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INTRODUCTION

Les cultures céréalieres sont capables de faire face aux pathogénes et aux divers stress
abiotiques afin de garantir la sécurité alimentaire a I'échelle mondiale. En Algérie, le
rendement du blé est gravement affecté, ces dernieres années, par le changement climatique et
par les maladies fongiques dont les rouilles, dans lesquelles différentes voies de signalisation
des régulateurs de croissances sont impliquées. Les facteurs de transcription jouent un role
essentiel dans la régulation de I'expression génique de ces derniers. lls jouent le réle
d'interrupteurs moléculaires capables d'activer ou de réprimer les genes en réaction a des

stimuli environnementaux.

Parmi les facteurs de transcription qui interviennent dans la protection des plantes vis-
a-vis les stress biotiques et abiotiques on trouve les familles TIFY et WRKY. Ces facteurs
sont présents exclusivement chez les plantes. Les TIFY ou (TF, anciennement ZIM) sont
impliqués dans les voies de signalisation des phytohormones ou régulateurs de croissance
ainsi que les facteurs WRKY ont diverses fonctions biologiques et constituent 1’une des plus

grandes familles de régulateurs transcriptionnels.

Ces deux familles de facteurs de transcription ont été étudiées chez de nombreuses
plantes, mais il manque des travaux décrivant leurs structures moléculaires et leurs fonctions

exactes chez le blé.

Néanmoins, I'utilisation de la bioinformatique a bouleversé le domaine de la recherche
biologique, offrant la possibilité de manipuler et d'analyser des ensembles de données de plus

en plus volumineux et complexes.

Cette approche bioinformatique est importante car elle peut étre combinée avec
'amélioration génétique du blé afin d’accélérer le développement des variétés de blé plus
résistantes. Cela peut entrainer une diminution des pertes de récoltes et ainsi aider a assurer la
sécurité alimentaire mondiale face a des conditions environnementales imprévisibles et

évolutives.

Le but principal de cette recherche consiste a identifier de nouveaux génes des deux familles
TIFY et WRKY dans le génome du blé tendre en utilisant des approches in silico. A l'aide
d'outils bio-informatiques, nous avons (i) extrait les sequences protéiques annotées sur des
bases de données de la protéomique UniProt et EnsemblPlants, (ii) identifié les domaines
fonctionnels, les motifs et aussi les matrices protéiques conservés, (iii) procédé a des
alignements multiples pour la reconstruction phylogénétique, et (iv) localisé les genes

identifiés sur les 21 chromosomes du blé. Cette étude aide a approfondir nos connaissances
1



sur les réseaux de signalisation des facteurs de transcription a travers les TIFY et les WRKY

des plantes, ainsi qu'a élaborer des stratégies pour améliorer les variétés résistantes aux stress.

Ce mémoire est structuré en quatre chapitres principaux. Le Chapitre 1 présente une
revue bibliographique sur le blé, son cycle de développement, les défis du séquencage de son
génome et les stratégies pour une sécurité alimentaire durable. Le Chapitre 2 décrit les outils
bio-informatiques utilisés pour I'étude des genes TIFY et WRKY. Le Chapitre 3 détaille le
mateériel et les méthodes utilisés, incluant les bases de données, les logiciels, et les techniques
d'analyse. Enfin, le Chapitre 4 présente les résultats des analyses et discute de leur importance
pour la compréhension des mécanismes de défense du blé et I'amélioration génétique des

cultures.



Chapitre 1 : Revue
bibliographique



Chapitre 1 : revue bibliographique
1. Le blé

L'étude du genome du blé et de son expression génique permet non seulement de répondre
aux défis agricoles actuels et futurs mais également d'offrir des perspectives pour le
développement de variétés de blé plus résilientes et plus productives(Appels et al., 2024)

1.1. Généralité:

Le blé (Triticum aestivum) est I'une des céréales les plus importantes au monde,
principale source de nourriture pour une grande partie de la population mondiale, servant de
base a de nombreux aliments comme le pain, les pates et les gateaux. Il joue un réle essentiel
dans la sécurité alimentaire mondiale(Dreisigacker et al., 2016)

1.2. Cycle de développement :

Le cycle de développement du blé (Triticum aestivum) comprend plusieurs étapes
principales telles que la germination, la croissance végétative, le tallage, I'épiage, la floraison,
la fécondation et la maturation du grain. Des facteurs environnementaux tels que la
température, la  lumiere et  I'humidité  influencent  significativement  ce
développement.(McMaster, 2009)

1.3. Séquencage du blé :

Le retard dans le séquencage du génome du blé s'explique par trois défis majeurs : sa
taille immense, sa nature polyploide et ses origines hybrides. Le génome est cing fois plus
grand que celui de I'nomme, d'une taille d'environ 17 Gb, hexaploide, constitué de trois
ensembles de chromosomes homologues. Il est le fruit de deux phénomeénes d'hybridation
survenus il y a environ 0,8 a 0,5 million d'années et 8 a 10 000 ans, avec des espéces
parentales différentes. En dépit de ces difficultés, le génome du blé contemporain a été
réorganisé de maniere structurelle et fonctionnelle afin d'atteindre une composition stable.
Toutefois, la grande similitude entre ses sous-génomes rend complexe l'assemblage du
séquencage génomique et la détermination des genes spécifiques a ces sous-génomes.(Appels
etal., 2024)

En 2018, une sequence de génome de référence pour le blé tendre (Triticum aestivum)
a été  publiée par le Consortium international pour le séquencage du génome du blé. Ce
succes remarquable a été le résultat de treize années d'efforts internationaux consacrés a la
création d'une séquence génomique associée a des cartes génotypiques/phénotypiques pour
améliorer la comprehension des caractéres et accélérer les progres dans I'amélioration

génétique du blé.(Appels et al., 2024)



1.4, Origine du blé :

Le blé tendre, également appelé Triticum aestivum, est le fruit d'une double

hybridation. Deux Poacées sauvages, Triticum urartu (une forme sauvage de Triticum

[A] B [D]

~6.5
T. urartu ; \\')
T. monococcum | A- spéltoides I
(AA) (BB) A. tauschii A
T. turgidum (DD)

(a) T. durum

(AABB)

T. aestivum (AABBDD)

AA

Génome de Triticum aestivum (AABBDD) (C)
24 3A 4A SA  6A TA

RTITE
LI
b0 60 08 06 00 46 1 =

Figure 1: Origine et caryotype et evolution des génomes du ble tendre
(Triticum aestivum)

O"W

AABBDD

monococcum) et une égilope non encore identifiée mais proche d'Aegilops speltoides, se sont
croisées spontanément il y a environ 200 000 a 300 000 ans, ce qui a donné naissance a
I'’Amidonnier sauvage Triticum dicoccoidesl. Cet hybride tétraploide a été croisé avec une
autre égilope diploide, Aegilops tauschii, moins de 10 000 ans plus tard, pour donner
naissance au blé tendre Triticum aestivum hexaploide(El Baidouri et al., 2017) , (voir la
figure 1) (Titouan, 2016)

Cette figure schématise l'origine et I'évolution des génomes portés par différentes

especes de blés, en particulier le blé tendre (Triticum aestivum).

(@) la figure catégorise les différentes espéces de blés en fonction de leur niveau de ploidie et
des génomes qu'elles portent (A, B et/ou D). Par exemple, T. urartu porte le génome A, Ae.

Speltoides le génome B, et Ae. tauschii le génome D.



(b) la figure illustre le caryotype du blé tendre hexaploide (Triticum aestivum), avec ses 21
paires de chromosomes réparties en trois sous-génomes homologues (A, B et D).

