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Etude moléculaire de protéines impliquées dans 1’adaptation du blé dur (Triticum durum Desf.)
au stress hydrique (Approche in silico).

Résumé:

Le blé dur est une espece céréaliére stratégique occupant une place cruciale dans
le systtme alimentaire et dans 1’économie de nombreux pays dans le monde,
principalement cultivé dans les pays du bassin meéditerranéen a climat arides et semi-
arides, ou la pluviométrie et la température sont sujettes a de grandes variations intra et
inter annuelles, qui affectent sérieusement les rendements. L’amélioration de la tolérance
reste un objectif de sélection prioritaire dans ces zones.

Le présent travail consiste en une recherche bibliographique qui renforce les
concepts de I'amélioration des plantes par 1’étude de leurs réponses physiologiques et
moléculaires sous stress hydrique. Les genes impliqués dans la réponse a la contrainte
abiotique, qu'ils soient induits ou réprimés, codent pour une large gamme de protéines
assurant diverses fonctions qui aident la plante a tolérer et a s’adapter face aux variations
de I’environnement. Une autre approche au service de la science et des chercheurs,
I'approche in silico, qui permet d'analyser, traiter et comparer l'information biologique

collectée in vivo et/ou in vitro a l'aide de I'outil informatique.

Mots clé : blé dur, stress hydrique, expression génique, recherche in silico.
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Molecular study of proteins involved in the adaptation of durum wheat (Triticum durum Desf.)
to water stress (In silico approach)

Abstract

The durum wheat is a strategic cereal species occupying a crucial place in the food
system and in the economy of numerous countries in the world, mainly cultivated in the
countries of the Mediterranean Basin with dry and semi-arid climates, where the
pluviometry and the temperature are subject to big variations intra and annual inter, which
allocate seriously the yields. The improvement of the tolerance stays an objective of
priority selection in these zones.

The present work consists of a bibliographical research which strengthens the
concepts of the improvement of plants by the study of the change of their metabolic,
physiological and morphological processes. The genes implied in the answer to the
abiotique constraint, that they are led or repressed, code for a wide range of proteins
assuring diverse functions which help the plant to tolerate and to adapt themselves in front
of variations of the environment. Previously, the science was based on the confrontation
between the theory and the experiment. Now, it is on the triptych theory, experiment and
digital simulations, "it is the approach in silico that allows to analyze, to handle and to

compare the biological information collected in vivo and/or in vitro using the IT tool.

Key words: Durum wheat, water stress, genetic expression, in silico research.



Liste d'abréviations:

FAO Organisation des Nations unies pour I'alimentation et I'agriculture
ABA Acide Abscissique

ROS Reactive Oxygen species

SOD: Superoxyde dismutase

LEA Late Embryogenesis Abundant

HSP Heat Shock Proteins

ADN Acide désoxyribonucléique

PFAM: Protein Families, and Multiple sequence Alignments
LEAPdb Late Embryogenesis Abundant Proteins Database
TIC Technologies de I'Information et de Communication
NCBI: nation center for biotechnology and information
EBI: The European Bioinformatics Institute

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
EXPASY: SIB Bioinformatics Resource Portal

EMBL.: The European Molecular Biology Laboratory
DDBJ DNA Data Bank of Japan

PIR The Protein Information Resource

PDB protein data bank

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

VectorDB Vector DataBase

PCR polymerase chain reaction




Liste de figures:

N Titre Page

1 Origine et diffusion de Triticum turgidum 3

2 Origines possibles du blé d'apres Auriau 1978 5

3 Descriptif de I'impact du changement climatique par IPCC 7

4 Principe de la PCR 19

5 Arbre phylogénétique enraciné regroupant la séquence de la protéine | 36
LEA et les séquences homologues appartenant a d’autres especes.
Arbre construit a I'aide de logiciel MEGA 6

6 Arbre phylogénétique non- enraciné regroupant la séquence de la 36

protéine LEA et les séquences homologues appartenant a d’autres
especes. Arbre construit a I'aide de logiciel MEGA 6




Liste de tableaux :

N Titre Page

1 Classification botanique du blé dur 5

2 Etude protéomique chez le blé et de I’orge en réponse a la sécheresse 13

3 Nomenclature et localisations intracellulaires des différentes protéines de 16
stress

4 Les banques de données d'apres 24

5 Les outils de la bioinformatique 26

6 Rechercher sur NCBI de la séquence d'intérét LAE. 28

7 La Recherche d'homologie de la séquence d'intérét avec les séquences de la | 30
base de données GANBANK par l'outil BLAST

8 Alignement multiple de la séquence d'intérét et les séquences de la base de | 34

données NCBI sur le logiciel MEGA 6




Sommaire ;

Titre
Remerciement
Dédicace

Résumé

uadle

Abstract

Liste d'abréviation
Liste de figures
Liste de tableaux

Introduction

I- généralités sur la céréale de blé

I-1 Origine géographique

I-2 Origine génétique

I-3 Classification botanique de blé dur

I-4 Importance et la production de blé

Chapitre 11 : Effet du stress hydrique sur le blé dur et mécanismes d'adaptation

[1-1 Les changements climatiques

Chapitre | : Le blé

I1-2 Importance de I'eau dans la vie des plantes

11-3 Le stress hydrique

I1-4 L'impact du déficit hydrique sur la culture de blé dur

11-5 Stratégie d’adaptation

11-5-1 L'esquive du stress ou I'échappement

11-5-2 L'évitement du stress
11-5-3 La tolérance du stress
I1-6 Réles des parametres d'adaptation

[1-6-1 Paramétres phénologiques

Page

10
10
10
11

11



[1-6-2 Paramétres morphologiques 11

I1-6-3 Paramétres physiologiques 12
I1-7 Mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse au déficit hydrique 12
[1-7-1- Genes et leurs produits induits sous 1’effet du stress hydriques 12
[1-7-1-1Les aquaporines 15
[1-7-1-2 Les protéases 15
[1-7-1-3 Les protéines HSP 16
11-7-1-4 Les protéines LEA 17
[1-7-1-5 La détoxification 18
[1-7-1-6 Les osmolytes 18
11-8 Analyse de I'expression des génes et de I'accumulation des protéines 18
11-8-1 Techniques fondées sur I'hybridation 19
[1-8-1-1 La PCR en temps réel 19
[1-8-1-2 Les puces a ADN 20
11-8-2 Techniques fondées sur la migration electrophorétique 20
[1-8-2-1 La protéomique 21
[1-8-2-2 La transgénése 21
11-8-2-3 Le séquencage 22

Chapitre I11: Etude in silico des génes de tolérances au stress hydrigue chez le blé dur

I11-1 La bioinformatique. 23
I11-2 Objectif de la bio-informatique 23
I11-3 Banques de données biologiques 23
[11-4 L'outil de la bio-informatique 25
I11-5 Recherche de genes par GENBANK 27
Conclusion 37
Références bibliographiques 38

Annexes 42



Introduction



Introduction

Le blé est I'une des ressources alimentaires principales de 1’humanité. La
production mondiale, en progression constante, et les échanges qui se multiplient entre
les régions du monde font de cette céréale I'une des principaux acteurs de I’économie

mondiale et justifient les nombreux travaux qui lui sont consacrés (Lesage, 2011).

La sécheresse est I'une des principales causes naturelles de dégats agricoles,
économiques et environnementaux. Les sécheresses sont apparentes apres une longue
période sans précipitation, mais il est difficile de déterminer leur apparition, leur étendue
et leur fin (Ameur, 2011)

Les plantes sont souvent soumises a des graves deficits hydriques dus a une chute
brutale de I’humidité ou a une augmentation de la température, la rareté des pluies ou des
pluviosités. Beaucoup d’espéces peuvent également induire un stress hydrique du fait de
la diminution de la croissance ainsi qu’une réduction de 1’activité photosynthétique,
affectant ainsi le rendement et provoquant la mort de la plante si le stress perdure (May
et Milthorpe, 1962).

De ce fait, la compréhension des mécanismes de tolérance & ces stress constitue

un enjeu économique majeur.

La plupart des travaux effectués sur le blé¢ dur dans le cadre de I’amélioration
génétique de la tolérance au stress hydrique, se sont donnés pendant longtemps pour
objectif primordial 1’augmentation de la productivité, une approche basée sur les
performances agronomiques. Actuellement, les programmes d'amélioration du blé
s’intéressent de plus a ’amélioration génétique et moléculaire de la tolérance au stress
hydrique. Cette amélioration exige d’étudier, d’identifier et de vérifier les caractéres
phénologiques, morpho-physiologiques et biochimiques liés au rendement en condition
de stress hydrique (Pfeiffer et al., 2000)

Les génes impliqués dans la réponse a la contrainte abiotique, qu'ils soient induits
ou réprimes, codent pour une large gamme de protéines assurant diverses fonctions.

Des nouvelles méthodes qui suivent la modernisation sont utilisées dans le but
d'améliorer les connaissances et la compréhension de la fonction et la structure des génes
induits en réponse au stress hydriques, la bio-informatique, une approche qui analyse et

interprete des données biologiques, au moyen de méthodes informatiques.
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Introduction

Le présent travail consiste en une recherche bibliographique qui renforce et
renouvelle les concepts de l'amélioration du blé dur, par I’étude des différents

mécanismes d’adaptation des plantes a cette contrainte.

Ce mémoire est structure en trois parties :

Le premier chapitre, traite I’origine et I’importance du blé dur en Algérie et dans
le monde.

Le deuxi¢éme chapitre s’intéresse a 1’effet du stress hydrique sur le blé dur et aux
différents mécanismes d’adaptation a cette contrainte.

Le dernier chapitre est consacré a une étude in silico de quelques de génes de
résistance au stress hydrique chez le blé par interrogation de bases de données

spécialisees.
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Chapitre I: le blé

I-Geénéralités sur la céréale de blé
I-1 Origine géographique:

Le blé est parmi les premieres especes cueillies et cultivées par 'hnomme au proche
Orient, il y a environ 10.000 a 15.000 ans avant J.C. La plupart des recherches
archéologiques ont confirmé que les origines du blé se situent dans les zones du Croissant
fertile (Boulal et al., 2007, Bonjean, 2001), plus précisément au sud de 1’ Anatolie et au
nord de la Syrie. C’est a partir de cette zone que les blés ont été diffusés vers I’ Afrique,
I’Asie et I’Europe. La route la plus ancienne de diffusion des céréales vers les pays du
Maghreb fut & partir de la péninsule italienne et de la Sicile.

Bonjean et Picard, (1990), affirment que le monde Romain a largement contribué
a la diffusion des céréales du bassin méditerranéen vers I’Europe centrale et I’Europe de
I’Ouest (Figure 01).

Le blé dur est représenté en Afrique du Nord par un trés grand nombre de variétés
et de sortes, qui ont fait considérer cette région comme un centre d’origine de I’espéce.
Toutefois, cette opinion a été combattue par Vavilov, pour qui ce centre serait I’ Abyssinie
et I’Afrique du Nord est le centre secondaire de diversité de T. durum, surtout dans les
parties montagneuses, ou ces formes sont les plus variées et les plus nombreuses (Miege,
1950).

