réserve
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Compréhension du lien entre composition en protéines de réserve
et d’autres variables de la graine de colza (glucosinolates)

Carrefour Colza —26/01/2023- Bruz
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E!ﬁ La sélection du colza pour la qualité de la graine a modifié la balance igepp
2 25/12S des protéines de réserve de la graine (SSP) 2
Quantification de SSP E b iy Distribution des 2S dans la graine
200000 ===Ljoness 00 ===Bellini 00 QL ++ TYPE
175000 | H -

. 150000 ? mg.‘.
;_E‘ 125000 OU
§ 100000 | h -Es i
L 50000 | ;da
25000 125 \ - | ‘ +
’ 5 10 - 15 — 20 2S :;5 0 ] |

40 120

80
NAP_2S (pg/mg meal)

Allelic distribution in WOSR (A09-1_2S QTL)
GWAS results (Dbzh_V10)

% 2S

1

QTL GSL i

A09 i
(pop174) i

02 N
co6 1

c07_ Autres ressources ?
09 - Méthodes d’évaluation haut-débit des protéines 2S : NIRS et ELISA

— Lien gluco / 2S : Mutants Arabidopsis thaliana dans les genes cibles

Carrefour Colza —26/01/2023- Bruz




&; Mise au point d’'une méthode de dosage des 2S haut débit : ELISA

Résultats

Variabilité de la mesure tres importante pour un méme échantillon (de 2% a 112%) )L
* incertitude de mesure ? P::QO/ e
* conservation des échantillons dégradation a la congélation / décongélation ? - /\W, —

Validation de méthode selon profil d’exactitude
Validité de la gamme dans une zone de concentration tres resserrée

Effet sur la structure des protéines ?
— de la congélation / décongélation

WORK IN
PROGRESS/

— De la dilution (ng/ml pour 12S)

UR 1268

b Biopolyméres
Interactions
Assemblages
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e
%;‘1’ Genes sous QTL 2S-GSL : lien avec le métabolisme soufré

Chromosome Genes sous QTL
A09 -1

MYB34 (voie du tryptophane, auxine et gluco)
GTR2 (glucosinolate transporter )

A09 -2 -

A09 -3 APK APS kinase (voie des glucosinolates)
Cco02 GTR 2

Co6 / CO7 -

C09-1 -

C09-2 MYB34

GTR2

MYB28 (mis en évidence dans étude des gluco des feuilles)

GSH2 glutathione synthetase 2

ATSDI1 (Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein) — réponse aux carences en soufre

IAA28 indole-3-acetic acid inducible 28 (cellular element controlling the integration of
sulphur- and auxin-related pathways)

= 7 genes différents identifiés
-> orthologues Arabidopsis thaliana

Carrefour Colza —26/01/2023- Bruz



Genes orthologues Arabidopsis thaliana :
— mutants d’insertion (SALK Institute)

Sélection des mutants SALK
— 1a3lignées en fonction du gene cible

Culture des 10 lignées homozygotes pour phénotypage (+ Col 0 en témoin wt)
— 15 plantes par lignée
— Phénotypage :

* NIRS : contenu en huile et protéines (1JPB) @

* Teneur en soufre (analyse élémentaire) (IGEPP) @

 Teneur en glucosinolates (IGEPP — P2M2) @
« Teneur en SSP —25/125 (BIA)
)| Identifier le(s) géne(s) responsables du phénotype observé igepp

Carrefour Colza —26/01/2023- Bruz
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Phénotypage des mutants : premiers résultats...

50.0
) . . - L Gene
é s . L g o éﬂ e ’ = Fo] AT2G14750
8 o.. .: .I. '-‘ R: 0’|' % -':.- .L. '.\. ’~|’. E ATSG25890
€ o . — -1, . v - N CE e B - e At5g27380
‘© : > | P - | . e
] .' * 2 >S5 .‘.. . .
g- . ; '[ P 2 " J |$| At5g48850
2. s | NS |$| At5g60890
NS VAR e . .- . ’
: . éﬂ - I By ) ‘ |$| At5961420
10.0 :[ : . P : [ ’ ¢ E wi

1290122 129988¢c-1 136312¢c-1 145035-2 209¢ _> en attente des dosages des protéines ZS... [

1.6 . e . L

= F s

- | i igepp

129012-2 129988c-1 136312c-1 1450352 209419c-1 36887c-2 53527c-2 6901c-2  99636-2 997662  wi 129012-2 129988¢-1 136312¢-1 145035-2 209419¢-1 ﬁastk-tz §627c-2 69012 996362 997662
Mutant utan

ol

[N
o
L

% soufre

Glucosinolates (umol/g)
B
1.
ar) -
oot
i |

&

wt




Perspectives sur le projet SEEDQUAL (jusqu’en Mars 2023)

J

Partie 1 : Qualité de la graine de colza

Finalisation de lI'identification et la caractérisation fonctionnelle des loci DSC+/DSC- chez Arabidopsis

\Transfert des modeles NIRS fibres aux partenaires (en cours)

/
Partie 2 : Caractérisation de la composition en protéines de réserve des graines de colza
Variabilité de I'extraction des protéines peu liée a la composition en protéines de réserve
ELISA sandwich quantitatif: a finaliser = outil de détection d’allergene pour la 25 ?

Compréhension du lien entre la teneur en napines (2S) et en glucosinolates de la graine de colza, via I'analyse des
mutants d’Arabidopsis thaliana : a finaliser

o J

.. )
Valorisation
Communication orale congres (Graines 2023)
\_Valorisation sous forme d’articles (FRY1, SSP, fibres) Y,
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