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Abstract

The abiotic stress affects the performance of plants including cereals (wheat); several
techniques have been used throughout history (mass selection, genealogic selection, in
vitro, in vivo ...). A new branch of biology was established namely in silico approach the
aim is that the recherches of laboratories are processed and grouped into databases most of
which are available to all biologists.

This work aims to find genes for resistance to abiotic stress by in silico and primer design.
In this research several genes have been identified with the designation of thirty-five
primers relatif of these genes. These data will be used as the database used in research
laboratories.

Keywords: wheat, abiotic stress, in silico, primer design.
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Introduction

Les céréales apparaissent des l'origine de I'agriculture, plusieurs millénaires avant
notre ére. Elles sont étroitement liées a I'histoire et au développement des civilisations,
qu'elles contribuent a caractériser a travers de régimes alimentaires marqués par la culture et

la consommation d'une céréale donnée.

Le blé, le riz et les céréales en général sont le plus souvent consommés directement par
les humains. Dans les pays riches, l'orge et le mais servent largement a la nourriture des

animaux (principalement des volailles et des porcs). (Anonyme A 2013).

Pratiquement toute la population consomme du blé en raison de son bon gott, d’une
bonne assimilation par 1’organisme, sa grande valeur nutritive, et sa teneur en protéines
comme les protéines du gluten qui conférent a la pate ses propriétés de ténacité, d’élasticité et
d’extensibilité, localisés principalement dans 1’albumen, il s’agit des prolamines (40 a 50%) et

des glutamines (30% a 40 %).(Anonyme A 2013)

Cependant cette culture n’est pas de bonne qualité, ou de haut rendement, elle dépend
beaucoup plus de leur environnement, tel que le stress hydrique qui est le principal facteur
limitant de la culture céréaliére dans le sud du bassin méditerranéen, En plus, pour la
sécheresse (et les autres stress abiotiques), le transfert de la résistance par les approches

traditionnelles est limité par la complexité des caractéristiques de tolérance

Plusieurs techniques ont été utilisées a travers I’histoire, afin d’améliorer le blé
(Sélection Massale, Sélection Généalogique, Bakcross, In vitro...). L’évolution de la biologie
des dix dernieres années montre qu’a c6té des approches classiques in vivo et in vitro, une
troisiéme approche s’est imposée, a savoir in silico, plus couramment appelée

bioinformatique. (Araus et all., 2003)

La bioinformatique est un champ de recherche multidisciplinaire ou travaillent de
concert biologistes, médecins, informaticiens, mathématiciens, physiciens et bio

informaticiens, dans le but de résoudre un probleme scientifique posé par la biologie.

Depuis quelques années les progrés de l'informatique (et en particulier de la
bioinformatique mise au service de la biodiversité ou « Biodiversité informatiques » pour les

anglophones) dopent la biologie évolutive en offrant aux chercheurs un acces a un nombre

1


http://fr.wikipedia.org/wiki/Biologiste
http://fr.wikipedia.org/wiki/Informaticien
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croissant de données sur la diversité et les variation des genes, ainsi que des génomes, des

organismes et de ‘environnement en genéral.

Dans ce contexte 1’objectif de ce travail est la recherche des genes de résistance a un
stress abiotique par la recherche in silico et I’interrogation de base de données spécialisées
(Genbank) et désignation d’amorce par le logiciel Primer3 des génes de résistances au stress
abiotique qui serviront comme base de donnée utilisée dans des laboratoires de biotechnologie

et d’amélioration des plantes.
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1-Description botanique

Le blé dur (Triticum turgidum ssp. durum) est une Monocotylédone de la famille des
Graminées, de la tribu des Triticées et du genre Triticum. En termes de production
commerciale et d’alimentation humaine, cette espece est la deuxiéme plus importante du
genre Triticum apres le blétendre (Triticum aestivumL.). Il s’agit d’une graminée annuelle de

hauteur moyenne et dont le limbe des feuilles est aplati.(Peterson,1965)

L’inflorescence en épi terminal se compose de fleurs (Bozzini, 1988). Le systéeme
racinaire comprend des racines séminales produites par la plantule durant la levée, ainsi que
des racines adventives qui se forment plus tard a partir des nceuds a la base de la plante et
constituent le systeme racinaire permanent. Le blé dur posséde une tige cylindrique, dressée,
habituellement creuse et subdivisée en entre nceuds. Certaines variétés possedent toutefois des
tiges pleines (Clarke et al., 2002). Le chaume (talles) se forme a partir de bourgeons
axillaires aux nceuds a la base de la tige principale. Le nombre de brins dépend de la variéte,
des conditions de croissance et de la densité de plantation. Dans des conditions normales, une
plante peut produire en tout trois brins en plus de la tige principale, mais tous ne grénent pas
nécessairement (Bozzini, 1988).

Comme pour d’autres graminées, les feuilles de blé dur se composent d’une base
(gaine) entourant la tige, d’une partie terminale qui s’aligne avec les nervures paralléles et
d’une extrémité pointue. Au point d’attache de la gaine de la feuille se trouve une membrane
mince et transparente (ligule) comportant deux petits appendices latéraux (oreillettes). La tige
principale et chaque brin portent une inflorescence en épi terminal. L’inflorescence du blé dur
est un épi muni d’un rachis portant des épillets séparés par de courts entre nceuds. (Bozzini,

1988).

Chaque épillet compte deux glumes (bractées) renfermant de deux a cing fleurs distiques sur
une rachéole. Chaque fleur parfaite est enfermée dans des structures assemblables a des
bractées, soit la glumelle inférieure (lemma ou lemme) et la glumelle supérieure (paléa).
Chacune compte trois étamines a antheres biloculaires, ainsi qu’un pistil a deux styles
astigmates plumeux. A maturité, le grain de pollen fusiforme contient habituellement trois

noyaux.
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Chaque fleur peut produire un fruit a une seule graine, soit le caryopse. Chaque graine
contient un large endosperme et un embryon aplati situé a I’apex de la graine et a proximité de
la base de la fleur.(Bozzini, 1988).

1. 1 Systématique

Le blé est une plante autogame appartenant au groupe des céréales a paille qui sont
caractérisees par des critéeres morphologiques particuliers.

D’aprés Dekhil (1998) qui a indiqué que Dahlgren et Clifford (1985) ont proposé la

classification suivante :

EMB Spermaphytes

S/EMB Angiospermes

CL Monocotylédones

@) Poales

S/0 Commeliniflorales

F Graminaceae OU Poaceae
G Triticum sp

2-L’importance de la culture du blé dans le monde

Un peu moins de riz et de mais en 2012-13, un peu plus de soja : la production mondiale
de blé est attendue en baisse de 5,2 % en 2012, ce qui la raménerait & 663 Mt. L'Europe en
fournirait 194,9 Mt (contre 223,5 Mt en 2011), dont 134 Mt pour la seule UE (137,6 Mt en
2011). La production mondiale de céréales secondaires fléchirait, pour sa part, de 2,3 % en
2012.

La FAO pronostique « une réduction significative des stocks céréaliers mondiaux a la
cléture des campagnes en 2013 (baisse de 28 Mt pour atteindre 499 Mt. La production a été
affectée par la sécheresse dans les principales regions productrices, notamment les Etats-Unis,

I'Europe et I'Asie centrale ».

Le bilan céréalier n‘avait été malmené dans I'hémisphere nord par la sécheresse du siécle
aux Etats-Unis, et par une nouvelle sécheresse en Russie. Et voila que, dans I'némisphére sud,
le manque d'eau menace cette fois la récolte de blé en Australie, le troisieme exportateur

mondial ! Alors que les stocks, en Europe, cette fois, sont au plus bas depuis 1960 !


http://www.planetoscope.com/cereales/200-production-mondiale-de-soja.html
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Le potentiel mondial de blé exportable se rétrécit de jour en jour. Alors méme que les
quantités de blé destinées a I'alimentation animale progressent parce que le mais est encore

plus rare cette année. (Anonyme B 2013).
2-1-Production mondiale

Sur la scéne mondiale La production mondiale de blé pour la campagne 2011-12 sera de
672 millions de tonnes sclon le département américain de I’agriculture en juillet 2011
(USDA), soit plus de 21 300 kilos de blé produits chaque seconde ou 1,8 milliards de kilos de
blé par jour.(Anonyme B 2013)

L'USDA prévoit une production mondiale de blé de 653 millions de tonnes (Mt) en 2012-
13, contre 658,7 Mt attendues en septembre (695,7 Mt récoltées en 2011-12) et 672 Mt en
2010.(Anonyme B2013)

Tableau 1 : marche mondial du blé

(F.A.0,2013)
Marché mondial du blé
2010/11 2011112 2012113 2013/14 2014/15
estimation prévision
précédente derniére

(11 déc 2014) (05 fév 2015)

[ R AP co....millionsdetonnes. ... .........c.cciiririnieeiniais)
Production’ 653.8 7021 659.9 7155 7249 7243
Disponibilités2 8436 886.7 8404 873.9 900.2 899.2
Utilisation 659.9 698.6 686.7 687.3 7038 702.0
Commerce? 128.0 148.2 141.8 156.6 150.0 151.0
Stocks de cloture? 184.6 180.5 158.4 174.9 1927 192.3