(c) une figure détaillée représente I'histoire évolutive des blés, montrant les dates estimées en
millions d'années pour les événements clés de divergence et d'hybridation entre les lignees
porteuses des différents génomes. On peut voir comment les génomes A, B et D se sont

progressivement combinés, aboutissant au génome hexaploide AABBDD du blé tendre actuel.

Cette figure synthétise donc de maniere visuelle les origines distinctes des trois sous-
génomes du blé tendre, leur évolution paralléle au fil du temps, ainsi que les événements
d'’hybridation interspéecifique qui ont conduit a la formation de cette espéce polyploide
complexe. Elle met en évidence I'apport de différentes lignées ancestrales dans la composition

génomique actuelle du blé cultivé.(Titouan, 2016)

1.5. Complexité et Structure du Génome du Blé :

Le génome du blé est hexaploide, signifiant qu'il comprend trois paires de
chromosomes homologues, nommés sous-génomes A, B et D (The International Wheat
Genome Sequencing Consortium (IWGSC) et al., 2018).

Il contient 107,891 génes de haute confiance qui ont été identifiés et annotés, ce qui
fournit une vue approfondie des éléments génétiques responsables des traits agronomiques
importants(The International Wheat Genome Sequencing Consortium (IWGSC) et al., 2018).

Les genes sont accompagnés de leurs séquences régulatrices, qui sont cruciales pour
comprendre quand et ou les genes sont activés ou désactivés au cours du développement de la
plante et en réponse a l'environnement (The International Wheat Genome Sequencing
Consortium (IWGSC) et al., 2018).

1.6. Impact de I’édition de la carte de référence du genome de
Triticum sur son Amélioration :

Avec la séquence de référence du génome du blé maintenant disponible, les
sélectionneurs peuvent précisément identifier les génes et les régions du génome qui
influencent des traits importants comme la résistance aux maladies, la tolérance aux stress
abiotiques, la qualite de la récolte et les rendements. Cette connaissance permet une sélection
ciblée et ainsi I'accelération de I'amélioration génétique du blé pour répondre aux défis de la
production alimentaire mondiale(The International Wheat Genome Sequencing Consortium
(IWGSC) et al., 2018).



Cet accés a une information génomique détaillée conduit a Il'intégration de nouvelles
plateformes de marqueurs ADN et a I'adoption de technologies d'élevage innovantes, comme
I'édition génomique. Le génome annoté aide aussi a découvrir les réseaux de Co expression
génique qui contrblent les traits complexes, tels que le rendement, permettant des gains
génétiques plus rapides et des variétés de blé améliorées plus adaptées aux environnements
changeants et aux besoins alimentaires (The International Wheat Genome Sequencing
Consortium (IWGSC) et al., 2018).

1.7. Le blé au niveau mondial :

Au niveau mondial, la production de blé en 2023 est estimée a 777 millions de tonnes
L'utilisation mondiale totale du blé est stable en 2023/24 a 780 millions de tonnes(Food
Outlook — Biannual Report on Global Food Markets, 2023).

Les 10 principaux pays producteurs de blé au monde, en termes de rendement
total en tonnes pour la période 2000-2020 sont : Chine, I'Inde, Russie, les Etats-Unis.
France, Canada, I'Allemagne, I'Australie et 1’Ukraine (voir la figure 2). (Kashish
Rastogi & Carmen Ang, 2022).

Rank Country Continent Total yield (tonnes, 2000-2020) % of total (2000-2020)
#1 @@ China Asia & 2.4B 17.0%
Oceania
#2 = India Asia & 1.8B 12.5%
Oceania
#3 == Russia Asia & 1.2 B 8.4%
Oceania
#4 | U.S. Americas 1.2 B 8.4%
#5 80 France Europe 767 M 5.4%
#6 0 Canada Americas 571 M 4.0%
#7 - Europe 491 M 3.5%
Germany
#8 Asia & 482 M 3.4%
Pakistan Oceania
#9 = Asia & 456 M 3.2%
Australia Oceania
#10 "= Ukraine Eurcpe 433 M 3.1%

Figure 2: Les 10 principaux pays producteurs de blé au monde, en termes de
rendement total en tonnes pour la période 2000-2020 selon FAO2023.

1.8.Le blé en Algérie :




La filiere de blé est essentielle pour I'Algérie, ayant un réle clé dans I'alimentation
nationale. La production de blé fait face a une forte dépendance aux importations pour
répondre aux besoins locaux, ce qui souleve des questions de sécurité et de souveraineté
alimentaires(Bekkis et al., 2022).

1.8.1. La culture du blé en Algérie :

Principalement pluviale, avec une production sujette aux aléas climatiques. Des
limitations telles que le manque de mécanisation et une intensification agricole insuffisante
entravent la production, bien que celle-ci ait montré une croissance, indiquant le potentiel
d'accroitre l'autosuffisance et de diminuer les importations. D'apres les données de la DSASI,
la moyenne de production de blé entre 2009 et 2019 était de 3,04 millions de tonnes sur une
superficie de 1,7 million d'hectares, avec un rendement moyen de 1,73 tonne par
hectare(Bekkis et al., 2022).

1.8.2. Stratégies pour une securité alimentaire durable :

Cependant, il est important de noter que la demande de blé en Algérie continue
d'augmenter en raison de la croissance démographique, rendant difficile la réduction de la
dépendance aux importations sans accroissement conséquent de la production locale. La
politique du gouvernement algérien a historiqguement veillé a assurer la base alimentaire de la
population a travers des importations massives de céréales via I'Office Algérien
Interprofessionnel des Céréales, qui coordonne l'importation et la régulation du marché
céréalier (Bekkis et al., 2022).

2. Les problémes liés aux stress biotiques et abiotiques :

Le blé fait face a plusieurs défis en raison de stress biotiques et abiotiques, ainsi que
de conditions climatiques changeantes, et I'amélioration génétique du blé est considérée
comme l'approche la plus durable pour développer des cultivars résistants aux changements

climatiques avec un rendement amélioré(Appels et al., 2024)
2.2. Stress biotiques

Les problemes liés aux stress biotiques chez le blé comprennent les maladies
provoquées par divers pathogénes comme les champignons, les virus et les bactéries, en plus
des infestations par des insectes qui peuvent réduire significativement les rendements(Appels
et al., 2024)



2.2. Stress abiotiques

Les stress abiotiques, quant a eux, sont déclenchés par les conditions
environnementales extrémes ou défavorables telles que la secheresse, les exces de sel dans le
sol, les températures extrémes et les déséquilibres nutritionnels qui affectent négativement la

croissance et la productivité du blé(Roy et al., 2011)

Pour faire face a ces pressions, nous pouvons utiliser des signes spéciaux dans les
genes et ajouter des éléments positifs provenant d’autres plantes ou types capables de gérer
ces probléemes. De cette facon, nous pouvons rendre le blé plus fort et plus résistant a ces

problemes.(Appels et al., 2024)
3. Les facteurs de transcriptions :

Les facteurs de transcription sont des protéines qui se lient a des séquences spécifiques
d'’ADN pour réguler I'expression des génes. Ils jouent un réle clé dans de nombreux processus
biologiques tels que la différenciation cellulaire, le développement, la réponse au stress et le
métabolisme(Maizel, 2006)

3.1. TIFY dans le blé :

Les facteurs de transcription TIFY chez le blé jouent un réle important dans la
médiation des réponses aux stress biotiques et abiotiques, régulant la transcription dans
diverses voies de signalisation des phytohormones. Ils sont impliqués dans le contrdle des
réponses aux maladies telles que la rouille, ainsi que dans la réaction aux conditions de stress
abiotiques (Xie et al., 2019)

La famille de protéines TIFY se divise en plusieurs sous-familles basées sur des
caractéristiques phylogénétiques et des domaines conserves, notamment la subfamille JAZ, la
sous-famille PPD, et la sous-famille ZML. Chacune a des roles spécifiques dans la régulation
des voies de signalisation des phytohormones et dans la réponse aux facteurs de stress. Les
genes TIFY en blé sont étudiés pour déterminer leur fonctionnement et structure moléculaire,
et fournissent des informations fondamentales sur les caractéristiques et fonctions putatives
des genes TIFY dans le blé(Xie et al., 2019)



3.1.1. Structure et Caractérisation :

Domaine TIFY Identifié comme une séquence de 36 acides aminés formant un motif
conservé. Cette séquence peut varier, mais inclut généralement un résidu de glycine

hautement conservé.(Singh & Mukhopadhyay, 2021).