Ongine de
Triiscurn furgechurry

.-

Figure 01 : Origine et diffusion de Triticum turgidum (Bonjean, 2001)

|Page3



Chapitre I: le blé

I-2 Origine génétique:

Les études génétiques ont montré que les espéces du genre Triticum pouvaient
comporter un équipement chromosomique diploide (n=7), tétraploides (n=14), et
hexaploides (n=21).

Groupes des diploides 2n=14chrs (AA):

- Triticum monococcum
Groupe des tétraploides 2n=28chrs (AABB):
- Triticum durum.
- Triticum polonicum.
- Triticum persicum.
- Triticum dicoccoides.
Groupes des hexaploides 2n=42chrs (AABBDD).
- Triticum spelta
- Triticum compactum.

- Triticum vulgare.

L'origine génétique du blé revient & un premier croisement entre une espéce
donneuse du premier génome AA (2n=14chrs) T.monoccocum et une deuxiéme espece
fournissant le génome BB (2n=14chrs) Aégilopes.sp, actuellement non encore identifiée.

C'est ainsi que I'hybride interspécifique tétraploide (T. turgidum) porteur des deux
garnitures AA X BB (2n=28chrs) est apparu, d'une maniére analogue, le blé hexaploides
(T.aestivum) de formule A.B.D. (2n=42), serait le résultat d'un croisement du T. turgidum,
servant de pivot femelle avec un aegilops squarrosa de génome D, suivit d'un doublement

du nombre des chromosomes. (Figure 02)
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Chapitre I: le blé

T urartu Megmilops T .urartw MAegsilops
(Section sSItOpPsis) (Section sitoOpsis)
[ L -J LWL
Blés tétraploides Ave . squarrosa

[ AABB DD Tl

It lE dur)

AN

Blés hexaploides

=

({IDont Blé temadre)

Figure 02: Origines possibles du blé d'aprés Auriau 1978 (in Gallais et Bannerot, 1992)

I-3 Classification botanique du blé dur :
Le blé dur est une plante herbacée, monocotylédone appelé aussi céréale a paille
appartient a la famille des Graminées, genre Triticum. Cette famille comprend 600 genres

et plus de 5000 especes. Une classification détaillée est donnée ci- dessous

Tableau 01: Classification botanique du blé dur (Feillet, 2000).

Embranchement Angiospermes
Sous embranchement Spermaphytes
Classe Monocotylédones
Ordre Glumiflorales
Super ordre Comméliniflorales
Famille Gramineae
Tribu Triticeae
Sous tribu Triticinae
Genre Triticum
Espece Triticum durum Desf
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Chapitre I: le blé

I-4 Importance et production de blé:

Le blé est I’'une des ressources alimentaires principales de 1’humanité, la FAO
prévoit qu’en 2018, la production mondiale de blé devrait s’établir a 754.1 millions de
tonnes en juin 2018, soit 757.2 millions de tonnes de plus que ce qui avait été prévu en
mai 2018. Toutefois, & ce niveau, la production mondiale serait encore en baisse de 3.1
millions de tonnes par rapport a I’année derniére.

La production nationale de blé devrait connaitre une excellente hausse en 2018.
Dans son rapport mensuel sur les produits agricoles dans le monde, le service agricole de
I’étranger du ministére américain de 1'Agriculture (USDA), a anticipé une production
record de blé en Afrique du Nord-Ouest notamment pour 1’Algérie, la Tunisie et le
Maroc, pour la campagne 2018/2019, qui serait de I’ordre de 12,5 millions de tonnes
métriques avec une hausse de 17% par rapport a 2017 et de 30% au-dessus de la moyenne
quinguennale.

Pour 1’Algérie, la production de blé pour la saison 2018/19 est estimée a 3,0
millions de tonnes en hausse de 0,6 million par rapport a 2017/18. Cette perspective
favorable est due principalement aux précipitations abondantes au niveau des régions de
I’Est, I’Ouest et le Centre du pays (Dani, 2018).
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Chapitre 1l: Effet du stress hydrique sur le blé et mécanismes d'adaptation

I1-1 Les changements climatiques:

Les systémes agricoles sont intimement liés au climat, comprendre ces liens
constitue un défi pour les chercheurs. Une quantité considérable de travaux (Kaiser et al.,
1993 ;Xiao et al., 2008 ;Tao et Zhang, 2011) ayant discuté les impacts potentiels du
changement climatique sur I’agriculture en termes qualitatifs.

IIs sont d'une part affectés par la dérive de son état moyen et par sa variabilité et
sont d'autres parts des contributeurs nets a la composition chimique de I'atmosphére et

influencent le cycle énergeétique du climat (Figure 03)

Changement climatique Impact sur Eau et Ecosystémes
-Changement de température Adaptation .
et de précipitation -Ressources en eau et aliments
-Sécheresse et inondation -Ecosystéme et Biodiversité
-Augmentation du niveau de -Santé
\ la mer

Adaptation

Développement socio-
économique

Emission et Concentration

-Gaz a effet de serre

. -Croissance économique
-Aérosols

-Population
-Technologie
-Gestion

Figure 03: Descriptif de I'impact du changement climatique par IPCC .

L'Algérie fait partie de ce monde qui se réchauffe. A l'instar des autres pays, elle
est également touchée par le changement climatique. Selon I'Institut international de
développement durable (11SD), les données climatiques relevées dans le Maghreb durant
le XXe siécle indiquent un réchauffement estimé a plus de 1°C avec une tendance
accentuee au cours des 30 dernieres années.

Cette évolution dans les conditions climatiques aura des répercussions directes sur
le développement et la croissance des végétaux et en particulier sur la productivité des

plantes cultivées.
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Chapitre 1l: Effet du stress hydrique sur le blé et mécanismes d'adaptation

I1-2 Importance de I'eau dans la vie des plantes:
L'eau est un facteur important pour la plante, non seulement comme constituant
des cellules et des tissus mais ; elle assure:
- Ladissolution des eléments minéraux du sol.
- Lacroissance et développement des plants.
- La photosynthese.
- Laturgescence cellulaire qui donne la rigidité aux tissus végétaux.
- Le maintien de la structure biochimique de la cellule et ses constituants.
- Le transport des éléments minéraux et des substances organiques.
- La régulation thermique pour dissiper la chaleur absorbée sous forme des radiations
solaires.
- La source d'éléments essentiels et nécessaires pour le métabolisme en participant

d'une maniére directe a de nombreuses réactions biochimiques.

11-3 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 l'origine des pertes de
production agricole dans ses régions. Les risques du manque d’eau sont et deviendront de
plus en plus fréquents et persistants, a I'avenir, par suite des changements climatiques

causés par l'effet de serre (Witcombe et al., 2009).

Le stress hydrique souvent provoqué par la sécheresse, se manifeste quand la
quantité d'eau transpirée est supérieure a la quantité d'eau absorbée. Donc mangue d'eau
et la rareté des précipitations sont les causes principales du stress hydrique,

Les stress provoqués par un déficit en eau constituent une menace permanente

pour la survie des plantes et affectent leur croissance et développement de la plante.

I1-4 L'impact du déficit hydrique sur le rendement de blé dur:
Les végétaux sont caractérisés par une grande capacité a résister aux variations
importantes de la teneur en eau de leurs tissus. Néanmoins lorsque l'alimentation en eau

est interrompue, la plante a du mal a répondre a la demande climatique.
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Chapitre 1l: Effet du stress hydrique sur le blé et mécanismes d'adaptation

Selon le positionnement dans le cycle de développement et l'intensité de la
contrainte hydrique, les stress hydriques influencent les rendements ainsi que la
composition biochimique des graines. Un déficit hydrique apres la fécondation réduit la
taille des organes et si elle se poursuit pendant la phase de remplissage, elle affecte leur
composition. Les différents métabolismes étant inégalement affectés par le déficit
hydrique, les concentrations relatives des différents composés sont modifiées : un manque
d'eau induit généralement une baisse des teneurs en amidon et en huile des graines, et une

augmentation des teneurs en protéines (Hireche, 2006) .

Un déficit hydrique précoce affecte en paralléle la croissance des racines et des
parties aériennes, le développement des feuilles et des organes reproducteurs (Debaeke et
al., 1996). Au stage montaison le stress hydrique se traduit par la chute du nombre d’épis
produits par métre carré suite a la régression intense des talles et la baisse du nombre de
grains par épi. Ceci se répercute sur le rendement économique de la culture« qui peut
baisser de plus de 80% (Chenaffi et al., 2006).

Ainsi, le risque de stress hydrique est-il possible presque durant tout le cycle
biologique de la céréale. Par ailleurs et pour bien se développer, la plante doit disposer

de mécanismes d’adaptation qui lui permettent de supporter le stress hydrique.

I1-5 Stratégie d’adaptation:

Pour lutter contre le manque d’eau, les plantes développent plusieurs stratégies
adaptatives qui varient en fonction de I'espéce et des conditions du milieu. La résistance
d'une plante a une contrainte hydrique peut étre définie, du point de vue physiologique,
par sa capacité a survivre et a s'accroitre et, du point de vue agronomique, par I'obtention
d'un rendement plus élevé que celui des plantes sensibles. La résistance a la sécheresse
est liée a la capacité d'une variété a développer un nombre élevé de mécanismes
d'adaptation et non pas a la présence d'un mécanisme donné. Passioura, (2004) mentionne
qu'elle est la resultante de nombreuses modifications phénologiques, morphologiques,
physiologiques et biochimiques, reflétant différents types d'adaptation (esquive,

évitement, et tolérance).
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Chapitre 1l: Effet du stress hydrique sur le blé et mécanismes d'adaptation

11-5-1 L'esquive du stress ou I'échappement
L'esquive du stress, la plus rencontrée et utilisée en amélioration des plantes, est
certainement la précocité et le raccourcissement de la durée de cycle, qui est d'un avantage

certain dans les milieux ou le stress est plus intense vers la fin du cycle de la culture.

Une durée de cycle plus longue ou la tardiveté peut étre, sous certains conditions,

un avantage, car elle permet I'esquive du stress qui apparait tot.

En absence de stress, les génotypes précoces fond une moindre utilisation des
disponibilités offertes par le milieu de production (Slafer et al., 2005).

11-5-2 L'évitement du stress:
L'évitement est définit comme la capacité d'une plante a supporter une sécheresse
en évitant une déshydratation des tissus. Donc le maintien du potentiel hydrique interne

satisfait en présence de contrainte hydrique, ce mécanisme se fait selon deux réponses:

La premiére réponse est I'aptitude des racines a exploiter les réserves en eau du
sol sous stress.

La seconde réponse est constituée par la réduction de surface foliaire, la régulation
de I'ouverture et fermetures des stomates, la présence de cire a la surface des feuilles et

I'enroulement foliaires.

11-5-3 La tolérance du stress:

La tolérance du stress est définit comme la capacité de la plante a croitre sous
stress, Selon Boyer (1976), La translocation est le principal mécanisme qui est associé a
la tolérance du stress. Selon Ehdaie et al. (2006) la translocation est mise en ceuvre, par

la plante, des que l'activité photosynthétique est inhibée par le stress.