L3 B R e R G R S R & IV BN 3 iy S 3 B S e ez

Rapport stocks mondiaux-

utilisation 264 263 231 249 27.0 27.0
Rapport stocks des princi-

paux exportateurs- utilisa-

tion totales 20.7 18.0 14.1 14.0 16.0 15.7



Chapitre 1 : le blé

710

700

690

680 -

670 - .
M années 2009-2010

660 - W années 2010-2011

650 - années 2011-2012

années 2012-2013

640 -

630 -

620 - 1

production
million de
tonnes

Figure 1: Production mondiale du blé (F.A.O, 2013)

3-Le blé en Algérie

L’ Algérie, qui est le premier importateur mondial de blé dur (1,7 million de tonnes), en
dehors de I'Ttalie, et le 5%Me on blé tendre (4,3 millions de tonnes), fait I’essentiel de son
marché en France, qui détient 35% du marché algérien en blé dur et jusqu’a 85% en blé
tendre. Des chiffres qui placent la France en position de quasi-monopole ; marché dominé,
auparavant par le blé russe et ukrainien. Une reconfiguration de la carte géographique des
fournisseurs de 1’ Algérie qui a graduellement changé depuis la campagne 2007-2008, qui a vu
I’ Australie réduire de moitié sa production de blé et les prix des céréales de connaitre des

cimes jamais égalées. .(Anonyme C 2013).

Les opérateurs privés algériens n’arrivant plus a suivre la nervosité du marché et a
assumer la courbe ascendante du blé ont poussé I’état, a travers 1’Office algérien

interprofessionnel des céréales (OAIC), a s’investir totalement dans I’importation.
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Le nouveau cahier des charges imposé par I’OAIC, mettant 1’accent sur le pourcentage de
punaises (graines piquées par les insectes), a éliminé de facto la Russie et I’Ukraine de la liste
des fournisseurs de I’Algérie. La France, de par sa proximité géographique et historique,
devenait ainsi le premier bénéficiaire de cette nouvelle affaire en s’adaptant aux exigences des

industriels algériens et en garantissant une logistique portuaire sans faille.(Anonyme C 2013).

3.1 Production

La production de blé sera plutdt bonne, selon les prévisions du ministere de
I’ Agriculture. Benaissa en 2013 dit que la production de blé pour cette saison devra étre
Iégérement supérieure a celle de la saison de 2012.

Pour rappel la saison derniere (2012) la production céréaliére algérienne a été estimée a
pres de 55 millions quintaux (Benaissa., 2013) et cette saison (2013) la quantité record était de
61 millions de quintaux. En termes de performance, 1’Algérie a produit un volume record de
céréale, en 2009, dépassant le seuil de 61 millions de quintaux.

Le rendement moyen des cultures sur 135 ans (1876-2011), caractérise un BD dont la

moyenne est de 6,3 g/ha. Ce du BT est 7,6, g/ha en relation avec des productions plus faibles.
3.2 Consommation

Selon une étude menée par le bureau Algérie Consultations internationales, un algérien

consomme, en moyenne 240 kg de blé par an.

Tableau 2 : Consommation de blé, en kg, par an

L’année 05/06 | 06/07 | 07/08 | 08/09 | 09/10 | 10/11 | 11/12 | 12/13 | 13/14
Consommation 232 238 239 240 241 242 243 243 244
(kg)

Source : Anonyme a (2014).
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4-La culture du blé dur

Le blé dur est bien adapté aux régions a climat relativement sec, ou il fait chaud le jour
etfrais la nuit durant la période végétative, ce qui est typique des climats méditerranéens et
tempérés(Amokrane, 2002).

La plus grande partie du blé dur produit dans le monde est constituée de blé de
printemps;toutefois, il existe des variétés de blé dur d’hiver (qui ont besoin de vernalisation
pour amorcer la transition de la phase végétative a la phase reproductrice); ces variétés ont
été évaluées en vue de la production dans le Sud des Etats-Unis (Donmez et al., 2000).

Le cycle biologique du blé est une succession de périodes subdivisées en phases et en stades.

e [’échelle de Jonard et Koller, (1950) utilisée pour reconnaitre les stades par

deschangements d’aspect externe (Levée - Montaison).

e L’échelle de Zadoksetal., (1974) utilisée pour reconnaitre les stades par des

modificationsd’aspect interne (Différentiation de 1’épi : Stade épi 1 cm). (Gate, 1995).

5- Les effets des stress abiotiques sur la plante

5-1-Notion de stress

Selon les définitions, le stress chez les plantes apparait avec des significations différentes en
biologie, qui convergent principalement en attribuant le stress a n'importe que Ifacteur
environnemental défavorable pour une plante (Levitt, 1982).

Tsimilli-Michael et al.,(1998) considerent que le stress a une signification relative, avec un
controle comme état de référence, ils considérent le stress comme une déviation du contrdle a

une contrainte.

Selon Jones et al.,(1989), un stress désigne a la fois l'action d'un agent agresseur et les
réactions qu'il entraine dans l'organisme agressé, une force qui tend a inhiber les systémes

normaux.
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D’autre part, les stress environnementaux nés de la fluctuation des facteurs abiotiques
(sécheresse, salinité, température et le froid) affectent les conditions de croissance, le
développement et le rendement des plantes (Madhava Rao et al.,2006).

5-2- Stress abiotiques

Les maladies non parasitaires (également appelées maladies physiologiques ou
abiotiques) deésignent les perturbations du métabolisme, les retards de croissance ou les

anomalies du développement résultant de causes altérogenes abiotiques.

Les facteurs abiotiques qui affectent le rendement et la qualité du grain de blé sont
principalement les accidents climatiques (la température et I’amplitude de variations, 1’eau et
sa disponibilité relative, le vent et la lumiére, sécheresse, salinité, etc.). D’autres maladies
abiotiques connaissent une extension récente : réactions aux polluants atmospheriques, aux

pesticides, aux déséquilibres trophiques. (Madhava Rao et al.,2006).

5-3- Le stress hydrique

Le déficit hydrique est une contrainte permanente de la production agricole dans de nombreux
pays au climat de type méditerranéen. Elle est a I'origine des pertes de production agricole
dans de nombreuses régions. Les risques du manque d’eau sont et deviendront de plus en plus
fréquents et persistants, a l'avenir, par suite des changements climatiques causés par I'effet de
serre (Witcombe et al., 2009).

Passioura (2004) définit le déficit hydrique comme étant les circonstances dans lesquelles les
plantes accusent une réduction de croissance et de production suite a une alimentation

hydrique insuffisante.

Le déficit hydrique induit le dépot de cire sur le limbe et la gaine de certaines variétés de
céréales. Ce dépdt est d'autant plus marqué que 1’environnement est plus sec. L’inflorescence
des céréales est relativement protégée de 1’évaporation par des surfaces protectrices comme
une cuticule épaisse qui fait que le statut hydrique des inflorescences est meilleur que celui
des feuilles (Shepherd et Griffiths, 2006).

Le déficit hydrique provoque la réduction du nombre de grain par épi, du nombre d’épis par
plant, du poids moyen du grain, de I’indice de récolte et du rendement grain (Chenafi et al.,
2006).
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Sous stress hydrique, la matiere seche augmente progressivement, mais elle reste sous le seuil
de 50%, comparativement a I'évolution de la matiére seche du témoin non stressé. Cette
réduction est assez conséquente pour affecter significativement le rendement grain

(Bouzerzour et Benmahammed, 2009).

Le déficit hydrique affecte significativement les composantes du rendement. Le rapport poids
des racines/ poids des tiges augmente chez les plantes exposées au déficit hydrique, a cause de

la croissance racinaire au detriment de la partie aérienne (Benmahammed et al., 2008). Parmi

les solutés, accumulés sous stress hydrique, on note une augmentation des sucres solubles, des
acides aminés comme la proline et a un degré moindre la glycine- bétaine, dont le rdle est la

protection des membranes (Hussain, 2006).

5-4- Le stress thermique

Le seuil mis en cause dans le cas du stress des hautes températures est variable en fonction du
stage végétatif de la plante et de 1’interaction avec le stress hydrique.

(Rawson et al., 1993) montre que I’effet pénalisant de 1’élévation de la température est
surtout di au fait que la plante n’arrive pas a absorber les ¢léments nutritifs et 1’eau, et les
utiliser, au rythme imposé par le stress thermique. On note une réduction du nombre de
plantes levées par unité de surface, suite aux effets des hautes températures lors de la période
du semis. L’effet des hautes températures au semis se matérialise par une réduction de la
longueur de la coléoptile. La plante ne peut, alors, s’ancrer en profondeur et devient sensible
aux effets du stress thermique.