Les génes TIFY présentent une répartition arbitraire a travers les chromosomes du ble, et des
analyses de synténie ont révélé des séquences orthologues chez d'autres
monocotylédones.(Singh & Mukhopadhyay, 2021)

3.1.2. Roéle dans la Réponse au Stress :

Les TIFY chez le blé jouent un réle important dans la médiation des réponses aux

stress biotiques et abiotiques et surtout jouent un rdle sur(Singh & Mukhopadhyay, 2021) :

e Réponse a la Rouille des Feuilles :

L'expression des genes TIFY est modifiée en cas d'infestation par la rouille des
feuilles, ce qui indique leur implication dans la défense végétale (Singh &
Mukhopadhyay, 2021).

e Interactions Hormonales :

Les TIFY sont impliqués dans la modulation des réponses aux régulateurs de
croissance telles que l'acide jasmonique, essentiels pour la réponse aux agressions et le

développement des plantes(Singh & Mukhopadhyay, 2021)

3.1. WRKY dans le blé :

Les facteurs de transcription WRKY sont un grand groupe de protéeines régulatrices
chez les plantes et ont été initialement identifiés dans la patate douce comme des protéeines de
liaison a I'ADN. Ils sont caractérisés par un domaine WRKY contenant la séquence d'acides
aminés WRKYGQK, qui leur permet de se lier au motif W-box dans le promoteur des génes

cibles, régulant ainsi leur expression(Ye et al., 2021)



Les protéines WRKY sont impliquées dans diverses réponses au stress, y compris aux
stress abiotiques comme la sécheresse et la salinité(Ye et al., 2021)

Chez le blé, la famille des génes TaWRKY joue un réle important dans ces réponses au
stress (une fonction dans l'accroissement de la tolérance a la sécheresse et a la salinité en étant

fortement induit apreés les traitements de polyéthylene glycol et de sel)(Ye et al., 2021)

3.2.1. Structure et Caractérisation des facteurs de transcription
WRKY dans le blé

e Domaine WRKY Typique :

Les facteurs de transcription WRKY dans le blé possedent un domaine typique qui se
compose d'environ 60 acides aminés, comprenant un motif de liaison a I'ADN de type doigt
de zinc (C2H2 ou C2HC). Ce domaine est capable de se lier aux éléments W-box des régions

promotrices de genes cibles (Ye et al., 2021).
e Classification :

La famille des génes WRKY dans le blé, comme dans d'autres especes, peut étre
classée en trois groupes principaux, basés sur le nombre de domaines WRKY et les motifs de
doigts de zinc (Ye et al., 2021).

3.2.2. Réle des facteurs de transcription WRKY dans la Réponse au

Stress dans le blé :

La famille des genes TaWRKY joue un réle important dans ces réponses au stress par
exemple :

e Réponses au Stress Abiotique :

Les membres de la famille des genes WRKY sont impliqués dans les réponses au stress
abiotique, notamment la sécheresse et la salinité. Ces genes peuvent étre fortement induits par
des traitements tels que le polyéthylene glycol, qui simule la sécheresse, et les traitements
salins (Ye et al., 2021).

e Amélioration de la Tolérance au Stress :
La surexpression de certains génes WRKY dans des plantes modeles, comme dans le cas

de TaWRKY75-A, a montré une augmentation de la tolérance face a la secheresse et au sel.
10



Cela suggeére que de tels facteurs de transcription peuvent étre des candidates potentielles pour
I'amélioration génétique de la résistance aux stress abiotiques dans les cultures de blé (Ye et
al., 2021).
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Chapitre 2 : les logiciels



1. EnsemblPlants :

Ensembl Plants est une plateforme bioinformatique qui fait partie du projet Ensembl et
se concentre spécifiquement sur la génomique des plantes. Elle offre des données génomiques
a I'échelle du génome pour une variété d'especes végétales. Les utilisateurs de Ensembl Plants
peuvent explorer des sequences de génome, des modeles de génes, et des annotations

fonctionnelles pour chaque espece incluse(Dijk, 2017).

En plus des données de base, la plateforme offre également des informations sur les
variations génétiques, comme les loci polymorphes, et pour certaines especes, elle inclut des
détails supplémentaires tels que la structure de la population, les génotypes, les liens

génétiques et les données phénotypique(Dijk, 2017).

EnsemblPlants est disponible sur le site : https://plants.ensembl.org/index.html.

2. UNIPROT :

UniProt est une base de connaissances qui propose des informations détaillées sur les
protéines. Elle fournit une description de la fonction des protéines, et des annotations liées a

des maladies ou des phénotypes associés(The UniProt Consortium et al., 2021).

Elle renseigne également sur les modifications post-traductionnelles, les niveaux
d'expression de 'ARNm et de la protéine, les interactions protéiques, la structure de la
protéine, et offre des données sur les familles et domaines protéiques(The UniProt
Consortium et al., 2021).

Les séquences de protéines et les isoformes sont également inclus, ainsi que des liens

vers des protéines similaires(The UniProt Consortium et al., 2021).

UniProt est disponible sur le site : https://www.uniprot.org/(The UniProt Consortium
etal., 2021).

3. Prosite :
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PROSITE consiste en des entrées de documentation qui décrivent les domaines protéiques, les
familles et les sites fonctionnels, ainsi que des motifs et profils associés pour les
identifier(Sigrist et al., 2010).

Outil ScanProsite offre des fonctionnalités supplémentaires telles que la possibilité de
rechercher des sites actifs ou des liaisons disulfures associés a des domaines

spécifiques(Sigrist et al., 2010).

Les signatures de PROSITE sont également associées a ProRule, qui contient des
informations pour I'annotation automatisée des domaines dans la base de données
UniProtKB/Swiss-Prot. PROSITE aide a l'annotation de caractéristiques de domaine des
entrées de Swiss-Prot, en utilisant des descripteurs PROSITE a travers les informations de
ProRule(Sigrist et al., 2010).

Pour accéder a PROSITE et a ses ressources, Vous pouvez Vvisiter le site

http://www.expasy.org/prosite/(Sigrist et al., 2010).

4. MEGA 11 :

MEGAI11 est un logiciel qui offre une vaste collection de méthodes et outils pour
I'analyse moléculaire évolutive. Il est congu pour la construction de "timetrees" pour des
especes, des pathogenes et des familles de génes. Version 11 inclut des méthodes pour estimer
les temps de divergence et les intervalles de confiance en utilisant des densités de probabilité
pour les contraintes de calibration pour le datage nodal et les dates d'échantillonnage des

séquences pour les analyses de datage de pointe(Tamura et al., 2021).

MEGAL1 comporte une interface graphique améliorée et est disponible pour les
systemes d'exploitation Windows, Linux et macOS. Il offre également une réduction
significative des besoins en mémoire pour I'analyse de maximum de vraisemblance, ce qui le

rend plus efficace pour le travail avec de grands ensembles de données(Tamura et al., 2021).