Ce mécanisme est rapporté dans plusieurs recherches, comme étant la principale

source de remplissage du grain, sous stress severe de fin de cycle.
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Chapitre 1l: Effet du stress hydrique sur le blé et mécanismes d'adaptation

11-6 Roles des paramétres d’adaptation
I1-6-1 Paramétres phénologiques

Les paramétres phénologiques d'adaptation, ou paramétre de précociteé,
constituent un important mécanisme d’esquive a la sécheresse de fin de cycle (Ben Naceur
etal., 1999). La précocité au stade épiaison est une composante importante d’esquive des
stress de fin de cycle chez le blé dur. Compte tenu de la distribution aléatoire des
précipitations, 1’adoption de variétés a cycle relativement court est nécessaire dans les

régions arides a semi-arides (Mekhlouf et al., 2006).

Fischer et Maurer (1978) notent que chaque jour de précocité confere un gain en
rendement de 30 a 85 kg/ha. En milieu ou le gel tardif est une contrainte a la production
des céréales, une precocité excessive n'est d'aucune utilité. Au contraire, elle risque d'étre
une source d'instabilité des rendements en grains. Une précocité modérée peut cependant
constituer un avantage lors de la reprise de la croissance aprés un bref stress (Bouzerzour,
1998).

11-6-2 Parametres morphologiques:

L’effet de la sécheresse peut se traduire, selon la stratégie adaptative de chaque espéce ou
variété, par des modifications morphologiques pour augmenter 1’absorption d’eau et/ou
pour diminuer la transpiration et la compétition entre les organes pour les assimilats. Ces
modifications affectent la partie aérienne ou souterraine : réduction de la surface foliaire
et du nombre de talles, enroulement des feuilles et/ou meilleur développement du systéme
racinaire. Les travaux effectués par (Slama, 1996) ont montré que la variété ayant le
systéme racinaire le plus développe en conditions de deficit hydrique (Khiar) a donne le

rendement le plus élevé.

En comparant trois variétés de blé dur, la variété ayant la barbe la plus développée
sous contrainte hydrique (Razzak ) présente le meilleur rendement En effet, les barbes
peuvent améliorer le rendement en conditions de sécheresse par augmentation de la

surface photosynthétique de 1’épi.
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Chapitre 1l: Effet du stress hydrique sur le blé et mécanismes d'adaptation

11-6-2 Parametres physiologique

Le maintien d’une forte pression osmotique des fluides cellulaires, se réalise par
le potassium en début de croissance et par les osmolytes dans I’autre phase de vie du
vegétal.

Les protéines de secheresse, analogue au heat shock proteins (HSP) et des
polyamines (putrescine, sp9+ermidine), participent également dans le processus

d’adaptation.

L’acide abscissique qualifi¢ «d’hormone de stressy», est synthétisé rapidement et
semble avoir un role important dans la réponse au stress, dans I’inhibition de la

photosynthése et le ralentissement de la croissance des feuilles (Malamy, 2005)

D’autres substances sont synthétisées par les plantes stressées, telle que la proline,
qui peuvent maintenir les fonctions cellulaires par la protection de ses structures et par
1’ajustement osmotique (Jubault et al., 2008; Less et Galili, 2008). Cette accumulation est

un indice de résistance a la sécheresse (Mani et al., 2002).

11-7 Mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse au déficit hydrique:

La compréhension des réponses moléculaires des plantes au stress hydrique
a impliqué le développement de nouveaux outils via la manipulation génétique par
I'expression de plusieurs génes induits par le stress. Un certain nombre de types différents
de protéines sont susceptibles de fonctionner pour améliorer la tolérance au stress. Les
genes codant pour les enzymes de la biosynthese osmotique permettent la synthese de ces

composés osmotigques en réponse au stress

I1-7-1 Génes et leurs produits induits sous I'effet du stress hydrique :
Différentes études protéomiques menées sur la réponse aux stress abiotiques ont
été effectuées chez le blé (Tableau 2). Ces études ont indique que le stress hydrique
modifie I'abondance des protéines impliquées dans le métabolisme énergétique et
glucidique, la détoxification cellulaire, la régulation de 1I’expression des génes induits
directement dans la réponse au stress, la régulation du signal de transduction et le

renforcement de la paroi cellulaire (Kacem, 2017).
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Chapitre 11: Effet du stress hydrique sur le blé et mécanismes d'adaptation

Tableau 2. Etude protéomique chez le blé et de I’orge en réponse a la sécheresse

(Kosova et al. 2014 in Kacem 2017).

Traitement Méthode Majeures protéines

différentiellement exprimées

9 jours sans 2DE nano 75 protéines identifiées
arrosage LC-ESI- 11 candidats pour la tolérance
MS/MS. a la sécheresse.

Différences génotypiques:
Triose-Phosphate Isomérase,
ATP synthase CF1.
-Protéines abondantes chez les
variétés sensibles : Méthionine
Synthase
- Protéines abondantes chez les
variétés tolérantes : f-1,3-glucanase,
B-1,4-glucanase, Xyloglucan Endo-

Transglycosylase.

7 jours sans 175mM 36 proteines identifiées
arrosage Tris-HCI, Protéines régulées a la hausse:
pH 8.8, Anhydrase carbonique, RubisCO
TCA-acetone; LSU
2DE MALDI- Protéines régulées a la baisse:
TOF RubisCO SSU, enzymes du cycle de
Calvin (ALDO, PRK) ;
ATP synthase CF1 a
7 jours sans 10mM PBS, 69 protéines identifiées
arrosage TCA-acétone; (24/feuilles, 45/racines)
2D-DIGE Protéines régulées a la hausse:
MALDI-TOF Protéine Myb-like,

Protéine 14-3-3
Protéines régulées a la baisse:
glutathion S-transférase,
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glutathion peroxydase.

Solution de
Hoagland
15% de PEG-
6000 pendant 3
jours;
Prétraitement
0.5mM
d’acide
salicylique
(3days)
PEG-6000
(-1MPa)
pendant
72h

Solution de
Hoagland,
20% PEG-6000
(-0.75MPa)
pendant 48h

TCA/acetone;
2DE MALDI-
TOF/TOF

TCA/acetone;
2DE MALDI-
TOF/TOF

TCA/acetone/
phenol,
LC-MS/MS

82 protéines (76 protéines
identifiées), dont 35 protéines
sensibles a I’acide salicylique

-Protéines régulées a la hausse:
Protéine 14-3-3, Ascorbate-

peroxydases, Glutathion S-

Transférase, Protéine disulfure

isomerase ; ATP synthase CF1 a,

35 protéines identifiées
Protéines régulées a la hausse:
GAPDH B; 26S protéasome,

V-ATPase
Protéines régulées a la baisse:
RubisCO LSU et SSU, GAPDH,
triose-phosphate isomérase, ADP-
glucose pyrophosphorylase
(AGPase)

173 (T : génotype tolérant) et 251
(génotype moins tolérant que T)
Phosphoprotéines identifiées:
SnRK2 kinase,
protéine phosphatase 2C,
Protéine kinase Ca""-
calmoduline dépendante
-Protéines de transport :
Aquaporines, H+-ATPase.
-Protéines LEA:
WCOR719, WCOR825, WRAB17.
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Chapitre 1l: Effet du stress hydrique sur le blé et mécanismes d'adaptation

Schulze et al. (2005), rapportent qu'une partie des protéines induites ont une
fonction directe dans 1’augmentation de la tolérance au stress (protéines fonctionnelles),
d’autres a la production de protéines fonctionnelles.

La plupart des protéines a fonction directe impliquées dans 1’assimilation et le
transport de I'eau et des ions, telles que les aquaporines. Et des protéines impliquées dans
la protection des membranes et des protéines, telles que les protéines de choc thermique
« heat shock proteins» HSP, et les protéines LEA « late embryogenesis abundant ».
(Wang et al., 2003)

Parmi ces protéines fonctionnelles figurent aussi les enzymes de détoxification

qui protegent les cellules des effets négatifs des ROS induites par le stress hydrique.

11-7-1-1 Les aquaporines:

Les aquaporines sont des protéines membranaires intégrales qui servent de canaux
pour le transport d’eau et de petits solutés, tels que le glycérol, a travers la membrane,
Elles ont donc un role essentiel dans les mécanismes d’absorption et d’excrétion de 1’eau

ainsi que dans I’homéostasie cellulaire (Verkman, 2005)

Elles font partie de la famille des MIP (« major intrinsic protein ») et sont divisées
en deux groupes : les protéines TIP (« tonoplast intrinsic proteins ») sont situées dans la
membrane vacuolaire, alors que les protéines PIP (« plasma membrane intrinsic proteins

») sont situées dans la membrane plasmique.

Chez A. thaliana, il existerait au moins 35 aquaporines, sont induites par
différents types de déficit hydrique, alors que d’autres sont réprimées par le déficit
hydrique. Cette régulation permet de jouer sur les flux d’eau et du méme coup

’ajustement osmotique (Bartels and Sunkar, 2005 ; Alexandersson et al., 2005)

11-7-1-2 Les protéases:

Les protéases correspondent a des enzymes qui catalysent les coupures des
liaisons peptidiques entrainant ainsi une dégradation des protéines. Une augmentation de
la protéolyse lors d’un déficit hydrique permet d’éliminer les protéines endommagées par

le déficit en eau et les ROS (Bartels and Sunkar, 2005).
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11-7-1-3 Les protéines HSP:

Pendant les stress, de nombreuses protéines subissent des modifications
structurales et des changements fonctionnels. 1l est par conseéquent trés important, pour la
survie de la cellule soumise a un stress, de maintenir ces protéines dans une conformation
fonctionnelle, d’éviter I'agrégation de protéines dénaturées et d’éliminer les polypeptides
non fonctionnels et potentiellement dangereux. Les protéines HSP pour ‘heat shock
proteins’ sont une classe de protéines chaperonnes initialement découvertes en raison de
leur induction par la chaleur chez la drosophile.

Ces protéines, ont été classées en trois grandes familles définies selon leur poids
moléculaire. Chaque classe étant composée de plusieurs protéines de poids moléculaires
différents. Elles sont le plus souvent localisées dans le cytoplasme et le noyau de la cellule
(tableau 03). Leur ré6le crucial est la protection, le maintien et la régulation de la
conformation des protéines, de leur assemblage, de leur localisation et de leur dégradation
dans de nombreux processus cellulaire. Elles sont également impliquées dans la
stabilisation des protéines et des membranes. Elles permettent ainsi une protection des
plantes lors de stress par un rétablissement de la conformation initiale des protéines et de

I’homeéostasie cellulaire (Wang et al., 2004).

Tableau 03: Nomenclature et localisations intracellulaires des différentes protéines de
stress (Kiang et Tsokos, 1998).

Cytosol/noyau
Cytosol/noyau
Cytosol/noyau
Cytosol/noyau
Mitochondrie/chloroplaste
Mitochondrie/chloroplaste
Cytosol/noyau
Mitochondrie/chloroplaste

Cytosol/noyau
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11-7-1-4 Les protéines LEA:

Les proteines LEA ont été initialement découvertes en raison de leur accumulation
tardive (phase de maturation) au cours de I’embryogénése des graines de coton (Dure and
Galau, 1981). Elles ont par la suite été découvertes dans les graines de blé et d’autres
espéces, ainsi que dans les tissus végétatifs, en particulier en réponse a des stress

abiotiques, tels que la sécheresse.