(Hauchinal et al., 1993) observent une réduction du rendement grain des semis tardifs, liée a
une diminution du nombre d’épis et du poids moyen du grain, causée par les effets des hautes
températures en fin de cycle. Ils notent aussi que 1’effet pénalisant du stress thermique se
matérialise par une accélération du développement et une réduction des dimensions des
organes constitutifs de la plante. La résultante est un effet négatif sur la productiviteé globale

de la plante.

5-5- Le stress salin

(Munns et al., 2006) mentionnent que le feuillage du blé, I'orge soumise au stress salin est
affecté des I'imposition du stress par I'effet du manque d'eau et non par I'effet ionique du sel.
Les effets ioniques ne sont visibles qu'une semaine a 10 jours aprés imposition du stress salin.

Dans le cas ou le niveau de stress est intense et que la plante possede une faible capacité
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d'exclusion des ions mis en cause (Na+ et Cl-) les effets apparaissent sur les feuilles agées ou
les ions Na+ et/ou CI- s'accumulent dans le cytoplasme et induisent I'inhibition enzymatique.
IIs affectent aussi la structure de la membrane, déshydratent la cellule apres que la vacuole
soit fortement concentrée. Les mécanismes contrdlant la tolérance sont de deux types: ceux
minimisant I'entrée des ions toxiques et ceux minimisant I'accumulation des ions toxiques
dans le cytoplasme. Les espéces halophytes possédent les deux mécanismes. Elles excluent

les ions toxiques et les compartimentent aussi dans la vacuole ou ils font le moins de dégats.

La salinité devient de plus en plus un important facteur limitant la production des végétaux
dans les zones arides et semi arides. La tolérance a ce type de stress est considérée comme

une caractéristique quantitative sous contréle génétique de génes mineurs (Cuin et al., 2008).

6- Les exigences agro écologiques

L'influence du climat est un facteur déterminant a certaines péeriodes de la vie du blé.

6-1- L’eau : Les blés ont des besoins en eau d’environ 550 mm en moyenne au cours de leur

cycle de développement. L'eau est un facteur limitant de la croissance du blé.

C’est de la phase épi 1Cm a la floraison que les besoins en eau sont les plus importants.
La période critique en eau se situe 20 jours avant I'épiaison jusqu'a 30 a 35 jours apres la
floraison (Loue., 1982 in Mihoub., 2008).

6-2- Le sol : L’espéce blé prospére sur une gamme assez vari¢e de sols et I’optimum semble
étre des terres neutres, profondes et de texture équilibrée. En sol peu profond, le rendement en

grain des céréales est pénalisé (EI Mourid et al., 1992).

6-3- La température : Une température supérieure a 0° C est exigée pour la germination.
Pour les variétés de blé d’hiver, un abaissement de la température pendant I’hiver et
nécessaire. Par la suite, la température conditionne la nitrification et ’activité végétative du

blé au cours du tallage et de montaison (Soltner., 1999 in Bouchoukh., 2006).

6-4- La photopériode : La lumiere est le facteur qui agit directement sur le bon
fonctionnement de la photosynthése et le comportement du blé. Un bon tallage est garanti, si

le blé est placé dans les conditions optimales d'éclairement (Soltner., 1988 in Mihoub., 2008).

6-5- Les potentialités des zones agro écologiques : Les potentialités des différentes especes

de céréales d’automne varient en fonction des conditions édapho-climatiques de chaque
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région. En effet, I’ensemble des pays du Maghreb est caractérisé par quatre grandes zones

agro-climatiques :

> Zone aride
> Zone semi-aride
» Zone subhumide

» Zone humide

Nord T

B Zone céréaliére potentielle Annaba

(

B Zone humide et 8ub humide (P = 600 mm)
B Zone semi-aride (P : 350-500 mm) f B AT
Zone sub-aride (P : 200-350 mm W&V‘ S e
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Fiqure 2 . Les zones céréalieres potentielles et les aires de production en Algérie.

Source : Baghdadli (1987) in Benbelkacem (1997)

Les résultats de production a travers ’ensemble des régions montrent un gradient
croissant des niveaux de productivité des céréales du Sud vers le Nord. De plus, au niveau de
chaque zone, des fluctuations importantes peuvent survenir a cause des aléas climatique

puisque la majorité de ces cultures y est conduite en pluvial (Boulal et al., 2007).
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1-Histoire du terme bioinformatique :

Le terme de bioinformatique date du début des années 80. Cependant,
le Concept sous-jacent de traitement de I'information biologique est bien plusVieux. Durant
les années 60, la biologie moléculaire a eu besoin de Modélisation formelle, ce qui a mené a
la création des biomathématique.
L'apparition de la bioinformatique n'est donc pas une conséquence de la génomique
(séquencage d'un génome et son interprétation), mais plutdt une de ses fondations.

2-Définition de la bioinformatique:

La bioinformatique est une discipline émergente de la recherche qui se place a l'interface de la
biologie et de I'informatique. (Jongeneel, 2000).

-Un domaine de recherche qui analyse et interpréte des données biologiques, au moyen de
méthodes informatiques, afin de créer de nouvelles connaissances en biologie.

en anglais : distinction entre « Bioinformatics » et «ComputationalBiology »

« Bioinformatics »

applique des algorithmes, modeles statistiques dont I'objectif d'interpréter, classer et
comprendre des données biologiques.

« ComputationalBiology »

développer des modeles mathématiques et outils associés pour résoudre des problémes

biologiques. (Bonsai ; 2014)

3- Qu’est-ce que la bioinformatique ?

-L'approche in silico de la biologie comprend trois activités principales :

1-Acquisition et organisation des donnees biologiques

2-Conception de logiciels pour I'analyse, la comparaison et la modélisation des données
3-Analyse des résultats roduits par les logiciels

Lors de sa création, la bioinformatique correspondait a 1’utilisation de 1’informatique pour

stocker et analyser les données de la biologie moléculaire. (Isabelle Quinkal ;2014)

13



Chapitre 2 : la bioinformatique

-Cette définition originale a maintenant été étendue et le terme bioinformatique est souvent
associ¢ a I’utilisation de I’informatique pour résoudre les problémes scientifiques posés par la
biologie dans son ensemble. Il s’agit dans tous les cas d’un champ de recherche.

Multidisciplinaire qui associe informaticiens, mathématiciens, physicien et biologistes.

-La bioinformatique est constituée par I’ensemble des concepts et des techniques nécessaires a
I’interprétation de I’information génétique (séquences) et structurale (repliement 3-D). C’est

le décryptage de la "bioinformation™ ("ComputationalBiology" en anglais).

-La bioinformatique est donc une branche théorique de la Biologie. Son but, comme tout
volet théorique d’une discipline, est d’effectuer la synthése des données disponibles

(a I’aide de modéles et de théories), d’énoncer des hypotheses généralisatrices (ex. :comment
les protéines se replient ou comment les espéces évoluent), et de formuler,des prédictions

ex. : localiser ou prédire la fonction d’un gene). (Jean-Michel Claverie ;2013)

4- Principaux acteurs

Les trois principaux acteurs dans le domaine de la bio-informatique sont les Etats-Unis,
le Japon et le Royaume-uni. Pour prendre un exemple, en 2001, on pouvait compter dans le
monde prés de 400 entreprises spécialisées en bio-informatique, et elles se situaient presque

toutes dans ces trois pays. Les autres pays : Canada, la France. (Boukadida et Denis, 2004)
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5- Domaine d’utilisation de la bioinformatique :

-la bioinformatique et un domaine trés vaste en 1’utilise a plusieures domaines diffirents :
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Figure 3 : domaine d’utilisation de la bioinformatique
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6-Objectifs -Enjeux de la bioinformatique structurale :

-Stockage, archivage et structuration des banques de données

-ldentification et classification des nouvelles protéines

-Protéomique (Electrophorése 2D, spectrométrie de masse)
-Séquencage de génomes

-Clonage «in silico»
-Prédiction de structures et de propriétés de protéines

*L_ocalisation de sites actifs

*Prédiction, modification de fonction biologique

-Construction de structures 3D (modélisation moléculaire)

*Mutagenese dirigée

*Applications biologiques

-Génomique structurale

*Délimitation des limites de domaines fonctionnels (Hancock.J et Zvelebil, 2004)

7- Méthodes en bioinformatique moléculaire :

*Acces aux banques de données
-Sequences nucléiques
-Sequences protéiques

*Analyse de séquence
-Nucléiques

-Protéiques
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*Analyse de structures

*Modélisation moléculaire

-Homologiques (similarités de séquences)
-Analogiques (similarités fonctionnelles)

-Contraintes (johnWiley et al , 2004)

8-Domaines d’applications :

*En biologie moléculaire

-Recherche dans les banques

-Phylogénie et évolution moléculaire

*En virologie
-Vaccins synthétiques

-Reconnaissance moléculaire

* En immunologie
-Synthése de peptides antigéniques

-Recherche d’épitopes

*En mutagénése dirigée

-Modélisation par homologie

-Interactions moléculaires (Mount.D , 2004)
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9- Vision «<immergée» de la Bioinformatique :

> Logiciels et Serveurs
ANTHEPROT, MPSA,
biolcp, NPS@
MPSAWEeb,

ANTHEWEB

> Applications et Expérimentation Biologiques

» Banques de données
Swiss-Prot
SP-Trembl
PDB, HCVDB

» Meéthodologies
SOPM, SOPMA, MLRC
ProScan, PattinProt,
Sumo, PROCSS, geno3D,

> Logiciels et Serveurs
ANTHEPROT, MPSA,
biolcp, NPS@
MPSAWeb,

ANTHEWEB

- la bioinformatique
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10- Les bases de données

Une base de données est un ensemble structuré et organisé permettant le stockage de
grandes quantités d’informations afin d’en faciliter leur utilisation (ajout, mise a jour,
Recherche et éventuellement analyse dans les systémes les plus évolués que nous verrons
par la suite).