Les versions graphiques et en ligne de commande de MEGAL11 sont disponibles sur le

site www.megasoftware.net.

5.MG2C :

MG2C est un outil en ligne convivial qui simplifie le processus de création de cartes

génétiques. Développé avec les langages PERL et SVG, il permet aux utilisateurs de générer

13


http://www.megasoftware.net/

des cartes génétiques standard en fournissant simplement I'emplacement des génes et la
longueur du chromosome, sans nécessité pour [l'utilisateur d'écrire du code

supplémentaire(Chao et al., 2021).

L'interface de MG2C comprend trois sections : saisie des données, sortie des données,
et parameétres ou les utilisateurs peuvent ajuster les paramétres selon leurs besoins. La carte
génétique est générée au format SVG qui peut ensuite étre modifiee avec d'autres outils de

traitement d'image(Chao et al., 2021).

Cette plateforme est particulierement utile pour les chercheurs sans compétences en
programmation et vise a économiser du temps dans I'analyse des données génétiques. MG2C
a fonctionné sans interruption depuis 2015 et continue d'étre mise a jour pour améliorer ses

fonctionnalités et maintenir sa gratuité(Chao et al., 2021).

Pour accéder a WebLogo et wvous pouvez visiter le site

http://mg2c.iask.in/mg2c_v2.1/.
6. WeblLogo :

WebLogo est un genérateur de logos de séquences qui produit des représentations

graphiques des motifs dans un alignement de sequences multiples.

Il crée des logos qui montrent des piles de lettres, ou chaque pile correspond a une position
dans la séquence alignée. La hauteur d'une pile indique la conservation de la séquence a cette
position, et la hauteur des symboles a l'intérieur de la pile refléte la fréquence relative de
I'acide aminé ou de I'acide nucléique correspondant(Crooks et al., 2004).

Les logos de séquences fournissent une représentation plus riche et précise que les
séquences de consensus. lls révelent rapidement des caractéristiques significatives de

I'alignement qui sont difficiles a percevoir autrement(Crooks et al., 2004).

Les logos de WebLogo peuvent étre utilisés pour interpréter la liaison spécifique d'une
protéine, comme le CAP, a son site de reconnaissance de I'ADN. Des caractéristiques telles
que la conservation des acides aminés importants pour la structure ou la fonction peuvent étre

mises en lumiére par les logos de protéines(Crooks et al., 2004).

WebLogo definit la conservation de la séquence a une position donnée en tant que

différence entre I'entropie maximale possible et I'entropie de la distribution observée. Cela se
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calcule en bits et donne une mesure du contenu informatif de la séquence a chaque
position(Crooks et al., 2004).

Pour accéder a WeblLogo et vous pouvez visiter le  site

https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi(Crooks et al., 2004).

7. UGENE:

UniProt UGENE est une suite bioinformatique open source qui intégre des outils
populaires ainsi que des instruments originaux pour les biologistes moléculaires au sein d'une
interface utilisateur unifiée. Il offre une large gamme de fonctionnalités, y compris différents
types de visualisation et de traitement des flux de données de travail. UGENE est également
multiplateforme, développé principalement avec le framework Qt, et il est distribué

gratuitement sous les termes de la GNU General Public License, v. 2.0(Protsyuk et al., 2015).

UGENE permet la création de bases de données partagées dans lesquelles les
utilisateurs peuvent simultanément interagir avec des données telles que des séquences, des
annotations et des alignements multiples. Cela favorise la collaboration en éliminant la
nécessité de copier les données sur chaque poste de travail et en simplifiant la synchronisation
en cas de modifications. Les bases de données peuvent stocker des millions d'objets et

peuvent étre mises en place méme par des utilisateurs inexpérimentés (Protsyuk et al., 2015).

Pour télécharger UGENE visitez le site
https://doc.ugene.net/wiki/display/UM/Unipro+UGENE+User+Manual(Protsyuk et al., 2015)
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Chapitre 3 : Matériel et
Methodes



1. Matériel et Méthodes :

Cette étude a été menée en adoptant une approche bioinformatique méticuleuse des
genes WRKY et TIFY, qui participent a la réaction du blé tendre cultivé Triticum aestivum aux
stress biotiques et abiotiques. L’objectif majeur consistait a rédiger la nature moléculaire, la

fonction putative, et I’évolution des ces sous-réseaux des facteurs de transcription importants.

1.1. Matériel :

Diverses ressources bio-informatiques ont été utilisées dans cette étude. En se basant
sur des séquences annotées du génome du blé (Triticum aestivum L.), telles que les bases de
données UniProt et EnsemblPlants, ainsi que des logiciels spécialisés tels que PROSITE,
MEGA, MG2C, WebLogo et UGENE. Grace a ces outils, il a été possible d'analyser de
maniére approfondie les séquences protéiques, les domaines fonctionnels, la phylogénie, la
cartographie chromosomique et les motifs conservés des genes WRKY et TIFY chez le blé

tendre (Triticum aestivum).

1.1.1. Bases de données utilisées :

e UniProt (https://www.uniprot.org/)

e EnsemblPlants (https://plants.ensembl.org/)

1.1.2. Logiciels et outils bio-informatiques :

e PROSITE (https://prosite.expasy.org/) pour l'identification des domaines fonctionnels

e MEGA 11 (https://www.megasoftware.net/) pour les alignements multiples et la

reconstruction phylogénétique

e MG2C (http://mg2c.iask.in/) pour la cartographie génétique

e WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/) pour I'analyse des motifs protéiques

e UGENE (https://ugene.net/) pour les études statistiques et I'analyse des matrices de

fréguence

1.1.3. Environnement informatique :

Ordinateur avec un systéeme d'exploitation compatible (Windows).

Acces a Internet pour l'utilisation des outils en ligne.

Espace de stockage suffisant pour les données de séquences et les analyses.
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1.2. Méthodes :

Les différentes approches bio-informatiques utilisées dans cette étude ont été
combinées afin de caractériser les genes WRKY et TIFY du blé tendre. D'abord, on a extrait
les séquences protéiques de bases de données importantes, puis on les a analysées afin de
repérer les domaines fonctionnels en utilisant PROSITE. Un nettoyage des données et la
création d'alignements multiples sous MEGA ont permis de réaliser des reconstructions
phylogénétiques. On a procedé a la cartographie chromosomique en utilisant MG2C, tandis
que WebLogo a éte utilisé pour étudier les motifs protéiques conservés. Finalement, UGENE
a eté utilisé pour effectuer des analyses statistiques approfondies, y compris les matrices de

fréquences des acides aminés.

1.2.1. Méthode de collecte des données :

Les séquences protéiques complétes des génes WRKY et TIFY de T. aestivum ont été
extraites sous format FASTA provenant de deux bases de données de référence distinctes
Uniprot et EnsemblPlants dont on a utilisé les mémes étapes pour les deux familles de genes
WRKY et TIFY.

«* UniProt :

Il s’agit d’une ressource présentant des séquences protéines annotées, contenant des
informations détaillées sur les fonctions putatives des protéines, les domaines protéiques

identifiés et d’autres métadonnées de valeur.