Les protéines LEA forment une famille réparties en 12 classes qui correspondent
a 8 PFAM (La base de données Pfam est une vaste collection de familles de protéines,
chacune représentée par des alignements de séquences multiples et des modéles de

Markov cachés).

Ces classes se distinguent par I'utilisation des acides aminées et les propriétés
physico-chimiques trés différentes des protéines qui en découlent. Omniprésentes chez
les plantes, ces protéines sont également présentes chez d’autres organismes, tels que les

bactéries et les animaux.

Peu d’informations sont disponibles a ce jour sur la fonction des protéines LEA.
Plusieurs hypotheses ont été avancées (Goyal et al., 2005, Grelet et al., 2005) :

e Enraison de leur absence de structure secondaire et de leur nature hydrophile, les
protéines LEA auraient une fonction protectrice car elles diminueraient
I’agrégation de polypeptides partiellement dénaturés produits en condition de
stress.

e Etant hydrophiles, les protéines LEA sont également capables de fixer des
molécules d'eau et pourraient donc avoir un réle de tampon d'hydratation en
ralentissant la perte en eau.

e Les protéines LEA pourraient aussi assurer une stabilisation stérique dans la
mesure ou elles peuvent se positionner a différents endroits de la cellule et
s’associer aux membranes. Elles agiraient alors comme un tampon mécanique,
évitant une diminution trop importante de la taille des cellules par une stabilisation

membranaire.
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e Les proteines LEA pourraient enfin avoir un role de séquestration des ions dans
la mesure ou elles sont riches en acides aminés chargés. Elles éviteraient ainsi des
dommages cellulaires induits par I'augmentation de la concentration ionique en

cas de stress hydrique.

11-7-1-5 La détoxification:

Les ROS sont fortement induites en réponse aux stress et possédent des effets
déléteres sur les structures biologiques, comme l'oxydation de I’ADN, des protéines et
des lipides membranaires (Xiong et al., 2002). Divers mécanismes ont été développés
pour éliminer les ROS. L’élimination est principalement réalisée par des composés
antioxydants, tels que les carotenoids, et I'acide ascorbique, et par des enzymes permettant
une élimination des ROS, tels que la catalase et la SOD, La SOD, qui catalyse la
conversion des anions superoxyde en peroxyde d’oxygene et en eau, est induite par

I’ABA et la sécheresse.

11-7-1-6 Les osmolytes:

Pour limiter la perte en eau, les plantes sont capables de maintenir la turgescence
de leurs cellules grice a ’accumulation contrdlée de composés organiques appelés
osmoprotectants. Les osmoprotectants ou osmolytes sont des composés solubles, non
chargées a pH neutre et compatibles, méme a forte concentration avec les fonctions
métaboliques. Ils permettent également une stabilisation des protéines et des membranes
cellulaires contre l'effet de dénaturation engendré par le stress sur des fonctions
cellulaires. Il peut s’agir d’acides aminés, tels que la proline, la glycine bétaine, de sucres,
tels que le saccharose. (Zhang et al., 1999 ; Abebe et al., 2003 ; Valliyodan and Nguyen,
2006).

I1-8 Analyse de I’expression des génes et de I’accumulation des protéines:
Lorsque les plantes sont soumis a un stress, notamment le stress hydrique, des
modifications ont été observées a différents niveaux, Pour cela, des techniques
expérimentales ont été mises en place depuis de nombreuses années pour comprendre les
mécanismes cellulaires qui sont a la base de ces modifications. Cette analyse du
transcriptome et du protéome permettent aussi de mettre en évidence des genes ou des
protéines « candidats », dont la variation d’expression pourrait étre la cause des variations

phénotypiques entre les génotypes analysés (Jeanneau et al., 2002).
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L’objectif des expériences dites de transcriptome est principalement de mesurer
I’abondance des acides ribo-nucléiques messagers (ARNm) pour un grand nombre de
genes de maniére simultanée (Michaut , 2008) ou par analyse de I'expression des
protéines dite de protéome correspondant & ces ARN messagers (protéome) dans des
condition non standards pour I'étude de réponses des plantes au stress abiotiques
(Mortuaire, 2004)

11-8- 1 Techniques fondées sur ’hybridation:
11-8- 1-1 La PCR en temps réel:
La PCR en temps réel (real-time PCR ou QPCR pour quantitative PCR) a connu
un essor considérable au cours de ces dernieres années, sans doute en partie en raison de
sa simplicité de mise en ceuvre et de la publicité importante qui a été faite sur sa précision

et sa sensibilité (Pascal et Martin, 2007)

Elle est considérée par de nombreux chercheurs comme la technique de référence
de mesure de I’expression des génes. S’il est vrai que c’est, de loin, la technique a bas
débit la plus rapide a réaliser et que sa sensibilité est également la meilleure,

La PCR en temps réel est basée sur le principe de la PCR (Figure 04).

!

ARN totsux ADN complémentaire

B .,PCR
———
= ' *5' .
[] i
B3
2% cycle de PCR — —
- = ]

a s :.._; o
) ==
X cycies de PCR

Figure 04: principe générale de la PCR.
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Ses performances peuvent se résumer en quatre mots : spécificité, sensibililité,
bonne reproductibilité et linéarité sur une gamme dynamique comprise entre 10 et 108
copies. Les applications sont trés vastes et ne se limitent pas qu’a la quantification des
acides nucléiques. La détection de mutations ponctuelles et de polymorphismes ainsi que
la recherche de délétions géniques a I’état hétérozygote sont les autres grandes

applications de la PCR en temps réel (Tse et Capeau, 2003).

11-8- 1-2 Les puces a ADN:

Les premieres puces a ADN sont apparues en 1993, mais leur concept date de
1987. La puce ADN est une méthode révolutionnaire pour identifier et doser les
constituants d’un mélange complexe d’ADN ou d’ARN gréce a I’hybridation en parallele
sur une centaine de milliers de microsurfaces greffées avec des sondes.

Le développement industriel des puces ADN repose sur la combinaison des
techniques de la microélectronique, de la chimie, de la biologie moléculaire et de
I’informatique. Leurs applications concernent tous les domaines de la génétique médicale,
du séquencage des génomes, a la recherche de mutations responsables de maladies
génétiques et au développement de nouveaux médicaments (Bellis et Casellas, 1997)

Lorsqu’un échantillon inconnu est introduit, i1l se lie aux séquences
complémentaires, il suffit alors de repérer —par fluorescence, radioactivité ou par une
autre interaction- dans quelles cases I’union & lieu pour connaitre quels genes sont

exprimés dans les cellules étudiées (Berber, 2002)

11-8-2 Techniques fondeées sur la migration éléctrophorétique:
11-8- 2-1- La protéomique:

Le but de la protéomique est de fournir une image de I’ensemble des protéines
exprimées pour une cellule, un tissu ou un organisme donné (Payne et Garrels, 1997 ;
Florens et al., 2002).

Elle permet d’obtenir une vision globale des protéines exprimées par un type
cellulaire pour des conditions données. Mais elle peut aussi étre appliquée, non pas a une
cellule entiere, mais a un compartiment cellulaire, ce qui constitue un sous-protéome
c'est-a-dire I’ensemble des protéines contenues dans une fraction cellulaire (membrane,
noyau, organelles, cytosol). Tout compartiment de la cellule pouvant étre purifié, sans
étre altéré, peut étre I’objet de ce type d’étude. En plus de fournir une image des protéines

présentes dans un organite donng, ces études apportent une information sur la localisation
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des protéines identifiées, ce qui constitue une approche intéressante pour permettre
I’attribution de fonction a des protéines hypothétiques.

Les résultats fournis par la protéomique permettent d’avoir, dans un contexte de
post-génomique, un retour critique sur I’annotation des génomes séquencés. Ils
permettent de valider I’existence d’un geéne prédit et d’identifier des séquences codantes
non prédites par 1’annotation des génomes (Oshiro et al., 2002). Ils permettent aussi de
résoudre certains problemes de prédiction bioinformatique tels que le choix des limites

des séquences codantes), ainsi que la prédiction d’éventuels séquences introniques.

11-8-2-2 La transgénese:

La transgénese correspond a 1’obtention d’organismes génétiquement modifiés
(OGM), c’est-a-dire qu’elle consiste a transférer vers une plante un géne dont la fonction
ou les données d’expression font supposer qu’il est favorable pour le caractére étudié.
L’origine biologique des genes utilisés peut étre diverse. Les avancées biotechnologiques
réalisées ces dernieres années permettent maintenant d’introduire plusieurs genes a la
fois. Ceci est important a noter dans le contexte de I’amélioration de la tolérance a la
sécheresse puisque ce processus complexe repose sur des réponses impliquant de
nombreux génes (Virlouvet, 2011)

La transgénese est un moyen essentiel pour étudier le rbéle des genes dans
I’expression des fonctions biologiques ainsi que leur fonctionnement. Elle permet
également d’envisager des applications biotechnologiques diverses. Bien que vieille de
vingt ans chez les animaux et de dix-sept ans chez les végétaux, elle souffre encore de

limites techniques qui sont progressivement repoussées (Houdebine, 2000).

L’expression des transgénes est souvent mal contrdlée. C’est surtout le cas lorsque
des génes étrangers sont ajoutés dans des sites quelconques des génomes. L’ expression
est considérée comme satisfaisante lorsque le transgene est exprime dans toutes les
lignées, d’une maniere qui respecte la spécificité du promoteur utilisé et, dans 1’idéal, en

fonction du nombre de copies intégrées (Houdebine, 2000).

Chez le blé, pour la protection contre les effets des toxines de Fusarium
graminearum, un gene issu d’un autre Fusarium (sporotrichoides) a été introduit, non pas
pour entrainer la résistance au champignon, mais pour inactiver la toxine dés sa synthése
(Okubara et al., 2002).
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D’autres travaux pour protéger le blé contre la carie, ont consisté a introduire
chez le blé un géne (KP4) d’un virus codant pour une protéine antifongique, dite protéine

tueuse (Clausen et al., 2000).

11-8-2-3 Le séquencage:

Le séquencage de I'ADN, consiste a déterminer l'ordre d'enchainement des
nucléotides d’un fragment d’ADN donné. Nous développerons dans ce dossier les
différentes méthodes les plus souvent utilisées, les multiples usages et les réglementations

en vigueur.

Les premieres techniques de séquencage ont été développées en paralléle au
milieu des années 1970. Les méthodes de Sanger (Grande-Bretagne) et Gilbert (Etats-

Unis) ont toutes deux été récompensées d'un prix Nobel de chimie en 1980.

L’accélération récente des programmes de séquengage des génomes végétaux
permet maintenant I’essor de la génomique, dont les buts sont de faciliter I’isolement de
genes d’intérét chez les différentes espéces et de comprendre les processus d’évolution et
de domestication des génomes (Delseny, 2009). Grace au séquencage, il est possible
d’étiqueter les régions du génome des plantes leur conférant les caracteres agronomiques
souhaités. La premiere espéce végétale dont le génome a été entierement séquenceé, en
2000, est I’ Arabette des dames (Arabidopsis thaliana). Le riz I’a rejointe en 2005, puis le
peuplier, la tomate, le mais (2009), la pomme de terre, et enfin la vigne. Le génome du

blé n’a pas encore été completement séquencé (Gaufichon et al., 2010).