Elles sont toutes organisées en fonction d’un modéle de données (data model) qui peut étre

de différents types : modele hiérarchique (hierarchical model), modéle en réseau (network
model), modéle relationnel (relational model), modéle orienté objet (objectoriented model),
modele semi structuré (semistructured model), modele associatif (associative model), modéle
EAV (Entity-Attribute-Value data model) ou encore modéle contextuel (context model).
[Pour en savoir plus : databasemodels ]. L’un des mod¢les les plus utilisés aujourd’hui est le

modéle de bases de données relationnelles qui a été inventé un 1970 par Edgar Frank Codd.

11-banque et bases de données biologique

Souvent les termes de banque ou base sont utilisées sans distinction particuliére.

Toute fois il existe une différence non seulement pour l'utilisateur mais aussi pour
I'implantation informatique de ces derniéres :

Banque de données : ensemble de données relatif a un domaine défini des connaissances et

organisé pour étre offert aux consultations d'utilisateurs

11.1Base de données :

-ensemble de données organisé en vue de son utilisation par des programmes
correspondant a des applications distinctes et de maniére a faciliter I'évolution indépendante

des données et des programmes.
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Par exemple, on peut considerer la banque GenBank comme un énorme fichier contenant une
suite d'enregistrement et pour chacun des champs spécifiques définis, avec une seule clé

d'index comme entrée.

Par exemple, MICADO (MICrobial Advanced DatabaseOrganization) est une base de
données relationnelle (systéme de gestion PostgreSQL), dédiée aux génomes microbiens.
Elle integre notamment I'ensemble des séquences primaires microbiennes issues de Genbank,
les génomes complets microbiens réannotés dans la banque Emglib et les données d'analyse
fonctionnelle de la bactérie modéle B. subtilis.

Il existe un grand nombre de banques ou bases de données d'intérét biologique.

Cette introduction sera limitée a une présentation des principales bangques de données

publiques, basées sur la structure primaire des séquences.

*Nous distinguerons deux types de banques :
- celles qui correspondent a une collecte des données la plus exhaustive possible et qui offrent
finalement un ensemble plutdt hétérogéne d'informations (banques de séquencesgénéralistes)
- celles qui correspondent a des données plus homogeénes établies autour d'une thématique et
qui offrent une valeur ajoutée a partir d'une technique particuliére ou d'un intérét suscité par
un groupe d'individus (banques ou bases de séquences spécialisées).

- La séquence est I'élément central autour duquel les banques de données se sont constituées.

Les séquences biologiques, des qu'elles ont pu étre établies, ont trés tot fait I'objet d'une
compilation dans les banques de données. La premiere compilation de protéines est publiée
en 1965 par Margaret Dayhoff : c'est I'Atlas of ProteinSequences qui contient alors 50

entrées. D'abord imprimé jusqu'en 1978, il fut ensuite proposé sous forme électronique.
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11.Les banques de séquences généralistes :

C'est au début des années 80 que les premiéres banques de séquences sont apparues
Sous linitiative de quelques équipes dont la premiere a l'initiative de Grantham
et C. Gautier a Lyon. Trés rapidement avec les évolutions techniques du séquencage, la
collecte et la gestion des données ont nécessité une organisation plus conséquente. Ainsi,
plusieurs organismes ont pris en charge la production de telles bases de données.
Nous présenterons dans les paragraphes suivants I'information contenue dans les banques
telles qu'elle apparait lors d'une requéte et nous ne dirons rien de la structuration informatique

de celles-ci.

11.3 les banques de séquence nucléiques :

- EMBL : banque européenne créée en 1980 et financée par 'lEMBO
(EuropenMolecularyBiologyOrganization), elle est aujourd'hui diffusée par I'EBI
(EuropeanBioinformatics Institute, Cambridge, UK)

- GenBank : créée en 1982 par la société IntelliGenetics et diffusée maintenant par le NCBI

(National Center for Biotechnology Information, Los Alamos, US)

-DDBJ : créée en 1986 et diffusée par le NIG (National Institute Of Genetics, Japon)

11.4 banques protéiques :

- SwissProt: créée en 1986 a I'Université de Geneve et maintenue depuis 1987 dans
le cadre d'une collaboration, entre cette université (via ExXPASy, Expert
ProteinAnalysis System ) et I'EBI.

Celle-ci regroupe aussi des sequences annotees de la banque PIRNBRF
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ainsi que des séquences codantes, traduites de 'EMBL.

-Elles contiennent les protéine obtenues de plusieurs manieres différentes :

« in silico : déduite a partir de la séquence nucléique, par simple Traduction du ou des exons
la codant
* isolée a partir de la cellule

* ou encore par génie génétique

- PIR-NBRF (protéique) :Créée en 1984 par la NBRF
(Nationa BiomedicalResearchFoundation).

Elle est maintenant un ensemble de données issues du MIPS (Martinsried Institute for
ProteinSequences, Munich, Allemagne) et de la banque japonaise JIPID (Japan International
Protein Information Database).

Elle contient 283 416 entrées. D'autres bases dérivées sont accessibles telles que iProClass
basée sur les familles de protéines et décrivant leurs structures et leurs fonctions ou encore
PIR-NREF qui contient les séquences PIR, Swiss-Prot, TTEMBL, RefSeq, GenPept, et PDB

sans aucune redondance.

-Bases de donneées nucléiques :

il exisite plusieure bases de donnés nucléique parmie les quelles :

Genbank :(08/2014) 165,722,980,375 bases
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 174,108,750 ségquences
GenomeSequencing Wide : 774,052,098,731 bases
189,080,419 séquences
ENA (08/2014) : 2 TB997,600,000,000 bases
http://www.ebi.ac.uk/ena/ 469,700,000 séquences
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DDBJ (06/2014) : 161,078,598,329 bases

http://www.ddbj.nig.ac.jp/ 172,402,324séquences

-Bases de données protéiques :

il exisite plusieure bases de donnés protéiques parmie les quelles :

UniProt/TrEMBL(08/2014) : 82, 673,135 séquences

UniProt/Swiss-Prot (07/2014) : 546,236 séquences (~ 194,259,968aa)

Structures 3D:http://www.rcsb.org/pdb/

-PDB RCSB (02/09/2014)103,015 Structures

-Protéines avec <30% identité 22,531Groupes

12.Les outils de la biotinformatique

Le traitement bioinformatique des séquences biologiques peut étre :

-Simple : composition, calcule de Tm, traduction, carte de restriction, recherche de cadres
ouverts de lecture (tableau 4)

-Complexe : alignement, recherche d’amorce et optimisation des amorces, prédiction de
structures secondaires et tertiaires, recherche de motifs, construction d’arbres phylogénétique

(Coutouly et al, 2006)
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Tableau 3 :les outils de la bioinformatique (Coutouly et al, 2006)

Outil

Commentaire

Adresse Internet (cf.cederom)

Séquences

Nucléotidiques

Readseq Conversion des formats de http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/readseq.cgi
seéquences (Fasta, Embl,...)
Readseq Détermination de la http://www.infobiogen.fr/services/analysec/cqi-
bin/fredseq.in.pl
composition en bases
Carteres Etablissement de la carte de | http://www.infobiogen.fr/services/analysec/cgi- bin/car
restriction d’'une séquence
avec des choix des enzymes
TACG http://biotools.umassmed.edu/tacg
ORF-finder Recherche des ORF http://www.nchi.nlm.nih.gov/gorf
(*Open Reading Frame)
Transeq Traduction dans les 6 phases| http://www.cbi.ac.uk/cgi-bin/readseq.cgi
Traduc de lecture http://www.infobiogen.fr/services/analysec/cqi-
bin/traduc_in.pl
VecScreen
Direction de fragments
de vecteurs de clonage http://www.nchi.nlm.nih.gov/VecScreen
GenMark Prédiction de Genes http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark

eucaryotes et procaryotes

Outils pour ARN

Outils de prédiction de

http://bioweb.pasteur.fr/sequanal
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QOutils par la PCR

ObligoCalc Détermination de Tm par
différentes méthodes
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/olgocalc.html
Tm-pred http://dna.bio.puc.cl/cardex/servers/dnaMATE
Primer3 http://biotools.umassmed.edu

Primerquest

FastPCR

(téléchargeable)