Pour constituer le jeu de données de séquences protéiques des genes WRKY et TIFY chez

Triticum aestivum, les étapes suivantes ont été suivies :

e Interrogation de la base UniProt via son site web et son outil de recherche
e Utilisation des mots-clés "WRKY", "TIFY" et "Triticum aestivum" pour la requéte
(Filtre by taxonomy).

e Téléchargement de tous les entrées correspondantes au format FASTA
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Figure 4_: Recherche par taxonomie des génes TIFY de Triticum aestivum.
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Cette base de donnees est dédiée aux génomes de plantes et contient les sequences
génomiques et protéiques les plus récentes et régulierement mises a jour de T. aestivum et

d’autres especes végétales.
Les étapes clés ont été les suivantes :

e Acces a la base de données génomiques EnsemblPlants via son interface en ligne

e Sélection de I'espéce "Triticum aestivum™ dans le menu déroulant

e Récupération des protéiques prédites pour les genes WRKY (520 Seq) et TIFY (108
Seq) au format FASTA un par un.

EnsemblPlants v HMMER | BLAST | BioMart | Tools | Downloads | Help & Docs

Search: | Triticum aestivum v | for

WRIKY

e.g. Carboxy* or chx28

Figure 7 : accéder sur le moteur de recherche de la banque des données
EnsemblPlants.

EnsembliPlants y HMMER | BLAST | BioMart | Tools | Downloads | Help & Docs | Blog
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New Search Search results for 'WRKY"
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% Configure this page TraesCS53A02G111200
ﬁ Custom tracks Description WRKY transcription factor [Source:UniProtkB/TrEMBL; Acc: A3FBG1]
Gene ID TraesCS3A02G111200
tl Export data Species Triticum aestivum
«= Share this page Location JATET10172-78711132
Fr Bookmark this page TraesCS5D02G190800
Ensembl Plants is produced in Description WRKY transcription factor [Source:UniProtKB/TrEMBL: Acc: ADMAV0]
collaboration with Gramene Gene ID TraesCS5002G190800
Species Triticum aestivum
Location 5D0:293163169-293165291
TraesC52D02G168600

Figure 8: Résultat de recherche de WRKY sur EnsemblPlants.
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I B e Name Transcript ID bp  Protein Biotype UniProt Flags

TraesC53A02G111200.1| 961

225aa | Protein coding A3FBG1 | Ensembl Canonical
< Share this page
Summary @
Fr Bookmark this page

Figure 9: données d’un géne WRKY du Triticum aestivum sur EnsemblPlants.

Export Configuration - Feature List
O Tp

For sequence export, please go to the relevant sequence page (see lefthand menu) and use the new "Download sequence” button

Transcript to export: TraesCS3A02G111200 1

Qutput: ‘ FASTA sequence v|*

Strand: ‘Feature strand v|’

5" Flanking sequence {upstream): 0 * (Maximum of 1000000)

3' Flanking sequence (downstream): 0 * {Maximurm of 1000000)
Einlde marknd ® arn cnmiend

Figure 10 : Récupération des protéiques prédites pour un géne WRKY au
format FASTA

1.2.2. Méthode d’identification des domaines fonctionnels

by

Grace a [l'outil bioinformatique Prosit (https://prosit.univ-mrs.fr/), les domaines
fonctionnels potentiellement présents dans les séquences protéiques des génes WRKY et
TIFY ont été prédits. Cet instrument offre la possibilité de repérer les motifs de liaison a
I'ADN spécifiques des facteurs de transcription, les domaines d'interaction entre les protéines
et les protéines, ainsi que d'autres signatures fonctionnelles essentielles. Il est crucial de
maitriser ces domaines afin de faire des hypothéses sur les mécanismes moléculaires sous-

jacents qui régulent I'expression génique de ces protéines. Les étapes suivies sont :

Accéder a I'outil Prosite via le lien https://prosite.expasy.org/scanprosite/

e Dans I'étape 2, sélectionner I'option 1 "Submit PROTEIN sequences to scan them against
the PROSITE collection of motifs".
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e Sélectionnez la zone de texte pour ajouter vos séquences protéiques au format FASTA ou
charger un fichier FASTA contenant les séquences. Prosite peut prendre jusqu'a 10
séquences simultanément.

Nos besoins :

Exclure les motifs ayant une forte probabilité d'occurrence (moins spécifiques),
Exclure les profils (inclure uniquement les motifs), Exécuter I'analyse en haute sensibilité
pour détecter les correspondances faibles avec les profilsO

e Dans I'étape 4, choisir les formats de sortie désirés : (Vue graphique, Vue simple, Texte
FASTA, Tableau, Liste des correspondances

e Clique sur “START THE SCAN *.

preSite

e B Qo= = Frouls @) Dccumentaton @ Dowica @ = Cortac

[Search PROSITE | Search |

ScanProsite tool

This form requires to have JavaScript enabled fo work correctly.

This form allows you to scan proteins for matches against the PROSITE collection of motifs as well as against
your own patterns.

@® Qption 1 - Submit PROTEIN sequences to scan them against the PRQSITE collection of motifs.
© Option 2 - Submit MOTIFS to scan them against a PROTEIN sequence database.
O Option 3 - Submit PROTEIN sequences and MOTIFS to scan them against each other.

Figure 11 : page d’accueil de site Prosite.

praSite

a ~

Ay rome @ ScanProse Q Erons= ¥ e ProRuis (8 oseumenation & Downloas [ e

[Search PROSITE [ Search |

ScanProsite user database submission form

\ Chaisir un fichier \ uniprotkb...5_16.fasta select your FASTA file (max 16MB)

| Submit || Reéinitialiser |
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Figure 12 : Formulaire de soumission de fichier FASTA des géenes TIFY chez T.
Aestivum au ScanProsite.



praSite

A

Ay rome @ SeanFroste Q Brous= ¥ =k Frofule w {8 Documentztion Y Dovnioads @

[Search PROSITE |[ Search |

ScanProsite user database submission results page

Data submitted successfully (105 entries)
Your user database code is:
9cYrQBxFdF

Copy-paste this code in ScanProsite ['If you already have a code for your database, enter the code:'] to perform a scan against
this database.

Figure 13 : Page de résultats de soumission de fichier FASTA des genes TIFY
chez T. Aestivum au ScanProsite.

STEP 1 - Submit PROTEIN sequences [ help |

) Submit PROTEIN sequences (max. 10)
® Submit a PROTEIN database (max. 16MB) for repeated scans (The data will be stored on our server for 1 month).

If you already have a code for your database, enter the code: |9chQBdeF] |
Otherwise, upload your database as a FASTA file to obtain a code

Figure 14 : Soumettre le code obtenu pour scanner la base de données.
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1.2.3. Méthode de nettoyage des données et alignements

multiples :

Tout d'abord, les séquences protéiques brutes ont été purifiées afin de supprimer les
redondances, les artefacts et les données de mauvaise qualité. Par la suite, le logiciel MEGA
11 (https://www.megasoftware.net/) a été utilisé pour effectuer des alignements multiples afin
de repérer les régions conservées et variables dans les familles de génes WRKY et TIFY. Ces
alignements ont constitué la fondation des analyses phylogénétiques suivantes.

Les étapes sont suivantes :
e Téléchargement et installation de MEGA 11
e Ouvrir MEGA 11
e Importer les fichiers de séquences des génes TIFY ou WRKY au format FASTA
e Créer un nouvel alignement multiple (Lancer I'alignement)
e Visualiser et éditer manuellement I'alignement au besoin
e Exporter l'alignement final (FASTA ou MEGA)

m Molecular Evelutionary Genetics Analysis
File Analysis Help

TA b i : . o
|I|I 5 e £ ﬂ: .~. I.+.I lII +
M P S P M S M R S M e S B
ALIGN DATA MODELS DISTANCE ~ DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS SELECTION RATES CLOCKS DISEASE

Figure 15 : page d’accueil de logiciel MEGA 11.
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2 MUSCLE Alignment Options e

| opten  seting

GAF PEMALTIES
Gap Open -2 9
Gap Extend Lo
Hydrophobicity Multiplier 1.20
MEMORY/ITERATIONS
Max PMemory in MB 2048
kAax lterations Ta&
ADVANCED OPTIONS
Cluster Pethod (Iterations 1,2) UPGMA
Cluster Method {(Other lterations] UPGMA
Min Diag Length (Lambda) 24

7 Help Reset | Cancel @ (o]l

Figure 16 : Paramétrage Avancé de I’ Alignement MUSCLE.