Le Consortium international de séquencage du génome du blé (« International
Wheat Genome Sequencing Consortium » — IWGSC) a publié ébauche de la séquence du
génome du blé tendre dans le journal scientifique international Science. L’€bauche,
chromosome par chromosome, apporte un nouvel éclairage sur la structure, 1’organisation
et I’évolution de ce génome complexe et de grande taille qui est celui de la céréale la plus

cultivée au monde (Mayer et al., 2014).
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I11-1 La bioinformatique:

Interdisciplinaire par nature, la bioinformatique est fondée sur les acquis de la
biologie, des mathématiques et de 1’informatique. En cela, elle constitue une branche
nouvelle de la biologie : c'est I'approche in silico, qui vient compléter les approches
classiques in situ (dans le milieu naturel), in vivo (dans I'organisme vivant) et in vitro (en
éprouvette) de la biologie traditionnelle.

La bioinformatique s’est définitivement imposée avec les programmes d'analyse
de génomes. Cette discipline reprend tous les themes de l'informatique : l'acquisition,
I'organisation de l'information, I'analyse, la visualisation, la modélisation, ... pour les

appliquer a la génomique (Gallezot, 2002).

I11-2 Objectif de la bioinformatique:

Globalement, la bioinformatique propose des méthodes et des logiciels qui
permettent:
- Le recueil, le stockage et la gestion des données biologiques et leur distribution a travers
les réseaux.
- Les études phylogénétiques et I'évolution moléculaire des étres vivants.
- Le développement des outils pour analyser les problemes de biologie moléculaire.
- L'analyse, la comparaison et la prédiction de la structure des genes.
- La modélisation et la prédiction de la fonction des protéines.
- Traitement des séquences: par le développement des algorithmes pour comparer des
séquences entre elles (alignement 2 a 2 ou alignement multiple), la prédiction de la
structure 3D des protéines ou leurs caractéristiques biochimiques, et les similarités entre

séquences.

111-3 Banques de donnees biologiques :

Il s'agit de bases de données contenant des informations biologiques et des
données de séquences largement diffusées par le réseau internet. Elles sont généralement
reliées entre elles par des liens, links, ou de cross références (Tableau 04) (Coutouly et
al., 2012).
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Tableau 04: Les banques de données biologiques (Coutouly et al., 2012)

Nom (mise & Commentaires Adresse Internet

jour mars
2012)

Portails

Portail américain de bioinformatique, points http://www.ncbi.nlm.

forts: banques de séquences nucléotidiques, nih.gov
BLAST, banques génomiques, PubMed

Portail européen de bioinformatique. Points http://www.ebi.ac.uk

forts: banques de séquences
nucléotidique,FASTA, ClustalW

Portail japonais de bioinformatique. Points http://www.genome.a

forts: voies métaboliques, banques de d.jp/kegg
biomolécules.

EXPASY Portail e l'institut suisse de bioinformatique.  http://www.expasy.ch

Points forts: protéines, enzymes, structure 3D

=il EenEE el e Portail de bioinformatique de l'institut Pasteur,  http://bioweb.pasteur.

points forts: logiciel de bioinformatique en fr

ligne
Acides nucléiques
Genbank Banques de séquences nucléotidiques dotées  http://www.ncbi.nlm.
de systéme d'interrogation. Elles échangent nih.gov/entrez
EMBL régulierement leurs informations http://pir.ebi.ac.uk
DDBJ http://www.ddjb.nig.a
c.jp
Protéines
Swiss_ prot Séquences bien annotées et faiblement http://ca.expasy.org.sp
redondantes rot
séquences et outils d'analyses http://pir.georgetown.
edu
Séquences déduites a partir de séquences http://ebi.ac.uk/trembl
codantes des banques nucléotidiques
EMBL/GenBank/DDBJ
Uniprot Consortium regroupant Swiss-Prot-TrEMBL-  http://www.ebi.unipro
PIR torg
Structure 3D des protéines au format PDB http://www.rcsb.org
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Banques de données spécialisées

 Banques de donnéesspécialisees

Mapviewer Génome complets, localisation des génes http://www.ncbi.nih.g
OMIN Informations dur les maladies génétiques chez  http://www.ncbi.nlm.
- I'hnomme nih.gov/omin

Orphanet Base de données sur les maladies rares http://www.prpha.net/
consor/cqgi-
bin/index.php
VectorDB Base de données de vecteurs utilisés en http://genome-
biologie www.stanford.edu/ve
ctordb
Bibliographie
PubMed- Articles, publication en biologie et en http://www.ncbi.nlm.
Medline médecine nih.gov

Refdoc Service du CNRS, articles, théses... http://refdoc.fr/http://
www.refdoc.fr/
Google scholar Publications scientifique avec Google http://scholar.google.c
om

I11-4 L'outil de la bio-informatique:

Le traitement bio-informatique des séquences biologiques peut étre:
- Simple: composition, calcul de Tm, traduction;
- Complexe: alignement, recherche d'amorces, prédiction de structures

secondaires et tertiaires, et construction d'arbre phylogénétique (tableau 05).
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Tableau 05 : les outils de la bioinformatique (Coutouly et al., 2012)

Outil (mise Commentaire Adresse internet

ajour

2012)

Séquences nucléotidique

Readseq Conversion des formats de http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/readseq.cqi

séquences (Fasta, Embl...)

TACG Etablissement de la carte de http://moo.nac.uci.edu/tacg4/form4.html

restriction d'une séquence
avec choix des enzymes
ORFfinder Recherche des ORF http://ncbi.nim.nih.gov/gorf

Transeq Traduction dans les 6 http://ebi.ac.uk/emboss/transeq

phases de lecture

\[seslvicipt Détection des fragments de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/vecScreen

vecteurs de clonage

Genmark Prédiction de génes http://www.opal.biology.gatech.edu/GenMark

eucaryotes et procaryotes

Outil our Outils de prédiction de http://bioweb.pasteur.fr/seganal/rna
ARN structures des ARN

Outils pour la PCR

ol[seorile  Détermination de Tmpar  http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligo

différents méthodes calc.html
Primer3 Recherche d'amorces pour http://www.biotools.umassmed.edu
FastPCR PCR

http://www.primerdigital.com/fastpcr.html

Séquences d'acides aminés

ProtParam Détermination de http://www.expasy.org.tools.protoparam.html

parameétres physiologiques

Psipred Prédiction des hélices http://www.expasy.org/tools/#secondary

alpha, feuille beta

Sile[aell =8 Recherche de peptide signal http://www.cbs.dtu.dk/service/Sgnallp
TMpred Prédiction de fragments http://www.ch.embnet.org.software/ TMPRED fo
transmembranaires rm.html
Prosite Banque de motifs http://www.expasy.ch.prosite
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SWISS- Modélisation 3D http://swissmodel.expasy.org
MODEL

Alignement de séquences

Needle Alignement global http://www.ebi.ac.uk.emboss.align
(algorithme de needlman)
Alignement local http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/BLAST

BLAST Alignelment local http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
Alignement multiple http://www.igs.cnrs.mrs.fr/Tcoffee

Multalin http://multalin.toulous.inra.fr/multalin

Alignement multiple et http://www.ebi.ac.uk/clustalw

analyse phylogénétique

Clustalw

111-5 Recherche de protéine par GENBANK :

La recherche de genes permet d'améliorer les connaissances sur les fonctions et
les voies impliquées dans la réponse de la plante au stress hydrique (Chaumeil, 2006).
Les séquences nucléotidiques correspondant aux genes d'intérét préalablement isolés de
I'espéce du blé, ont été identifiées via GENBANK, la banque de données, qu'elle permet
la recherche de séquences génétiques codant pour les protéines induites au cours d'un

stress hydrique. Nous avons choisi un exemple d’application pour la protéine LEA
(Tableau 06)
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Tableau 06 : Rechercher sur NCBI de la séquence d'intérét LAE. (1, 2, 3, 4)
1- Al'aide
du moteur

de recherche

intégré,
rechercher
la sequence
de protéine
souhaitée.

Sélectionner

la catégorie
Protéine
dans le

bandeau de

recherche.

2-ldentifier
sur NCBI la
séguence
d'intérét:
Trier les
résultats par
espéce et
sélectionner
la séquence
recherchée.
(ici le gene de
LEA,
triticum)

3-
Sélectionner
la protéine

&5 11
e NCBI

Protein

Results by taxon

Resources ¥ HowTo

Iea, fricum

(reafe et Advanced

Top Organisms [Tree]

Tnficum asstivum (60)

Trticum urartu (33)

Tnticum turgidum subsp. durum (/)
Tnficum dicoccoides (2)

Tnficum monacoccum (2)

All

other taxa (9

More...

Sélectionner
I'espece
recherchée, ici
blé dur

Identical Proteins FASTA  Graphics

Go to: &

LOCUS AFPAS51S 268 aa linear  PLMN 28-MAR-2313
DEFINITION LEA protein [Triticum turgidum subsp. durum].

ACCESSION  AFP2981S

WERSION AFPAS819.1

DSSOURCE accession JNS51156.1

KEYWORDS

SOURCE Triticum turgidum subsp. durum {durum whest}

ORGAMISM Triticum turgidum subsp. durum
Eukarycta; Wiridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta:
Spermatophyta; Magnolicphyta; Liliopsida; Poales; Poaceae; S0P
clade; Pooideae; Triticodae; Triticeae; Triticinae; Triticum.

REFERENCE 1 {residues 1 to 268)

AUTHORS ini Yang,M., Pyvovarenko,T., Pillman,K., Bazanova,M.,
Tikhomirow,M., Eliby,S., Shirley,M., Sivasankar,S., Tingey,S.,
Langridge,P., Hrmova,M. and Lopato,S.

TITLE Complex Regulation by Apstala2 Domain-Containing Transcription
Factors Revealed through Analysis of the Stress-Responsive
TdCor4les Promoter from Durum Wheat

JOURMAL  PLoS OME & (3), ES58713 (2813)

PUBMED 23527811
REMARK Publicetion Status: Online-Only
REFEREMCE 2  {residuss 1 to 268)

AUTHORS — Eini,0., Yang,M., Pyvovarenko,T., Pillman,K., Bazanova,l.,
Tiknhomirow,M., Eliby,S., Sivasankar,S., Tingey,S., Langridge,P.,
Hrmowa,M. and Lopato,S.