Recherche d’amorces

http://biotools.idtdn

pour PCR

http://biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/fastpcr.htm

Séquenc d’acides

animés
ProtParam Détermination parametres| http://www.expasy.org/tools/protparam.html
Physiochimiques
(masse moléculaire, pHi..)
Psipred Prédiction des hélices http://www.expasy.org/tools/#secondary
alpha, feuillets béta
SignalP Recherche de http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
peptide signal
Tmpred Prédiction de fragments http://ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html
transmembranaires
Prosite Banques des motifs http://www.expasy.ch/prosite

SWISS-MODEL

Modélisation 3D

http://swissmodel.expasy.org

Alignement de
séquences

Needle

Alignement globale

(algorithme de Needleman)

http://www.ebi.ac.uk/emboss/align
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FASTA(FAST-A)

Alignement local

http://www2.ebi.ac.uk/fasta3

BIAST (Basic Local
Alignement Searh

Alignement local

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

Weblogo Création de séquences | http://www.weblogo.cbr.mrc.ca TM
logo d’un alignement
multiplke
T-Coffee Alignement multiple| http://igs-server-cnrs-mrs.fr/Tcoffee/tcoffee
cgi/findex.c
Multalin http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/align_multalin.pl
Clustal W Alignement multiple http://ebi.ac.uk/clustalw
et analyse phylogénétique
Phylip Alignement multiple et http://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-

analyse phylogénétique
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Meéthodologie de travail

Nous avons effectuer une recherche dans les bases de donneés (nchi)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

une recherche bibliografique a été effectue dans les bases de donneés specialisés (tel que :
science directe, pub med) afin de rassembler toute la documontation et les articles sure les

génes de résistance au stress abiotique chez le blé.

-les résultats obtenus sont present dans les tableaux suivants :

-Les résultats de la recherche in silico des genes du blé induits par le stress
abiotique :

27


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Tableau 4 :

Chapitre 3 : méthodologie de travail

Genes induit par le stress abiotique chez le blé :

stress

organismes

genes

références

Stress hydrique
secheresse

Blé dur
(Triticum
aesitivum)

WCOR410

S E4

6H8

1C1

10D10

9B7

3H9

7H8

2H8

6G2

7C3

Leonardis et al. (2007)

Froid

Triticum
monococcum

(Triticum
aesitivum)

DHN 4A, 5A, 6A
Cbf2
Cbf4
Cbf9
Cbf14
DHN5
WCS120
Wdhn13
Wcor80
Wcor726
Wrab17

Wrah18

Miller et al (2006)

Brini et al.(2007)

Kobayashi et al.(2008)

Sarhan et al.(1997)

Kume et al.(2005)
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WCS200

WCS180

WCS66

WCS40

WIt10

Wocor410

Wocor615

Secheresse
Et froid

Blé dur (Triticum
aesitivum

Cbf2

Cbf3

Cbf5

Cbf9

Cbf10

Cbf13

Cbf14

Cbf15

Cbf16

Cbf17

Leonardis et al. (2007)

salin

Ble trangenique

SNAC1

A.S.l. Saad et al.(2013)

Triticum durum

DHN5-LEA
protein

TDDEH27

RAB15

Brini et al, (2006/2007)
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Tableau : 5 Résumé des éléments de DHN de blé.

Chapitre 3 : méthodologie de travail

(Y. Wang et al , 2014)

Contig Contiga Gene Dehydrin Protein Molecular Isoelectric
cluster accession type length (aa) weight (kD) point
TaDHN1 TaDHN1.1 KS 106 11.92 6.49
TaDHN1.2 KS 102 11.49 6.96
TaDHN2
TaDHN2.1 u73211 SK3 259 27.94 5.03
TaDHN2.2
U73210 SK3 268 28.82 5.09
TaDHN2.3 L29152 SK3 262 28.15 5.03
TaDHN3 TaDHN3.1 YSK2 160 16.17 9.04
TaDHN4 TaDHN4.1 YSK2 152 15.4 8.73
TaDHN5 TaDHN5.1 YSK2 149 14.83 6.7
YSK2 150 15.22 9.22
TaDHNG TaDHNG.1 AM180930
YSK2 152 15.34 9.38
TaDHNS.2
YSK2 150 15.18 9.38
TaDHNG.3 AM180929
TaDHN6.4 YSK2 149 15.22 9.19
TaDHN6.5 YSK2 150 15.29 9.04
TaDHN7 TaDHN7.1 Y25K2 215 22.24 6.7
TaDHN7.2 Y25K2 217 22.3 7
TaDHN7.3 EU584500 Y25K2 213 21.83 6.27
TaDHNS8 TaDHN8.1 YSK2 138 14.22 8.24
TaDHNS.2 YSK2 133 13.93 8.71
TaDHN9.1 YSK2 143 14.51 7.44
TaDHN9
TaDHN9.2 YSK2 143 14.43 8.24
TaDHN9.3 YSK2 143 14.57 8.24
TaDHN10 TaDHN10.1 YSK2 144 14.51 9.06
TaDHN11 TaDHN11.1 X78429 YSK2 158 15.84 9.01
TaDHN12 TaDHN12.1 EU395844 YSK2 152.1 5.63 8.27
TaDHN13 TaDHN13.1 YsK2 162.1 6.2 7.5
TaDHN13.2 Ysk2 162.1 6.1 9.06
TaDHN13.3 YsKk2 162.1 6.2 8.79
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TaDHN14

TaDHN15

TaDHN16

TaDHN17

TaDHN18

TaDHN19

TaDHN20

TaDHN21

TaDHN22

TaDHN23

TaDHN24

TaDHN25

TaDHN26

TaDHN27

TaDHN28

TaDHN29

TaDHN30

TaDHN31

TaDHN32

TaDHN14.1

TaDHN15.1

TaDHN16.1

TaDHN17.1

TaDHN17.2

TaDHN17.3

TaDHN18.1

TaDHN18.2

TaDHN18.3

TaDHN19.1

TaDHN19.2

TaDHN19.3

TaDHN20.1

TaDHN21.1

TaDHN22.1

TaDHN23.1

TaDHN23.2

TaDHN24.1

TaDHN25.1

TaDHN25.2

TaDHN26.1

TaDHN27.1

TaDHN28.1

TaDHN29.1

TaDHN30.1

TaDHN31.1

TaDHN32.1

AF453444

AK331525

AY619566

AM180932

AM180933

AB272228

P46525

P46526

YSK2

YSK2

YSK2

YSK2

YSK2

YSK2

K2

K2

K2

K3

k3

K3

b K4

K3

K4

K6

K6

K7

Y2SK3

b Y2 SK3

b YSK 3

K3

K2

K2

K2

167.1

166

160

231

231

221

93

93

93

124

124

112

147.1

250

391.3

391

470

383

221

153

172

228

111

138

6.71

16.7

16.25

23.23

23.02

22.05

9.66

9.66

9.61

12.78

12.83

11.53

5.39

26.16

8.82

38.9.

46.87

37.23

21.93

15.55

17.06

24.62

13.17

14.65

7.5

8.25

8.29

9.15

8.88

8.99

6.92

6.92

7.5

6.65

7.52

6.32

6.32

5.79

6.98

7.09

6.85

8.95

5.9

6.83

6.38

9.84

4.72

5.81
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Discussion :

A travers les resultats obtenus nous avons peut identifier plusieures genes de résistances

- les genes résistants a la salinité (DHN5-LEA protein, TDDEH27, RAB15)
-les génes résistants a la sechresse WCOR410,5 E4,6H8,1C1,10D10,9B7,3H9,7H8,2H8,6G2,

- les genes résistants a la froid (DHN 4A, 5A,6A,Cbf2,Cbf4,Cbf9,Cbf14,DHN5,WCS120,
Wdhn13,Wcor80)

Dans cette étude, nous avons introduit un géne OsSNAC1 exogéne dans un cultivar de blé
commerciale moduler la réponse aux stress abiotiques et améliorer la sécheresse et le sel la

tolérance dans le blé transgénique.