FA11: Progress

PROGRESS -

DETAILS ¢ STOP

STATUS/OPTIONS  COMMAMND LINE QUTPUT

RLIM STATUS
Start time 16/05/2024 15:43:31
Cperation Run Time | 00:00:04
Status Fefine biparts

Memorny Used (MB) | 26

teration: 3

Figure 17 : Suivi de lancement et de progrés de I’alignement multiple.
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1.2.4. Méthode de construction phylogénétique :

Les arbres phylogénétiques des génes WRKY et TIFY ont été reconstruits
individuellement a I'aide de MEGA 11, en se basant sur les alignements multiples obtenus
auparavant. L'étape a donné I'occasion d'analyser les liens évolutifs entre les génes de ces
familles chez Triticum Aestivum.

Les étapes sont suivantes :

e Ouuvrir le logiciel MEGA sur votre ordinateur.

e Importer ou saisir nos données de séquences format MEGA.

e Lancer l'analyse © FIND BEST PROTEIN MODELS’ avec les parameétres
configureés.

e Lancer la construction phylogénétique avec les parameétres configurés (Choisir
le type d'arbre a construire +Sélectionner la méthode statistique + Définir le
modeéle de substitution a utiliser) +Spécifier le traitement des données
manquantes/gaps + Eventuellement d'autres options avancées).

e MEGA commencera par construire un arbre phylogénétique.

m Melecular Evolutionary Genetics Analysis

File Analysis Help
[ file
TA ] - . o
|||| H o5 T {E é L et (]| @ +
F o B

- S N M S M S N et R
ALIGN DATA MODELS DISTANCE DIVERSITY PHYLOGEMY USER TREE ANCESTORS SELECTION RATES CLOCKS DISEASE

Figure 18: Interface principale du logiciel MEGA

[E0 M11: Sequence Data Explorer (MEGA_WRKY_AND_taxonomy._id_4565_2024 04 29.meg) - X
Data Display  Search Groups Highlight ~  Statistics Help

B BEE S| ¥eves L o2 4 A p |2 S -

w|Name I 1 ADGCQWRKYGQK -YVYRCTMATGTCa

1. tr|AOADT7RRIZADADT7RRIZ WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum 0X=4565 GN=CFC21 040902 PE=4 SV=1 h . -

vl 2. tr| ADADTTRWKZ|AOAQTTRWK2 WHEAT WRKY domain-containing protein O5S=Triticum aestivum OX=4565 GN=TRAES 3BF081400030CFD 1 PE=4 5V=1 P|H F H L S Q

[¥13. tr|ADADTTRYYB|ADADT7RYYE WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum OX=4565 GN=CFC21 041521 PE=4 SV=1 H/LE. . YR . . . .. . . S. . .. -T1TTFPEK.

v 4. tr| ADADBOYUIB|A0ADB0YUIE WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum 0X=4565 GN=CFC21 044936 PE=4 V=1 L|la D Y K TNPR

w5 tr|ADA191XX52|ADA191XX52 WHEAT WRKY transcription factor (Fragment) OS=Triticum aestivum OX=4565 GN=WRKY PE=2 S¥=1 F .

W16 tr|ADAT91XX62|ADA191XX62 WHEAT WRKY transcription factor (Fragment) OS=Triticum aestivum OX=4565 GN=WRKY PE=2 SV=1 Viv K . . ¥ . . -

[ 7. tr|ADATDSUHN3|ADATDSUHN3 WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum OX=4565 GN=CAMPLR22A2D LOCUS4334 PE=4 SV=1 -l- P . EY S K S TVR

18, tr|ADATD5USDE|A0ATD5US06 WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum OX=4565 GN=CAMPLR22A2D LOCUS3339 PE=4 SV=1 L DL . YR . TH

w9, tr|ADATD5SUZWO|ADA1DSUZWO WHEAT WRKY domain-containing protein O5=Triticum aestivum OX=4565 GN=CAMPLR22A2D LOCUS1714 PE=4 SV=1 LfjL o . . YR . . K TY Q

[ 10. tr| ADATD5V088|A0ATD5V088 WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum 0X=4365 GN=CAMPLR22A2D LOCUSI21 PE=4 SV=1 N{- - . . K T. S A N

11, tr| ADA2XDSSTOJADAZX0S5TO WHEAT WRKY domain-containing protein 0S=Triticum aestivum OX=4565 GN=CAMPLR22A2D LOCUS2666 PE=4 SV=1 -|- . . DFS K . S TVR .

w12, tr| ADA3B5XUY1|A0A3BSXUY1 WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum QX=4365 PE=4 SV=1 LD. . FR . K. -TTV.

13, tr| ADA3B5XVED|A0A3B5XVE0 WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum OX=4365 PE=4 SV=1 Lob. . FR . K . T TV .

(v 14. tr| ADA3B5Y313[ADA3B5Y313 WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum OX=4565 PE=4 SV=1 .|L D . Y R - K . TTPN

15, tr| ADA3B5Y338[A0A3B5Y338 WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum OX=4565 PE=4 SV=1 TIAE . . HI . L. F L5 - - - -

(w16, tr| ADA3BS5Y451|A0A3B5Y451 WHEAT WRKY domain-containing protein O5=Triticum aestivum OX=4565 PE=4 SV=1 PIEN . R FH . E L. . G - K

W17, tr| ADA3B5Y6J9|ADAIBSYEI9 WHEAT WRKY domain-containing pretein OS=Triticum aestivum OX=4565 PE=4 SV=1 PILN . . LS . A . F B

w18 tr| ADA3BSYER7|ADA3BSVER7 WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum OX=4565 PE=4 SV=1 H|{L E . Y R s . .. - T T QK .

w19, tr| ADA3BS5YEX1|A0A3BSYEX1 WHEAT WRKY domain-containing protein O5=Triticum aestivum OX=4363 PE=4 V=1 H{LD. . VYR. - LL-TF. -

w20, tr| ADA3B5YEX9|A0A3BSYEX9 WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum OX=4365 PE=4 SV=1 H{LD . . YR . 5 . - T . AQ .

(w21, tr| ADA3BS5Y720[ADA3B5Y720 WHEAT WRKY domain-containing protein OS=Triticum aestivum OX=4565 PE=4 SV=1 S|L D . L s A L F L L - - -

w122, tr| ADA3B5YSGE|ADA3IBSYSGE WHEAT WRKY domain-containing protein O5=Triticum aestivum OX=4565 PE=4 5V=1 LD. . FR . - K. - TTV.

(w23, tr| ADA3BSYTSA|AQA3B5YTS4 WHEAT WRKY domain-containil tein OS=Triticum aestivum OX=4565 PE=4 SV=1 LD. . FR . K. -TTV.

124+ ANARRSTONSIANARSTINS WHEAT WRKY dnm. Ant; 1 n v R s T T P M

. OX— 4SR5 GN=CFCT ONTR12 DE-4 SU=1
aC

Figure 19 : Importation des séquences des génes WRKY au format MEGA.