TITLE Direct Submission

JOURMAL  Submitted (13-SEP-2011) ACPFG, University of Adelaide, Hartley
Grove, Urrbrae, SA 5864, Australia

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..268
sorgenism="Triticum turgidum subsp. durum”
Feoultiva

Protein

B Soroduct="LEA protein®

/name="TdCor4185"

Region

<116..188
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4- Faire
apparaitre la
séquence
d'intérét:

Utiliser le lien

FASTA pour
faire
apparaitre la
séquence de
la protéine

= NCBlI Resources = How To =

Protein | Protein ||

Advanced

FASTA -~

LEA protein [Triticum turgidum subsp. durum]

GenBank: AFP49819.1
GenPept ldentical Proteins Graphics

»AFP49819.1 LEA protein [Triticum turgidum subsp. durum]
MEDERSTOSYOQEGEAAEQVENVTDRGLLGHNL LGKEKAEEDKEKKEEE LWTGMEKNVSVEEPEVEKEEHWVDGE
KKETLFSKLHRSS5S555555DEEEEENVIDDNGEVIKREKKKGLEEK LQEKLPGHEDTEGEHWTGLPAPAA
PASVOTHHDTODAWWWEK IDGDWKTEATPAVPEEERKGF LEKIKEK LPGGHKK PEDAAAVPYWTHALPAPVTH
ALAPAPVHAPAPAAEEWSSPDAKEKKGLLGEIMDEL PGYHK TGEEDE AAAATGEHK PSA

Tableau 07: La Recherche d’homologie de la séquence d'intérét avec les séquences de

1-Chercher
dans BLAST
I'alignement
de la
séquence
d'intérét, a
I'aide du
moteur de
recherche,
entrer le
NUMEro
d'accession
ou la forme
FASTA.

la base de données GANBANK par I'outil BLAST (1, 2)

Enter Query Sequence

Enter accession numben(s), gi{s), or FASTA sequence(s) & Clear Séquence
MEDERSTS MJEGEAMEQVENT DRGL LEIL LEXKKAE EDE EX ) EEE LV TEHEX VS VE EFEVE KEERVDGE
KKETLFEKLHASSEESS5SS0EEEERVIDDNIGEVILREKKNGLEEN LQENLPEHDTEGERVTELRARAL Frum[ re Uéte
PASVQTHHOTOVYYES TOGEIVE TEAT PAVPEE EKKEF LEX IRER L PEGHK K PEDAAAVFUTHASR A7V TH q
AAFAFVHARARAAEEVEEFOAKEK NELLEK IMDK LR EYHC TEEEIN AALATEERN FEL Tu[
-
©r, upload file Chuisir un fichier | Aucun fichier choisi &
Job Titde | |
Enter a descriptive title for your BLAST s=arch &
Align two or more sequences g Ch0|X de |a
Choose Search Set base de
Diatabase | Mon-redundant protein saguences (nr} Eal donnéeS
Organism
Optional |E".e organism name or id--completions will be suggested | Exgude %t
Enter organism commeon name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. G
Exclude Medels (XMXP) L Unculiured/environmental sample sequences
optional
E;‘;::;IQ“EW [ | YoulB} create custo
Enter an Entrez query to limit search
Program Selection Choix de
Algorithm ) Quick BLASTP (Accelerated protein-protsi ST) m |'a|g0r|thme
'® blastp (protein-protein BLASTY)

W PSI-BLAST (Position-Specific lterated BLAST)

. PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
W DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm @

Search database Non-redundant protein sequences (nr} using Blastp (protein-m
Show results In a new window

[#] Algorithm parameters
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2-Resultats Etand Resubmi - Save Search Sateges b Fomating apions > Download Yo How o et pge Bl
du BLAST ARSI
Banque de
entre la données
. RID JGGAUGI014 (Fpires on 06-20 07:31 am)
protelne
Query 0 Ie|Query 279272 Datatiase Name 1
LEA avec Destcription Nore Desciption Al non-Tecundant GenBank (DS transatons-POB#SiisProt«PIR4PR
Wolecule ype amino zcd environmental sampls from WGS projects
d'autres Query Length 268 Program BLASTP 280+ b Claton
séquences . - .
Other rearts: »Search Summary [Taxonomy reparts] [Distancetree ofresuls] [Mutol anment] (154 viewer]
deja 2 nalyze your query it SmartBLAST
disponible SR Domaines
() hon Corsened Donig conservees

Putatie conserved domalns have been deected, clck o the image below for detalled eéuls,

{uery seq,
Stperfanilies Dehydrin
Dehydrin

ueno/ Nombre des
Distribution of the top 104 Blast Hits on 100 subject seqy - hits

Mouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores

W <40 W 40-50 I s0-80 I 50-200 M =200
1 50 100 150 200 250 \

Partie 1:
Répartition
des hits
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BiDownload v GenPept Graphics

LEA protein [Triticum turgidum subsp. durum]
Sequence |0: AFP48818.1 Length: 268 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1 to 268 Genfept Grphics

Score

Expect Methad Identities Positives
514 bits(1325) 0.0

Gaps
Compositional matrix adjust, 268/268(100%) 268/268(100%) 0/268(0Ne)

Query
Sbget
Query
Sbjet
Query
Sbict
Query
Sbgct
Quary
Sbjct

1

1
61
61
i1
121
181
181
41
241

FEDERETI GEAAECVEVTORGLLGKLLGKKEAEEDKEKKE EELVT GHEKVEVEEPE
FEDERETI GEAAECVENTORGL LGNLL GKKEAEEDKEKKE EELNTGHEKVSVEEPE

VKKEEHVDGERKET LFSKLHRSS555 ESSS[IEEEEEVID[INEE‘U'IH{KKKEL[E{LgEK

r-'EDERSTE%EEME%EU'DREL LGHLLGKKEAEEDKEKKE EELVT GHEKVSVEEPE

VKK EEHVDGERKETLF SKLHRS 5555 55550EEEE EVIDONGEY IKREK KK GLEER LUEK
VKK EEHVDGERKETLR SKLHRS 5555 55550EEEE EVIDONGEY IKREK KK GLEER LUEK

LPGHK DTEGERNTGLPARAAP SV OTHHDTOVVVEK TDGOVK TEATRAVPEEER KEFLEK
LPGHK DT EGERNTALPAPAAPASVOTHHDTOVVYER TDGOVKTEATRAVPEEERKGFLEK
LPGHK DT EGERNTALPARAAPASVTHHDTOVVYEN IDGOVKTEATRAVPEEEKKGFLEK

IKEK L POGRE K PED AR P THAAPAP THAAP APVRARAPARE EVEEPDAKER KELLGK
IKEKLPGGHE K PED AR PV THAAPAPY THAAP APVRARAPARE EVESPDAKERKELLGK
IR L P e e P E DAL P THAAPAPY THAAR APYVRARAPARE EVEEPDAKERKELLGK

INDKLPSYHETGEEDKALLATGEHKPSA 268
INDKLPGYHE TGEEDK ALLAT GEHIPSA
INDKLPGYHETGEEDKALLATGEHKPSA 268

]

&2

128
128
188
188
48
48

BiCownload ~ GenPept Graphics

cold acclimation protein WCOR410b [Triticum aestivum]
Sequence ID: AAB15201.1 Length: 268 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1 bo 268 Genfept Grphics

Partie 3:
Résultats
détaillés de
I'alignement

Srore

513 bits(1320) 0.0

Ewpect Method Identities Positives

Gaps

Compositionz| matrix adjust. 267/268(9%%) 267/268(9%%) 0/268(0%)

Query
Sbiet
Query
Sbget
Query
Sbjet
Query
Sbict
Query
Sbgct

Discussion de résultats:

1

1
61
61
in
i1
181
181
4l
4l

FEDERETI GEAAECVENTORGLLGHLLGKKEAEEDKEKKEEELVT GHEKVSVEEPE
FEDERETI GEAAECVENTORGL LGHLLGKKEAEEDKEKKEEELVTGHEKVSVEEPE

VKKEEHVDGERKET LFSELHRSSE5555550EEEEEVIDONGEY [KREKK K GLEER LOEK
VKKEEHVDGERKET LFSKLHRSSE5555550EEEEEVIDONGEY TKREKK K GLEER LOEK
VKKEEHVDGERKETLFEKLHRESE5555550EEEEEVIDDNGEY TKREKKKGLEE LOEK

LPGHK OTEGERVTGLPAPAAPASY ITHHDTOVVVE IDGOVK TEATRAVPEEEK KEFLEK
LPGHEDTEGERNT LPAPALPASATHHOTIVVVER TDGDVK TEATPANPEEERRGFLEK
LPGHEDTEGERN TALPAPALPASTHHDTDVVVER TDGDVK TEATPAVPEEERKGFLEK

THEK L PEER P ED LAY P THAAPAPVTHAAR APV HARAPAAE EVESPDAKERKELLGK
KK L POGE K PEDARL PV THAAPAP THAAP APVRARAPARE EVESPDAKERKELLGK
KK L POeEPE DAL P THAAPA P THAAR APVRARAPARE EVESPDAKERKELLGK

INDKLPGYHETGEEDKAGAATGERKPSA 268
INDKLPGYHE TGEEDKALLAT GEHKPSA
INDKLPEYHETGEEDKALLATGEHKPSA 268

r-'EDERST%%EEME%EU'DREL LGHLLGKKEAEEDKEKKEEELVT GMEKVSVEEPE

Le résultat du BLAST est divisé en 3 parties :

- Une vue graphique générale des séquences résultats avec différentes couleur ;

- ensuite la liste des séquences avec leur score et leur E-value ;

68

i

128
128
188
188
248
48

- enfin, une vue plus détaillée, fournissant pour chagque séquence résultat, I'alignement

avec notre séquence requéte.
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Tableau 08: Alignement multiple de la séquence d'intérét et les séquences de la base

de données NCBI sur le logiciel MEGA 6 (1, 2)

(Tamuraet al., 2011)

44 VI Alignment Bplorer
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

\FTEELY

W ol oBjBXxx BE » KHEH

Protein Sequences

Species/Abbry

1. LEA protein Triticum turgidum

2. cold acclimation proteinfriticum aestivm

3. dehydrinfegilops tauachii

4, dehydrinfordeum vulgare

5. pafS3ordeun vulgare

6. dehydrinTriticun turgidun

7. hypotheticalOryza sativa

8. SK3-type dehydrinOryza sativa

9. dehydrinBrachypodium distachyon

10. cold acelimation proteinhgropyron cristatim
11. hypothetical proteinOryza sativa

12, late enbryogeneais abundentCleistogenes songorice
13. dehydrindetaria italica