-dans ce travail nous avons identifier d’autre groupe de génes liés a la tolérance au stress

abiotique tel que la famille des dehydrines .
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2-Résultats de conception d’amorces :

sont représentés dans le tableau ci- dessous (dont les séquences sont en annexe 1,2 et 3)

les résultats de la conception d’amorces

Génes Amorce sens et anti- Taille longueur ™ CG%
sens
Sens : 20 60.22 50
cccgctacctttgcagaata 184
Wocor726 Anti sens : 20 60.01 50
acacggtttgaaccaagagg
Additionnels | °" ° 20 60.22 50
. cccgctacctttgcagaata 181
oligos Anti sens : 20 60.08 45
cggtttgaaccaagaggaaa
Sens 20 59.98 50
cggtgagaacaagagcatca 166
Anti sens 20 59.44 50
tccaacgaccaagtgagcta
Sens
cccgctacctttgcagaata 20 60.22 50
Anti sens
acggtttgaaccaagaggaa 182 20 59.57 45
Sens 20 53.73 50
accggtgagaacaagagcat 168
Anti sens 20 59.44 50
tccaacgaccaagtgagcta
Sens : 20 59.80 55
gaagagcctcatggacaagg
Wcor80 Anti sens : 155
acattcgctcctceccaatgac 20 60.08 50
Additionnels | °" 20 59.46 45
. ggcatcatggagaacatcaa 232
oligos Anti sens : 20 60.13 55
gcagcttctccttgaccttg
Sens
20 60.66 55
gcctcatggacaaggtcaag 150
Anti sens
acattcgctcctccaatgac 20 60.08 50
Sens
agcctcatggacaaggtcaa 151 20 60.66 30
Anti sens 20 60.08 50
acattcgctcctccaatgac
Sens
agagcctcatggacaaggtc
Anti sens 20 59.26 55
153

acattcgctcctccaatgac
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20 60.08 50
DHN5 sens 20 60.38 45
. accaccgttgcagaatcaat
protrein LEA | anti sens 231 20 59.59 55
cgaggaccataccgtaaagc
Additionnels | °°"s 20 60.38 45
. accaccgttgcagaatcaat
0||805 Anti sens 232
gcgaggaccataccgtaaag 20 59.59 55
Sens
ttccaccatacaacgtgagc 20 59.57 50
Anti sens 183
cgaggaccataccgtaaagce 20 59.59 55
Sens
ttccaccatacaacgtgagce 20 59.57 50
Anti sens 184
gcgaggaccataccgtaaag 20 59.59 55
Sens
ccaccgttgcagaatcaata 20 59.54 45
Anti sens 230
cgaggaccataccgtaaagc 20 53.59 55
CBF5 Sens 20 60.13 50
cgcccgagttttacatgtcet 196
Anti sens
tagtcgaacaagcagctcca 20 59.73 50
Additionnels | °c"s
. cgcccgagttttacatgtcet 20 60.13 50
0|IEOS Anti sens 193
tcgaacaagcagctccatag 20 59.17 50
Sens
ctgcggaagcagattgttct 20 60.54 50
Anti sens 238
cgccggaagacatgtaaaac 20 60.50 50
Sens
cgcccgagttttacatgtcet 20 60.13 50
Anti sens 194
gtcgaacaagcagctccata 20 59.03 50
sens 20 60.13 50
cgcccgagttttacatgtcet ’
Anti sens
agtcgaacaagcagctccata 21 60.03 47.62
Sens
gagacgtcgaaaccttctgce 20 60.00 55
CBF10 Anti sens 239
agaatcggctacaagctcca 20 59.98 50
Additionnels | °°"s
. gagacgtcgaaaccttctgce 20 60.00 55
oligos Anti sens 238
gaatcggctacaagctccag 20 59.98 55
Sens
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gagacgtcgaaaccttctgc 20 60.00 55
Anti sens 237
aatcggctacaagctccaga 20 59.98 50
Sens
tgtcttcagcgcgttcatac 20 60.02 50
Anti sens
agtcgagcttggtgcttgat | 164 20 60.02 50
Sens
gtcttcagcgegttcataca 20 60.02 50
Anti sens
agtcgagcttggtgcttgat 163 20 60.02 50
Sens
gagaaggaggaggagctggt 20 59.95 60
Wcor410 Anti sens 225
cttttccttgagececcttcet 20 59.82 50
Additionnels | °°"s
. gagaaggaggaggagctggt 20 59.95 60
0||805 Anti sens 224
ttttccttgagcececttett 20 60.18 45
Sens 20 60.27 55
ctgacgcgaaggagaagaag
Anti sens 216
ctcccaccttgacaccaact 20 60.00 55
Sens
ctgacgcgaaggagaagaag 20 027 5
Anti sens 178 )
aacacacgccaacaattcaa 20 60.01 40
Sens
ctgacgcgaaggagaagaag 20 60.27 55
Anti sens 176
cacacgccaacaattcaatc 20 59.97 45
WCS66 sens
acacgggaactactggcact 20 59.65 55
Anti sens 206
attctctcctccaacgacca 20 59.65 50
Additionnels | °°"s
. acacgggaactactggcact 20 59.65 55
0|lgOS Anti sens 204
tctctecctccaacgaccaag 20 60.38 55
Sens
ggacacacgggaactactgg 20 60.42 60
Anti sens 210
attctctcctccaacgacca 20 59.65 50
Sens
ggacacacgggaactactgg 20 60.42 60
Anti sens 208
tctctcectccaacgaccaag 20 60.38 55
Sens 20 59.50 55
acggacacacgggaactact
Anti sens 212 20 59.65 50
attctctcctccaacgacca
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Discussion :

Sept génes, de résistance au différents stress abiotiques (sécheresse, froid,
salin) ont été utilisés. A partir de séquences de ces genes plusieurs amorces ont été

désignées (35 amorces) avec leurs tailles, positions, longueurs, et Tm, GC%).

Les amorces concues par bioinformatique et peuvent étre utilisé pour leur
détection par PCR. Nous pouvons donc dire qu’on a congu de nouvelles amorces par
bio-informatique, ayant ’avantage d’étre stables et ayant des propriétés adaptées aux
protocoles expérimentaux qui seront utilise comme base dans les laboratoires de

biotechnologies et de biologie moléculaire.
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Conclusion

Conclusion

La bio-informatique est née il y a presque une vingtaine d’années pour aider les biologistes
qui avaient besoin d’un support permettant de stocker un nombre de données

ne cessant d’augmenter, et d’un outil y facilitant I’acces et en simplifiant le traitement.
Certains pays ont un réle prépondérant dans le développement de cette discipline, alors que

d’autres tentent de rattraper le retard accumulé.

Grace a la recherche in silico nous avons pu mettre en valeur des genes qui tolérent différents
stress abiotiques notamment ceux résistants a la sécheresse WCORA410, 5E4,6H8,1C1,10D10,
9B7 3H9,7H8,2H8,6G2,7C3 dans Triticum aestivum, TADRF1et DHN5-LEA protein dans
Triticum durum, au froid DHN 4A,5A,6A,Cbf2,Cbf4,Cbf9,Cbf14, DHN5,WCS120,Wdhn13,
Wcor80, Wcor726, Wrab17, Wrab18, WCS200, WCS180, WCS66, WCS40, WIt10,Wcor410,
Wcor615, dans Triticum aestivum et a la salinité tel que SNAC1 et RAB15 dans

Triticum aestivum.

L’outil bio-informatique nous a également permis de mettre au point de nouvelles amorces
par la maitrise de logiciels de conception (primer 3).
Et nous a permis encor de concevoir des amorces PCR pouvant étre utilisés aux protocoles

expérimentaux.
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ANNEXES



ANNEXES .01

La séquence du géne Wcor726 « Triticum aestivum »

1 ctcacacaac caaacagcag aaccagtgtc agatttcccg agggacaagt

Tgagcgcaag

61 atggagcacc aggggcgcgg cgcaggcgag aacaagggcg tcgtggagag

Catcacggag
121 aagctccccg
Cgggcagcag
181 ggacacggcg
Gggcgtcatc
241 gagaacatca
Cactggaatg
301 accggctcgg
Gaagtcggga
361 cacaccggca
Caaggacaag
421 ctgcctggac
Tatataataa
481 gatggccaac
Tcacttggtc
541 gttggaggag
Atttgcctac
601 tttgatgtgg
tatctataat

06l ataca

gtggccacgg

ccggagttac

aggagaagct

agacgcatgc

ctgacggcac

agcactaagc

ttccaccgtg

cgcccgaatt

aaatttcctc

tgatcaccag

cggcacaggc

ccceggtgge

caccacggcc

cggtgagaac

ccagccggtce

tatacattaa

catctgggtt

ttggttcaaa

cagaccaccg

accggcacca

cacggtggcc

accaccgatg

aagagcatca

gccccgcectac

ctgagtctag

taagttttcg

ccgtgtatgg

gtggtacata

gcgagaagaa

cccagcacac

gcaactacgg

tggacaagat

ctttgcagaa

tttaactagc

tttgtttaca

tatgctatgg



ANNEXES .02

La séquence du gene Wcor80 « Triticum aestivum »

1 cagcagcact agctagtaga tttcccgagt gacaggttga gcgcaagatg

Gagcaccagg

61 gacacggcac cggcgagaag aaaggcatca tggagaacat caaggagaag

Ctcccecggtg
121 gccaccagca gaccgctggc
Accggcacgg
181 agatgcatga caccacggcc
Accggaacga
241 ctggcactgg gacacacggc
Atggacaagg
301 tcaaggagaa gctgcctgga
Taccttcgca
361 gaataatact ccaccgtata
cacctagctc acttggtcat

421 tggaggagcg aatgtatctt

acccacgggc

accggcggca

acagccggga

cagcactaag

tgaattgatc

tgctttaagt

agcagggaca

cctttgggca

ccggcgagaa

cccggtgtgce

gagtctagtt

tttcacggaa

cactggaatg

gcagggacac

gaagagcctc

ccacgaccgce

atgtg



ANNEXES .03

La séquence du gene DHN5-LEA Protein « Triticum durum »