PA11: Analysis Preferences
Model Selection (ML)
AMNALYSIS

Tree to Use Automatic (WMeighbor-joining tree)

Vo

Statistical Method — Moximum Likelihood
SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type —* Amino ocid
DATA SUBSET TO USE

Gaps/Missing Data Treatrment —* | Use ol sites

\’

Branch Swap Filter — | MNone
SYSTEM RESOURCE USAGE
Mumber of Threads — | 7

Figure 20 : Paramétrage Avanceé pour trouver le meilleur modele.

M11: Progress
PROGRESS _
DETAILS ¥ sTOP

STATUS/OPTIOMS
RLUMN STATUS

Start time 19/05/2024 0:45:35
Operation Run Time 00 0E: 56

Status Making initial tree
Thread-1 AT+ F

Thread-2 JTT + G+ |
Thread-3 Cayhoff + G+ 1 + F
Thread-4 JaT

Thread-5 AT+ 1+ F
Thread-& JTT + 3

Figure 21 : Suivi de lancement et de progres de "Find the best model”.
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Home

Insert

Page Layout

Formulas

Data Review

1716051212434 _4_5915975695397204894_model_selection.xls [Protected View]

View  Help

Q@ Tell me what you want to do

A chahra rechidi . m

o PROTECTED VIEW Be careful—files from the Internet can contain viruses. Unless you need to edit it's safer to stay in Protected View. Enable Editing x
AL = £ | Model <
A B c D E F G H | J K L =]

1 Model |  #Param BIC AlCc InL Invariant Gamma Freq A FreqR Freq N Freq D Freq C

2 JTT+G 1022 24486 4732 1625759255 -7063,625658 nfa 1,002340246 0,0769 0,051 0,0425 0,0513 0,020

3 JTT+GH 1023 24496,60943 16259,76509  -7063 625658 0 1,002340246 0.0769 0,051 0.0425 00513 0,020

4 WAG+G 1022 24547 24307 16318,36242  -7094,010595 nfa 0,946484726 0,0866279 0,043972 0,0390894 0,0570451 0,019307:

5 |WAG+GH 1023 24557 3793 16320,53496  -7094.010595 0 0,546484726 0.0866279 0,043972 0,0390894 0,0570451 0,019307

6 LG+G 1022 24573,18583 16344,30518  -7106,981972 n/a 0,974539702 0,079066 0,055941 0,041977 0,053052 0,012937

7 LGHGH 1023 24583,32205 1634647771 -7106,981972 0 0,974539702 0,079066 0.055941 0.041977 0,053052 001293

8 Dayhof+G 1022 2462334789 1639446724 -7132,063004 nfa 1,08730235 0,0871 0,0409 0,0404 0,0469 0,033

9 |Dayhoff+G+1 1023 24633,48412 16396,63978  -7132.063004 0 1,08730235 0.0871 0,0409 0,0404 0,0469 0,033

10 |HREV+G 1022 24697,55237 16468,67172  -7169,165243 nfa 0,938972966 0.0646 0,0453 0,0376 0,0422 00114

11| tREV4+G+] 1023 24707 6886 1647084426 -7169,165243 0 0,938972966 0,0646 0,0453 0,0376 0,0422 0,0114

12 JTT+G+F 1041 24893,03897 16512,87896  -7170,614405 nfa 1,027174916 0,051146943 0,081415158 0,020007131 0,064260529 0053325938

13 JTT+G+HF 1042 24903,17519 16515,05491  -7170,614405 0 1,027174916 0,051146943 0,081415158 0,020007131 0,064260529 0,05332593

14 |Dayheff:G4F 1041 24904,48991 165243299 -7176,339876 nfa 1,005719189 0,051146943 0,081415158 0,020007131 0,064260529 0,05332593

15 | Dayhoff+ G+H+F 1042 24914,62613 16526.50585  -7176,339876 0 1,005719189 0,051146943 0,081415158 0,020007131 0,064260529 0,05332593

16 |WAG+G+F 1041 24942,98738 16562,82738  -7195,588613 n/a 1,092160869 0,051146943 0,081415158 0,020007131 0,064260529 0,05332593

17 | WAGHGH1F 1042 24953,12361 16565,00333 7195588613 0 1,092160869 0,051146943 0,081415158 0.020007131 0.064260529 0,05332593

18 [LG+G+F 1041 24957,65104 1657749103 -7202,920439 nfa 0,927910896 0,051146943 0,081415158 0,020007431 0,064260529 0,05332593¢

19 LG+GHI+F 1042 24967,78726 16579,66698  -7202,920439 0 0,927910896 0,051146943 0,081415158 0.020007131 0,064260529 0,05332593

20 |cpREV+G 1022 25027,82603 16798,94538  -7334,302074 nfa 0,570042023 0.0756 0,0621 0,041 00371 0,009

21 |{REV4G+F 1041 2503277329 16652,61328  -7240 481566 n/a 0,96882008 0,051146943 0,081415158 0,020007131 0,064260529 0,05332593

22 |cpREV+G+ 1023 25037,96226 16801,11792  -7334,302074 0 0,570042023 0,0756 0,0621 0,041 0,0371 0,009

23 |AREV+G+I+F 1042 25042,90952 16654,78923  -7240.481566 0 0,96882008 0,051146943 0,081415158 0,020007131 0,064260529 0,05332593

24 | MREV244G+F 1041 25125,73065 1674557064 -7286 960246 nfa 1,105934613 0,051146943 0,081415158 0,020007131 0,064260529 0,05332593

25 | mtREV244G+1- 1042 2513586687 16747.74659  -7286,960246 0 1,105934613 0,051146943 0,081415158 0,020007431 0,064260529 0,05332593

26 |JTT 1021 25194,43629 1697351951 -7422 675317 nfa nla 0,0769 0,051 0,0425 0,0513 0,0203 |
, Info_ | Caption | JTT+G | JTT+G+l | WAG+G | WAG+G+ | LG+G | LG+G+ | Dayhoff+G | ] [+

Figure 22 : Résultats de la sélection de modele (FIND BEST PROTEIN
MODELS) dans un fichier Excel.

rTT1: Analysis Preferences

Phylogeny Reconstruction

Cption
AMALYSIS
Statistical Method
PHYLOGEMNY TEST

Test of Phylogeny

SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type
Model/Method

RATES AND PATTERMS

Rates among Sites

DATA SUBSET TO USE

Gaps/Missing Data Treatment

TREE INFEREMNCE OPTHONMNS
ML Heuristic Method
Imitial Tree for ML

Branch Swap Filter
SYSTEM RESOURCE USAGE
Mumber of Threads

7 Help

Setting

Ma st Likelthood

Morne

Armino acid

Jones-Taylor-Thomton (JTT) model

Uniform Rotes

Use all sites

MNearest-MNeighbor-interchange (NN

Make initial tree automatically (Default - MNIABioM)

More

Figure 23 : Paramétrage Avancé de la construction phylogénique.
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M11: Progress

Site configuration initialized

DETAILS ¢ STOP
STATUS/OPTIONS
RUN STATUS
P — | 1970572024 0:56:29

Figure 24 : Suivi de lancement et de progres de construction d’arbre
phylogenique des genes WRKY chez Triticum aestivum.
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4.2. Meéthode pour faire la cartographie génétique :

Dans le génome complet de T. aestivum, la répartition chromosomique des génes
WRKY et TIFY a été analysée a l'aide du logiciel MG2C (http ://mg2c.iasi.cnr.it/). Ce
logiciel permet de produire des cartes génétiques de grande qualité en utilisant les
informations de séquencage et d'annotation a disposition. Grace a cela, il a pu étre visible
la position exacte de chaque géne sur les chromosomes et repérer d'éventuelles régions
d’homologie ou de synténie avec d'autres espéces.