14, dehydrinZea mays

15. hypothetical proteinPanicum hallii

16. phosphoproteinCitrus clementing

sur le
logiciel
(Tamura et

=
=
=
L
[<B]
(72]
=
-

les séquences
sélectionnées

Group Name

LI

HEDERSTOSE(GGEAREQVEVTDRGL LGNL LGKKKAEE DKERKEERLVIGHERVSVEE BEVKKEEH VDGEKKETL ESRLARG 55555555 0EEERE
HEDERSTOSE(GGEAREVEVTDRGLLGNL LGKKKAEEDKERKEERLVIGHERVSVEE AV KKEEH VDGE KKETL ESRLARG 55555555 0EEERE
HEDERSIQSYNGGEAREQVEV T DRGELGNL LGKKKREE DKRREEE LUTGHEKVSVEEAEVKKERRE DGERKET L ESKLARG 55555555 DEEEEEV]
HEDERSTQSYNGAEADQVEVTDRGLEGNLL GKKKEE EDKKKEEEL VT GHERVSVERREVHEDGERKET LESKLAR 5535555508 EEEEEVIDENG
HEDERSTQSYNGAEADQVEVTDRGLEGNLL GKKKEE EDKKKEEEL VT GHERVSVERREVHEDGERKET LESKLAR 5535555508 EEEEEVIDENG
HEDERSIQSYNGGEAREQVE T DRGELGNL LGKKKREE DKRKOEE LYTGHEKVSVEEAEVKKERRE DGERKET L ESKLARG 55555555 DEEREEV]
HEDERNTESANGGEAREQVEVKDRGEEDNL LGRHKDD) PERKKAEEELYT GHEKVSVEE BKKERRHAEGERKESLLKLAR555555555350EEEH
HEDERNTESANGGEAREQVEVKDRGEEDNL LGRHKDD) PERKKAEEELYT GHEKVSVEE BKKERRHAEGERKESLLKLAR555555555350EEEH
HEDERNTQSANRADQVEVTDRGLEDKEIGKKKEREDKKQERYLVT GHERYS VERREVKEEEVADGEKKRSLETKLORSE55555550EEEEVIDD
HEDERSTQST0GaEADOVEVTDRGLL GHLL GKKRAE DR KEEEL YT GHERY S VEE REVRKEERE GGERRETLESKERRS 35533355 DEEEEENTE
HEDERNTESA)GGERREQVEVKDRGL EONL LGREKDD)REERKAEREL VT GHEKSVEERKKERAHAEGE KKESLLKLARGS53555350EEEEN]
HEDERNTOYA0GGESREKARDOVEVKERGLLOTLL GRRKAREDOEAREEALVIGHENVEY SEREKAEVRKERAEGRERKESLLARLARTS65355]
HEDERNTQLARQGGEAQERARDOVEVKDRGILDTLLGREKEEDQEKKQREE LY TGHERVT VAR REKHERKKEEREAGEKKE SLLAKLART 5555553
HEDERNTQQRNGGEANQDAADAVDVKORGLLDSLLGREKRDNDOEKKKQTDELATGHERVTVSERE KAGREEEEHEVUGE KKEGLLARLARTS 5553
HEDERSIQHAQVGEAEKRAGHVEVKORGL LOTLLGREKRROOEKOQREEE LY TGHERVT VAR REKHERKKEERET GERKE SLLAKLART 3553553
HAEEKKOQKSHEYE BoVGTEGAVE IKDRGHLDELCKKEERKEQRRDOGVIATEEERVEVSER)RKVEERRKEEKEEEKKR GFLOKLARGT 55555
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Bk M6: Alignment Explorer
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

10. cold acclimation proteinhgropyron cristatum

11. hypothetical proteinQryza sativa

12. late embryogenesis abundantCleistogenes songorica
13. dehydrinSetaria italica

14. dehydrinZea mays

15. hypothetical proteinPanicum hallii

16. phosphoproteinCitrus clementina

2-Résultats
par Mega 6
(Tamura et

=82
v © O
=T
o D
D = 5
S O o
&S 3
_— T
® 2 o
~ E -

ITEEC TR “BIBXK BB «) ABRE
Protein Sequences
Speciea/Abbrv Group Name | [ i b i o
1. LEA protein Triticm turgidm —  ===m- ABRSVOTH-~--HDIONVVEKIDGD-VKIER-TRAVREEEKKGFLEK [KEKLBGGH-KKPEDARAVENTHAARABTHRAPREVEAPREAR
2. cold acclimation proteinlriticum gestivm 0 ====- ABRSVOTH-~--HDIONVVEKIDGD-VKIER-TRAVREEEKKGFLEK [KEKLBGGH-KKPEDARAVENTHAARABTHRAPREVEAPREAR
3. dehydrinfegilops tawsehii — ====- HAPRSVOTAG-GHEDT ONVVEKIDGD-VKIEA-ARAVREEEKKEELER [IKEKLBGGH-KKPEDAAAVENTHRRPR- -~~~ -~ EVEARREAE
4. dehydrinBordeum wulgare —  ==-e- HBRSVOTH-~--HDIONVVEKIDGD-AKTEA-TRAVEEEEKKEELER [KEKLPGGH-KKPEDRAAVENTHARRPR- -~~~ -~ EVELEREAL
5. paf93Hordeum vulgae — ===== ARRSVOTH-~--HDIOVVVEKIDGD-AKRER-TRAVEEEEKKEELER [KEKLPGGH-KKPEDAAAVENTHRARPR -~~~ -~ EVEAERERL
6. dehydrinTriticom twrgidom — ==-=- HRRSWOTH-~--HDIOVVVEKIDGD-VKTEA-ARAVREEEKKEELER IKEKLPGGH-KKPEDAARVENT HRARPR -~~~ -~ EVEARRESE
7. hypothetical(ryza sativa B RTRAPRBVVTHGDEREDT AV VERIEGDHAKTEAT LPAAPEEEKKGFLOKIKEKLPGGHE-KKEEDATAVEEEARAPRAR-~-ATTPAPRARERAT
8. SK3-type dehydrinOryza sativa B RTRAPRBVVTHGDEREDT AV VERIEGDHAKTEAT LPAAPEEEKKGFLOKIKEKLPGGHE-KKEEDATAVEEEARAPRAR-~-ATTPAPRARERAT
9. dehydrinBrachypodium distachyon ~ ===== BBVESHHD----DDGAVVVEKIDGE-VKTER-PRA-PEEEKKGELEKIKEKLPGGH-KKPEDTARVEVIHGRRA--~~~-FF EVETEGEAR]

||||| ABBSVOTHG-GHHDTOVVVEKIDGD -VKIEA-TEAVEEEEKKGEMER [KEKLEG HH ---
||||| ABNBVVTHGDEREDT AV EVEKIEGDRAKTEAT LERAREEEKKGE LDK I KEKLEGGH-KKPEDATAVERBARSEALE---ATTEARARRERAT

YV EARARABVITTHVHREDNANVVQRVEE -==-==-5-- TBE--~KELLDKIKEKLEGGH-KKEEDRAR-~~~~ HERESSSESRN AHE-BAPHRA
YWEABAREE-VETHVEREDHAVVVQKIEDD -~ -ARIDARBAPEEEKKGLLDRIKEKLEGGH-KKEEDRAG- -~~~ HEAUSS=ESESE HABABIBHTA
HV-VETEABEREEHVEQHDHGVVVQDDVRI -~~~ BB HAPEEEKKGLLDRIKEKLBGGHNKKEEARAR-~~~ HABRBR-S=F= WHABABLEQRA
YWEARARBEAVETHVHRHDHAVVVQKVED=~==-~ DARBAPEEEKKELLDRIKEKLEGGH-KKEEDAAR- -~~~ HUARSSSESRE N ELEAEREERA
|||||||||||||||||| DITWEVEKLDDV=-HARHAQEERABEEKKGE LMK I KEKLEGO ) -KKBEDHQN-~~~~~-B8-~~~~-~-EARAEHELS

Le programme MEGAG6 (Tamura, 2011) a été utilisé pour construire un arbre

t la méthode du Neighbor Joining.
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L’analyse révele aussi que la séquence de la protéine LEA du blé dur et celle du blé

tendre Triticum asetivum appartiennent au méme sous-groupe et enregistre le taux

d’identité le plus élevé (99%) et avec une E value nulle

5 groupes distincts ont été obtenus :

GROUPE 1
1. LEA protein Triticum turgidum,
2. cold acclimation protein Triticum aestivum,
3. dehydrin Aegilops tauschii,
4. dehydrin Triticum turgidum,
5. cold acclimation protein Agropyron cristatum,
6. dehydrin Hordeum vulgare,
7. paf93 Hordeum vulgare,
GROUPE 2
8. dehydrin Brachypodium distachyon,
GROUPE 3
9. SK3-type dehydrin Oryza sativa Japonica Group,
10. hypothetical protein Oryza sativa Indica Group,
11. hypothetical protein Oryza sativa Japonica Group,
GROUPE 4
12. late embryogenesis abundant Cleistogenes songorica,
13. dehydrin Setaria italica,
14. dehydrin Zea mays,
15. hypothetical protein Panicum hallii,
GROUPE 5

16. phosphoprotein Citrus clementina
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Figure 4: Arbre phylogénétique enraciné regroupant la séquence de la protéine LEA et
les séquences homologues appartenant a d’autres espéces. Arbre construit a I'aide de
logiciel MEGA 6 (Tamura, 2011)

Figure 5: Arbre phylogénétique non- enraciné regroupant la sequence de la protéine
LEA et les séquences homologues appartenant a d’autres espéces. Arbre construit &
I'aide de logiciel MEGA 6 (Tamura, 2011)
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Conclusion

La sécheresse est considérée comme 1’un des tout premiers facteurs de limitation
des rendements dans les zones méditerranéens.

Outre son réle dans la photosynthese, dans le transport et 1’accumulation des
¢léments nutritifs ainsi que dans la division cellulaire et la régulation thermique, I’eau
joue un rdle essentiel dans la croissance et le développement du blé. Ainsi, un déficit
hydrique se traduit par une réduction de la croissance de cette plante cultivée.

La résistance globale du blé a la sécheresse apparait comme le résultat de
nombreuses modifications morphologiques, physiologiques et moléculaire, qui
interagissent pour permettre le maintien de la croissance, du développement et de la
production

Les génes impliqués dans la réponse a la contrainte hydrique, codent pour une
large gamme de protéines. Ces protéines jouent un role dans 1’adaptation de la plante et
de ce fait de nombreux chercheurs abordent la résistance au stress par 1’isolement et
1’étude de ces molécules. Elles assurent diverses fonctions. Parmi elles, il y a la régulation
de I’expression des genes induits directement dans la réponse au stress, la protection et le
maintien des fonctions et structures cellulaires.

La bio-informatique consiste a obtenir une connaissance et une compréhension
exhaustives de la structure et de la fonction des génes ou protéines visées a travers une
caractérisation détaillée de la totalité du génome. La recherche in silico réalisée a partir
de la protéine LEA a conduit a la découverte de plusieurs autres protéines qui participent

dans la tolérance aux contraintes environnementales
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Annexe 1
Numéros d’accessions des Séquences protéique séléctionnés

>AFP49819.1 LEA protein [Triticum turgidum subsp. durum]
MEDERSTQSYQGGEAAEQVEVTDRGLLGNLLGKKKAEEDKEKKEEELVTGMEKVSVEEPEVKKEEHVDGE
KKETLEFSKLHRSSSSSSSSSDEEEEEVIDDNGEVIKRKKKKGLKEKLQEKLPGHKDTEGEHVTGLPAPAA
PASVQTHHDTDVVVEKIDGDVKTEATPAVPEEEKKGFLEKIKEKLPGGHKKPEDAAAVPVTHAAPAPVTH
AAPAPVHAPAPAAEEVSSPDAKEKKGLLGKIMDKLPGYHKTGEEDKAAAATGEHKPSA

>AAB18201.1 cold acclimation protein WCOR410b [Triticum aestivum]
MEDERSTQOSYQGGEAAEQVEVTDRGLLGNLLGKKKAEEDKEKKEEELVTGMEKVSVEEPEVKKEEHVDGE
KKETLFSKLHRSSSSSSSSSDEEEEEVIDDNGEVIKRKKKKGLKEKLQEKLPGHKDTEGEHVTALPAPAA
PASVQTHHDTDVVVEKIDGDVKTEATPAVPEEEKKGFLEKIKEKLPGGHKKPEDAAAVPVTHAAPAPVTH
AAPAPVHAPAPAAEEVSSPDAKEKKGLLGKIMDKLPGYHKTGEEDKAAAATGEHKPSA