Séquence 1124 BP; 293 A; 316 C; 342 G; 173 T 60

atggactgaa ggagtagaaa acaacgactc accagctttc tgtcagccaa

agaccaaaag
agttccaagg
aacccgtttce

caccggcggg

tcctgcatcg
ggcatgggcg
gctcccecggt
agcagggtac
cacactggga
tgggatgacc
tgaccggcac
ggcaccgggg
gggccacacc
acgggcagca
atcaaggaga
ccgccacttce
taataagatc

tagttcacct

120 ctaaagccac aaccaagtcc agtttaggag

gcagcacgac
cgctagccgg
cagttccagg

ctccggcecagce

ggaggagaaa

180 aaccccgcca accgcgtcga

cggcgtgggg 240 ggagcgcacg

cccacagggg agagcacaag 300

gcaaagatgg
cgagtacggc
ccgctccecgg

accggtggga

tccagctcca gctcgtctte cgaggacgac 360

gaagggcatg aaggagaaga tcaaggagaa

420 ggccacggtg accagcagca caccggtggc acctacagac

tggcatggtc 480 ggcaccggcg gcacctacgg gcagaagggt

tgaccggcac

ggcaccggcg

cggcggcacc

cgcatggcac

cggcggcacc 540 tacgggcagc

gcacctacgg gcagcagggc 600

agggtcacac

cacactggga

tacggacagc aaggccacac cgggatggcc 660

cacggccact ggtggcacct acgggcagcc

720 gggatgacag gcacgggggc gcacggcacc ggaggcacct

cggcactgac 780 accggcgaga agaagggcat catggacaag

agctcccagg ccagcactga 840 gcgctgagga gagcccgcgg

tgagagtgga ggtgccggtc gaccaccgtt 900 gcagaatcaa

gcgatacgat acaataaaat tccaccatac aacgtgagcc 960

agctcacttg ctgttggagg agccactgta tctaggctca

agtttacgtg 1020 aacaaacagt gttttgagtt tttcgtctgt ttattacatt

gtataatctt gtaagtttcc 1080 tgtggttaaa ccctgtatgt acgctttacg
gtatggtcct cgcgtacagg ttagttcttt 1124 atcaaataaa taataccgtc

ttaagagtaa aaaaaaaaaa aaaa



ANNEXES .04

La séquence du gene CBF5 « Triticum aestivum »

1 aagcttcagc atgaatggcg aaaatgcacg tgaagaagct ccgatcggta

Ggacgtaaca

61 gacgggcaca aatggacaaa gagtgctcga ccaacctata aacaaacaat

aggcgaaaaa
121 accacgtatc
Acaaagagtc
181 gccgcgttaa
Gcacctcgtg
241 tcagcccggce
Taacctgacg
301 tgcgccgcge
Gcagacgcgc
361 agtcagttga
Ctctgcggga

421 cagagtacca

tgtttgtgtc

ggcgggcggg

agccccgceca

cacgccgggg

caggccgaag

gtactaggat

gcgttcgggc gggcggcgcece

481 agggcacgag
Atccggagct
541 ctaccagtac
Ccaagaccag

601 cagaaaatcc

ccgccgccca

accatagtct

cgtctctgtc

ggcgcgtcgg

cgggcggcag

cgtaccaaag

atcgtcgtta

caccgtccgt

aataacggcg

tccgtcectg

gacccactga

gccgtctceccea

agtgctctaa

gcacatggcg

agcacgcaaa

tcgccgeccg

cccacgcagg

ggccgtggac

ccgcacgtgce

cacagtacga

cgtggcctcet

cctctatgca

tccecgeceteg

agggcaaggt

gcgtgggcge

cacgcagctg

tttcctcgag

tgccggccgg

ccccecttecg



Gtcgccecttge

661 ttccgatgca aagtgtgcaa
Actccgcgeg
721 aagctagccc gccacgccaa
Cgcgacgcgce
781 cgcccattcg gacccgccac
Cgctctccte
841 gctccctcce tcccgatcat
Attcgctagce
901 tacagtgtct gcagataagc
Ccggcgtggt

961 cttctatggc ggcgcatacg

Cggcggggceg

1021 gaccaagttc cgggagacgc
Gcggcgcecgce

1081 ggggcgctgg gtgtgcgagg
Ggctcggcecac

1141 cttcgccagc cccgaggccg
gccgcgcteg cgctccgggg

1201 ccgcgccgece tgcctcaact
ctcgccgtcg acccggcecac

1261 gctccgcacg ccccaggaca
Cggcctgcecec

1321 gcacgacgcg ccgaggtcct
Cgatggtgat

1381 cacgcaggag gccgcggctg

ttccgaactc

cgcagccggce

gcgccccggce

acaaacctcg

aaacgatcga

cgacggtgat

gccacccggt

tgcgccagcc

ccgcgcgcege

tcgccgactce

tcagagccgc

ctgtgtccgc

cgccgtacga

ttctagttgt

ctccctecege

cgaatcctat

atcacaagcc

tccgtgcaaqg

gtcggcgceceg

gtaccgcggce

Caacaacaag

ccacgacgtc

ggccgcegcetg

cgcaatcacg

ggcgtetgeg

cagctacgcc

agccttgtat

caccgtgtcc

atacacacgt

aacaccattg

atggacaact

ccgaagcggce

gtgcgccggce

tccecgecatcet

ctcgcccaga

ccggcgcccg

atgtacggcg



Gcttggcgga
1441 cctggaacag cattcccact
Actggcagag
1501 catctcacac atgaacgtcg
ggcgcaggag acgtcgcgct
1561 ctggagctac tgatcgagtg
Tcgtttgctc
1621 ctgagtcctc cgaaatccac
Accatattcg
1681 catgagctag tttcaagcac
Ttggcgctaa
1741 aactacacac gtgagctagt
aggaaatata tgcagccagt
1801 ttgctgagcg gttacagaca
Cttccatgta
1861 aatagctctg tcaaaagtaa
Ttaatttgat
1921 cttttttctc tttaaaatga
Aagcacctca
1981 aacataataa aagatacatc
ccaccgccgc cgccgtcaaa
2041 acaagccatt gaatccttta
gtcgttgcgg

2101 gtgccctgac ctcgccgcecc

gctactacga

ccgacgaaga

ggattgatct

gatcgatagg

gcgtactctg

tttggtaggg

atttatacct

tatactctac

tgagagcaat

gagatccatg

tttgatctga

aagaagctgg

cgggatgagc

cggtggctac

ggcagtttgt

ggagtggcgt

ctttcccatg

gtatagtgct

cactcgagat

cttgtaaata

tataaagatt

aacaatcaaa

ggaatctgac

cagaatatgc

ggcagcggcg

tgagcacgat

atggacgcac

ttcttgaaaa

ttttttttce

ctgcagatcc

caccaaagca

acgaaatctc

ccaagctt



ANNEXES .05

La séquence du gene CBF10 « Triticum aestivum »

1 aagcttcgtg gtcttgttgg gagcctccga ttaagttgtg gagtttgccc

Caaccttgtt

bltgtaaaggtt cggtcgccgc cttcaagggc accaatagtg

gaatcacggc atctcgcatc

121 gtgtgagggc
Atcgtgcctc
181 cacaccgctc
Taacacatcc
241 tcgtcttcac
Gctctttagt
301 gattattccc
Tgctcaccta
361 gttgcacatc
Aaagctaaaa
421 attggtagtt
Caacaacgag
481 ccgcacggac
Atagtaaatt
541 caaaaaaatg
Catactcaac
601 cggtatactc

gggcaaaaat
661 gacaaaatcg

gtgaggagaa

caacggagac

cggatccact

ttgcttgctt

tagacaacct

gcctattcac

gcggatttgg

ctagaaaaaa

gcatatgaag

aaagctaatc

tacggtggcc

gtacttcccc

cttggttatc

gtgtgcttgt

actttgatgc

cccceccectceta

tgaacatggg

taaaaaaaac

tttcatgaag

gaagctatat

ctagtggctt

tcaaaaggaa

tcttaccttt

tgttgttgca

aaagattaat

gtcaaccata

tgcacgcgca

gaacttattt

aaacacatcc

taaaaaagga

cttggggagc

ggaacttcgg

acttatgcaa

tcatataggt

ttggtaaaga

tcgatccttt

ccctttataa

ttgtaatata

gtggtaatct

ctatttaatg



Aacagtatgg
721 tcgcatttgt attttcttca
Gaaacttcac
781 acgtgagtag aatgatcgac
Ttttattttt
841 tctagtattt tttatgaatt
Gttcaccttt
901 gtattttcgc gagtcgcacg
Agtggttgtg
961 cacgtcctat ccatgcaaag
Tacaattcaa
1021 tgaaaacgcc ctctgcttcc
Ggtaatttgg
1081 cgccatcgtg gttcacggtc
Ataacttgga
1141 gaaacacaag acctatttaa
aaatatatta gtgtcaagaa
1201 cgttcttata ttgggggacg
Ccttcacttc
1261 gtcacgagcc taccagccgt
Taagcaagca
1321 ggaagttgcc tcttgtttaa
Agcaggagaa