>XP 020189459.1 dehydrin COR410 [Aegilops tauschii subsp. tauschii]
MEDERSTQSYQGGEAAEQVEVTDRGLLGNLLGKKKAEEDKEKEEELVTGMEKVSVEEPEVKKEEHEDGEK
KETLFSKLHRSSSSSSSSSDEEEEEVIDDNGEVIKRKKKKGLKEKLQGKLPGHKDTEGEHVTGLPAPAAP
ASVQTHGGHHDTDVVVEKIDGDVKTEAAPAVPEEEKKGFLEKIKEKLPGGHKKPEDAAAVPVTHAAPAPV
HAPAPAPEEVSSPDAKEKKGLLGKIMDKLPGYHKTGEEDKAAAATGEHKPSA

>AAD02259.1 dehydrin 8 [Hordeum vulgare subsp. vulgare]
MEDERSTQSYQGAEADQVEVTDRGLLGNLLGKKKEEEDKKKEEELVTGMEKVSVEEPEVKEDGEKKETLEFE
SKLHRSSSSSSSSSDEEEEEEVIDENGEVIKRKKKKGLKEKLKEKLPGHKDNEAEHVTGLPAPMAPASVQ
THHDTDVVVEKIDGDAKTEATPAVPEEEKKGFLEKIKEKLPGGHKKPEDAAAVPVTHAAPAPVHAPAPAA
EEVSSPDAKEKKGLLGKIMDKLPGYHKTGEEDKAAAPSGEHKPRA

>CAA58875.1 paf93 [Hordeum vulgare subsp. vulgare]
MEDERSTQSYQGAEADQVEVTDRGLLGNLLGKKKEEEDKKKEEELVTGMEKVSVEEPEVKEDGEKKETLFE
SKLHRSSSSSSSSSDEEEEEEVIDENGEVIKRKKKKGLKEKLKEKLPGHKDNEAEHVTGLPAPTAPASVQ
THHDTDVVVEKIDGDAKAEATPAVPEEEKKGFLEKIKEKLPGGHKKPEDAAAVPVTHAAPAPVHAPAPAA
EEVSSPDAKEKKGLLGKIMDKLPGYHKTGEEDKAAAPSGEHKPRA

>CAI65404.1 dehydrin [Triticum turgidum subsp. durum]
MEDERSTQSYQGGEAAEQVEVTDRGLLGNLLGKKKAEEDKEKQEELVTGMEKVSVEEPEVKKEEHEDGEK
KETLFSKLHRSSSSSSSSSDEEEEEVIDDNGEVIKRKKKKGLKEKLKEQAARPQGYTEGEHVTGLPAPVA
PASVQTHHDTDVVVEKIDGDVKTEAAPAVPEEEKKGFLEKTIKEKLPGGHKKPEDAAPVPVTHAAPAPVHA
PAPSAEEVTIPDPKEKKGLLGKIMDKLPGYHKTGEEDKSAAAAGRAQSQRLNAAVPETRDRTPIELLACV
VFALR

>EAY87014.1 hypothetical protein OsI 08410 [Oryza sativa Indica Group]
MEDERNTESHQGGEAAEQVEVKDRGLEDNLLGRKKDDQPEEKKHEEELVTGMEKVSVEEPKKEEHHAEGE
KKESLLSKLHRSSSSSSSSSSSDEEEEVIDDNGEVVKRKKKKGLKEKIKEKLPGHKDHAGEHAPPPAATG
FPAPAPPASVVTAAPTPAPAPVVTHGDHHHDTAVPVEKIEGDHAKTEATLPHAPEEEKKGFLDKIKEKLP
GGHKKPEDATAVPPPAAAPAAPATTPAPAHPPPATEEVSSPDGKEKKGILGKIMEKLPGYHKGSGEEDKT
AAAATGEHKSSA
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>ABS44866.1 SK3-type dehydrin [Oryza sativa Japonica Group]
MEDERNTESHQGGEAAEQVEVKDRGLEDNLLGRKKDDQPEEKKHEEELVTGMEKVSVEEPKKEEHHAEGE
KKESLLSKLHRSSSSSSSSSSSDEEEEVIDDNGEVVKRKKKKGLKEKIKEKLPGHKDHAGEHAPPPAATG
FPAPAPPASVVTAAPTPAPAPVVTHGDHHHDTAVPVEKIEGDHAKTEATLPHAPEEEKKGFLDKIKEKLP
GGHKKPEDATAVPPPAAAPAAPATTPAPAHPPPATEEVSSPDGKEKKGILGKIMEKLPGYHKGSGEEDKT
VAAATGEHKSSA

>XP 003579810.1 dehydrin COR410 [Brachypodium distachyon]
MEDERNTQSHQAADQVEVTDRGLEDKEFIGKKKEEEDKKQEEVLVTGMEKVSVEEPEVKEEEVHQDGEKKE
SLFTKLOQRSSSSSSSSSDEEEEVIDDNGEVIKRKKKKGLKEKIKEKLPGHKDTEGEHKTAAPTPGPPVPS
HHDDDGAVVVEKIDGEVKTEAPPAPEEEKKGFLEKIKEKLPGGHKKPEDTAAVPVTHGAPAPVHTPGPAA
TEEVSSPEKKGILGKIMDKLPGYHKTPGEEDKAAAGEHKTTA

>AEJ88292.1 cold acclimation protein WCOR410, partial [Agropyron
cristatum]
MEDERSTQSYQGGEADQVEVTDRGLLGNLLGKKKAEEDKQKEEELVTGMEKVSVEEPEVKKEEHEGGEKK
ETLFSKLHRSSSSSSSSSDEEEEEVIGDNGEVIKRKKKKGLRAKLAGHKGTEGEHATGLPAPAAPPSVQT
HGGHHDTDVVVEKIDGDVKTEATPAVPEEEKKGFMEKIKEKLPG

>EAZ24133.1 hypothetical protein 0sJ 07873 [Oryza sativa Japonica
Group]
MEDERNTESHOGGEAAEQVEVKDRGLEDNLLGRKKDDQPEEKKHEEELVTGMEKVSVEEPKKEEHHAEGE
KKESLLSKLHRSSSSSSSSSDEEEEVIDDNGEVVKRKKKKGLKEKIKEKLPGHKDHAAPAPVVTHGDHHH
DTAVPVEKIEGDHAKTEATLPRAPEEEKKGFLDKIKEKLPGGHKKPEDATAVPPPAASPAAPATTPAPAH
PPPATEEVSSPDGKEKKGILGKIMEKLPGYHKGSGEEDKTAAAATGEHKSSA

>EAZ24133.1 hypothetical protein 0sJ 07873 [Oryza sativa Japonica
Group]
MEDERNTESHQGGEAAEQVEVKDRGLEFDNLLGRKKDDQPEEKKHEEELVTGMEKVSVEEPKKEEHHAEGE
KKESLLSKLHRSSSSSSSSSDEEEEVIDDNGEVVKRKKKKGLKEKIKEKLPGHKDHAAPAPVVTHGDHHH
DTAVPVEKIEGDHAKTEATLPRAPEEEKKGFLDKIKEKLPGGHKKPEDATAVPPPAASPAAPATTPAPAH
PPPATEEVSSPDGKEKKGILGKIMEKLPGYHKGSGEEDKTAAAATGEHKSSA

>AWJ68140.1 late embryogenesis abundant [Cleistogenes songorica]
MEDERNTQYHQGGESREKAADQVEVKERGLLDTLLGRKKAPEDQEAKQEEALVSGMENVKVSEPEKHEVK
KEEHEGGEKKESLLAKLHRTSSSSSSSSDEEEEVIDENGEVVKRKRKKGLKEKIKEKLPGHKDHNVEGEH
KPYTPAPVPTHVHQEAEHKPYVPPPAPASVETHAYKEDDDHKAYVPAPAPAPVTTTHVHHEDNAVVVQKV
EETPEKGLLDKIKEKLPGGHKKPEDAAAAAPAAHPPAPHAEDVSSPDGKEKKQGLLGKIMDKIPGYNKSP
AEEDHKSATAAGEHKTSS

>XP 004953407.1 dehydrin COR410 [Setaria italica]
MEDERNTQLHHQOGGEAQEKAADQVEVKDRGILDTLLGRKKPEDQEKKQEEELVTGMEKVTVAEPEKHEHK
KEEHEAGEKKESLLAKLHRTSSSSSSSSDEEEEVIDENGEIVKRKKKKGLKEKIKEKLPGHKDHAEGEHH
TAVPAPAPAPVETHAYKEDDHKPYVPAPAPPPVETHVHHHDHAVVVQKIEDDAKTDAPPAPEEEKKGLLD
KIKEKLPGGHKKPEDAAGAPAVHAPAPTPHTEDVSSPDGKEKKGLLGKIMDKIPGYNKGSGEEDHKAAGA
AAGEHKTTSS

>ACG38560.1 dehydrin COR410 [Zea mays]
MEDERNTQQHQGGEAQQDAADQVDVKDRGLLDSLLGRKKHDDDQEKKKQTDELATGMEKVTVSEPEKHGH
KEEEHEVVGEKKEGLLAKLHRTSSSSSSSSDEEEEATIDENGEI TKRKKKKMGLKEKLKEKLPGHKDGHHT
AAPSPAPAPVETHAHHQEEAHRPHVVPTPAPPPPPHVHQHDHGVVVQODDVKTGTPPHAPEEEKKGLLDKI
KEKLPGGHNKKPEAAAAAAPAPPVHAPAPAPQAENVSSPDGKEKKGGLLGKIMDKIPGYHKSSAEEADHK
ADAAGEHRTSS
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>PUZ76987.1 hypothetical protein GQ55 16334500 [Panicum hallii var.
hallii]
MEDERSTQHHQVGEAQEKAAGHVEVKDRGILDTLLGRKKPEDQEKQQPEEELVTGMEKVTVAEPEKHEHK
KEEHETGEKKESLLAKLHRTSSSSSSSSDEEEETIDENGE IVKRKKKKGLKEKIKEKLPGHKDHAEGEHH
AAVPAPAPAPVGTHAYKEEEHKPYVPAPAPPPAVETHVHHHDHAVVVQKVEDDAPPAPEEEKKGLLDKIK
EKLPGGHKKPEDAAPAVHAPAPAPAPHAEDVGSPDGKEKKGLLGKIMDKIPGYNKGSGEEDHKAAGGEHK
TSSS

>XP 006435313.1 phosphoprotein ECPP44 [Citrusclementinal
MAEEIKKQOKSHEYEPSVGTEGAVETKDRGMLDFLGKKEEEKPQHHDQGVIATEFEKVHVSEPQPKVEEH
RKEEKEEEKKPGFLDKLHRSTSSSSSSSDEEEGDDEEKKKKKKEKKGLKEKLKEKISGEKEEDTTVPVEK
LDDVHAPHHOEEAHPEEKKGFLNKIKEKLPGOQKKPEDHQVPSPAAAEHPTSVEAPEAEAKEKKGILEKL
KEKLPGYHPKSEDEKDKDKETAA
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