1381 aagtcacatg aggctattaa

cacggtccca tcgtcaccag
1441 ctgtttgtac gccggcatcc

ctaaaaatac

taagtttcat

tactattcac

ccttgcctaa

gtcaggtgtg

ttgagtccca

accggtgcect

tagtactccc

gagcgagtaa

ccaaccccag

cactgcaaag

cgccacttaa

cgaccgctgt

catggatgtc

accgcgaaat

gtgggtgcgc

ttctttctte

cgtttagctc

attgcttcgg

ctcgtgcecett

atctgtttca

caactgtctg

ccttcactag

ccgaaagccc

tttaatccta

cttcagcgcg

aatacatcat

ttcagttttt

gcgcatccat

tcattgcttt

cttgagacac

accagatgtc

ccgcgtceccag

tccettetag

ttcactgtgt

ccacacgccc

ttcatacatt



Cgaagctcca
1501 gcacagcaca
Gcgaacactc
1561 ccactcaagc
Gatcaagcac
1621 caagctcgac
Gggcatgggc
1681 cttgagatct
Ggccaagcgce
1741 ccggcggggce
Cgtgcggcgce
1801 cggggcaacg
Cggcgcgagg
1861 ctctggctcg
Cgccgccatg
1921 ctcgccctgg
Gtggctgctc
1981 gccgtgccgt
Cgaggccgtc

2041 gcggatttgc

taactataaa

tcaagtatct

tgctcagaaa

cgagctcctc

gcaccaagtt

ccgaacggtg

ggacgtatgc

gcggccgctce

ccgcgcactce

agcgacggga

ccgccaccgt caacgaggag

2101 gcctcctgtg
Ttcgtcggag
2161 acgtcgaaac

cgtcgaaatg

gcgctcctgce

cttctgcccg

tacatctcac

cgcaccggag

ggaagcgccg

cccctectet

ccgggagaca

ggtctgcgag

cacggccgag

cgccgegegg

cgatctcgcc

ggctgccggt

ggagtcgtcg

tggggacttt

acactccaca

tagctcacac

agcactctgc

tccaacgaga

aggcacccgg

gtgcgcgtcc

atcgcagcgc

ctcaacttcc

gacgtccggc

gggtccatca

tcggagtctg

gcgctgccgg

gatgccaaca

tcctcactaa

cggttgccat

acgcgttggt

tgtaccgcgg

ccggcaagceg

gcgccaacga

cggactccgc

gcgcggeggt

acgatgccgg

gcggaatgga



2221 ttcagtaggc
Gagcctcgceg
2281 gaggcgctgc
Ctgggatgac
2341 ggagagttcg
Gattctgcta
2401 tgttttgact
Cacagtttta

2461 ttccactgtt

tctcacgtga

ttgacttgtt

tcatggaccc

gcgaggtggce

ctgtagtctt

tatactcggt

cccggaaacyg

accgccggtg

aactgagttc

tattttttte

ttttctggaa

gacttgggct

gcgaccggca

gcgctctgga

cagttgagaa

aagaattcta

cgtactacgc

ccggcgcegta

gcttgtagcc

ttcattataa

taagaccagg



ANNEXES .06

La séquence du géene WCOR410 « Triticum aestivum »

1 aaaagccaca agccaagaac caatacttga tctgttgttt cctttagctc

Ccggaagact

61l tttagctgca ccgatcgatc tcgatcatgg aggatgagag gagcacccag

Tcgtaccagg
121 gaggtgaggc
Aacctcctcg
181 gcaagaagaa
Ggcatggaga

241 aggtctccgt

cgccgagcag

ggctgaggag

ggaagagccc

cgaggatggc gagaagaagg

301 agaccctctt
Agtgacgagg
361 aagaagagga
Aagaaggggc
421 tcaaggaaaa
Gagcacgtga
481 cggggctacc
Caccatgaca
541 ccgacgtcgt
Ccggcagtgce

601 ccgaggagga

ctccaagctg

ggtgatcgat

gctccaggygg

ggcaccggcg

cgtcgagaag

gaagaaaggc

gtggaggtga

gacaaggaga

gaggtcaaga

caccgatcca

gacaacggcg

aagctgcccg

gccceccecegegt

atcgacggcg

ttcttggaaa

cggacagggg

aggaggagga

aggaggagca

gctccagctc

aggtgatcaa

gccacaagga

ctgtgcagac

acgtgaagac

agatcaagga

cctccteggce

gctggtcacc

cagctcgtct

gaggaagaag

caccgagggt

ccacggcggce

agaggcggca

gaagctgccc



Ggcggccaca
661 agaagccgga
Ccagtgcacg
721 cgccggtgcece
Aagggcctgce
781 tgggcaagat
Gacaaggccg
841 ccgccgctac
agacccgtga
901 ccggacctcg

Gttggtgtca

961 aggtgggagg

Agtgacgggt

ggacgctgct

ggcccccgag

catggacaag

aggcgagcac

attgaattgt

ggttgatcgt

gcggtgcceccg

gaggtgagca

ctgcctggtt

aagcccagcg

tggcgtgtgt

ctttgaaggt

tcacgcacgc

gccctgacgce

accacaagac

cttgatcgcc

tgtgtttgct

ccggtcecegtg

tgctccagca

gaaggagaag

aggggaggag

gccgtgceecg

ttacgtctaa

aagcccgttce

1021 gcttctgttt cagtttggtt cagagtcagg tcctggatgt tgtcaagttt

Gtttacttat

1081 gggcacttgt gtattggttt attgctgggc attatgcctt

gatattaaag atttcc



ANNEXES .07

La séquence du géne WCS66 « Triticum aestivum »

1 cggccgcacc acacaagcaa gagaagtaaa acacagcagc actagtggat

Ttcacgactg

61 agaaggtcgg ctcaagatgg accaccaagc acacggcgcc ggcgagaaga

Agggcatcat
121 ggagaagatc
Ccgctggcgce
181 ccacgggcac
Cctacgggca
241 ggagggtcac
Gcgagaagaa
301 gggcgtcatg
Accagcagac
361 tggtggcacc
Cccttgcgac
421 tggtggcacc
Ccccggecgac
481 caatggcacc
Gctacgggga

541 gcaaagacat

aaggagaagc

gccggcacgg

accggaacca

gagaacatca

tatgggcagc

tatgggcagc

tatggggagc

accggagtga

atcggcgaga agaagagcct

601 catggagaac

agaccgctgg
661 cacctacggg

atcaaggaga

cagcagggac

tcceccggegg

tgacgcatgg

ccggcacggg

aggacaagct

agggacatac

aggggcatac

acggacatac

ccggcacggg

agctccctgg

acttcgccac

ccacggtgac

cgccccggcec

gttgcatggc

ccccggtggce

cggtacggcg

cggcacggcg

cggcacggcg

gacgcacgac

tggccatggt

ggggacgcat

cacaaggaga

actggtggtg

gcccacgccg

catgctgacc

acgcatggca

atgcatggca

accggtggca

gacaaccaac

ggcaccccgg



Cgaccggtgg

721 cacctatggg
Gcaccggcga

781 gaagaagggc
Gtgaccacca

841 gcagaccggt
Atggcacccc

901 ggctggcggc
Cggggacaca

961 cggtaccggc
Ctggtggcca
1021 cagtgacaac
Gcgcggcgac
1081 gcatggcacc
Ggatgaccgg
1141 cacggggaca

Aggacaagct

1201 ccctggtggce
Agggacacac
1261 cggcacggcg
Acggtaacac
1321 tggaatgacc
Atgggcagca
1381 cggacacacg
Gcgagaagaa

1441 gagcctcatg

gagcagggac

ctcatggaga

ggcacctacg

ggcacctatg

gggaagaagg

cagcagaccg

ccggccageg

cacggcactg

cacggtgacc

acgcatggca

ggcacggaga

ggaactactg

gacaagatca

acgctggagt

acatcaagga

ggcagcaggg

agcagcacgg

gcgtcatgga

gtggagccta

gcggcaccta

gcgagaagaa

accagcagac

ccccggccgg

cgcatggcac

gcactgggac

aggacaagct

gaccggcacg

caagctccct

acacaccggc

acacactggg

gaacatcaag

cgagcagcag

tgagcagcac

ggccgtcatg

cggtggagcc

cggcggcacc

cacggccacc

acacggcacc

acctggacag

gggacgcacg

ggtggccacg

gcggcgacac

atgaccggca

gacaagctcc

ggacacaccg

ggacacaccg

gagaacatca

tacgggcagc

tatgagcagc

ggcggcaccce

gacggggtcg

cactgagccc



Ggtctgcccecg
1501 cggccgctac ccttgcagaa taataacccc accgtgtata agttgattga
Gtctagttca
1561 cctagctcac ttggtcgttg gaggagagaa tgtattatgt atcttgttta
Aagttttcac

1621 ggacgcggc
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