Les étapes sont suivantes :

e Préparer les fichiers d'entrée sans un fichier texte :

Inputl : Un fichier contenant les informations sur la localisation des génes avec 5
champs (identifiant du gene, position de début du gene, position de fin du géne, identifiant
du chromosome, couleur du gene).

Input2 : Un fichier contenant la longueur de chaque chromosome avec 2 champs
(identifiant du chromosome, longueur du chromosome).

e Accéder a l'outil MG2C via le lien : http://mg2c.iask.in/mg2c v2.0/.

o Définir les parametres d'affichage souhaités tels que la police, la taille, les couleurs,
les dimensions du conteneur SVG et des chromosomes, etc.

e Soumettre les fichiers inputl et input2 a I'outil.

e Soumettre la tache a I'outil MG2C “ DRAW”.

e Les cartes génétiques générées présenteront les résultats, indiquant la position des

genes le long des chromosomes, en fonction des parametres définis.

MIG2C

v1.0|v1.1|v2.0|v21

download template of input1 and input? | EAQ_English EMAIE WiE | SVGHEPDFANEEFE | S4BT HE | support MG2C
inputl: Gene location which includes five fields: 1.gene_id; 2.gene_start: 3.gene_end; input2: chromosome length which includes two fields:
4 chr_id; 5.gene_color. l.chr_id; 2.chr_length.
TraesC57A82G42250@ 451551351 46155513@ 7A “|]sD 42@334681 -
Traes(57B82G32330@ 371688557 371672259 7B GA 249371341
TraesC57022G415309 4263328587 426342448 7D 6B 389477122
Traes(57082G41680@ 427039248 427843115 7D &aDh 384837291
TraesC55082G433589 428320687 490334681 5D 7A 451555138
Traes(55B82G42710@ 4856872582 485691186 SB 7B 372479113
TraesC55A82G425189 518255862 510253768 DA T ||7D 5881839138 M
Traes(54A82G285209 301104862 301183584 44 | UM SQGEGQQBd
| DRAW || RESET |

Figure 25 : Soumettre les fichiers inputl et input2 a I'outil MG2C.
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http://mg2c.iask.in/mg2c_v2.0/

1.2.6. Méthode d’analyse des motifs protéiques :

Grace a l'outil WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/), des représentations
graphiques (logos) des motifs conservés dans les séquences protéiques des genes WRKY et
TIFY ont été créées chez T. aestivum. Par la suite, ces motifs particuliers ont été confrontés
aux motifs consensus typiques de ces familles de genes, tels que décrits dans la base de
données Prosite (https://prosite.expasy.org/). Grace a cette étude comparative, il a été possible
d'évaluer le niveau de préservation des motifs fonctionnels a travers les différentes espéces et
de repérer d'éventuelles différences spécifiques au blé.

Les étapes sont suivantes :

e Acceder a I'outil WebLogo via https://weblogo.berkeley.edu/.

e Préparer nos données de séquences au format FASTA.

e Sur la page WebLogo, cliquer sur le bouton "Create ".

e Coller ou télécharger nos séquences dans la zone de texte. Nous pouvons éventuellement
donner un titre a votre logo.

e Choisir les paramétres de votre logo si besoin (type, unités, mise en forme, couleurs, etc.)

e Cliquer sur le bouton "Create Logo" pour générer le logo de séquences.

e Examiner le logo affiché et ajuster éventuellement les parameétres.

WEBLOGO - about - create - examples -

CAP HTH motif - Transcription Factors (CAP, LexA, hns, dnaA, argR) -
Splice Signal

The Edit Logo buttons will transfer the relevant sequence data to the Logo creation form. There you
can be found at the Sequence Logo Gallery.

Figure 26 : page d’accueil de logiciel WebLoGo.
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Figure 27 : Les paramétres de WebLogo pour la création d’un logo.
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1.2.7. Méthode pour obtenir la matrice (Etudes

statistiques) :

Les données des genes WRKY et TIFY ont fait I'objet d'une analyse statistique
approfondie, incluant les matrices de fréquence d'acides aminés, la détermination de
consensus et I'identification de motifs supplémentaires, en utilisant le logiciel UGENE.

Etapes pour afficher une matrice d'alignement de séquences multiples avec UGENE :

e Ouvrons UGENE et dans I'écran d'accueil, sélectionnons "Open File(s)" pour charger nos
fichiers de séquences alignees.

e Cela ouvrira une fenétre contenant I'alignement de nos séquences.

e Pour afficher la matrice de fréquences des résidus a chaque position de Il'alignement,
cliquons sur I'icbne "Generate Alignment Profile” dans la barre d'outils.

e Cliquons sur "OK" pour générer le profil d'alignement, qui sera affiché sous forme de

matrice de couleurs codées indiquant les fréquences de chaque résidu a chaque position.
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Open File(s) Create Sequence

Run or Create Workflow Quick Start Guide

Figure 28 : Interface d'accueil dUGENE.
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Figure 30 : Parameétres du profil d'alignement pour afficher une matrice.
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Figure 31 : Matrice du profil d'alignement de séquences multiples des genes
WRKY de triticum aestivum.
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Chapitre 04 : Résultats et
discussion



Dans le cadre de cette étude, nous avons entrepris un traitement bio-informatique
détaillé des données protéiques des genes WRKY et TIFY chez Triticum aestivum. Les génes
WRKY et TIFY sont des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la réponse
aux stress biotiques et abiotiques chez les plantes. Notre objectif était de caractériser ces
genes a un niveau moléculaire afin de mieux comprendre leur structure, leur fonction et leur

évolution.
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Approche Bio-informatique :

Cette approche rigoureuse a jeté les bases pour les analyses approfondies menées dans
le cadre de cette étude, visant a mieux comprendre le réle des génes WRKY et TIFY dans la

réponse au stress chez le blé, elle se devise en six étapes essentielles sont :

1. Collecte des Données :
Nous avons d'abord extrait les séquences protéiques des genes WRKY et TIFY de

Triticum aestivum a partir de bases de données bien annotées telles qu'UniProt et
EnsemblPlants sous forme FASTA. Ces bases de données fournissent des informations
précieuses sur la séquence, la structure et les annotations fonctionnelles des protéines, nous
avons extrait les séquences protéiques des genes WRKY et TIFY de Triticum aestivum a

partir des bases de données UniProt et EnsemblPlants. UniProt nous a fourni des séquences

Figure 32 : Organigramme qui résume notre plan de travail

protéiques annotées avec des informations détaillées sur les fonctions et les domaines, tandis
qu'EnsemblPlants nous a offert des séquences génomiques et protéiques a jour au format
FASTA. Ces données ont constitué la base de notre analyse bio-informatique pour étudier la
structure, la fonction et I'évolution de ces genes impliqués dans la réponse aux stress chez le
blé

Ces séquences FASTA non annotées ont constitué les données de base pour I'ensemble
de l'analyse bio-informatique réalisée dans cette étude. Elles ont permis de réaliser les
alignements de séquences, la reconstruction phylogenétique, la prédiction de domaines

fonctionnels, et d'autres analyses en aval. L'utilisation de ces séquences brutes issues d'une

» Login/Register
(— EnsemblIPlantsy HwMER | BLAST | BioMart | Took | Downioads | Help & Docs | Blog &+ Search Ensembl Plants..

'::\ Triticum aestivum ((WGSsC) v

Search For information about the assembly and annctation please view the WGSC announcement &.

m The previous wheat assembly (TGACv1c) and every other plant from release 37 is available in the Ensembi

Search Bread wheal.. . p
Plants archive i site.

e.g. TraesCS3D02G273600 or 3D:2585940-2634711 or Carboxy™

About Triticum aestivum

Trificum aestivum (bread wheat) is a major global cereal grain essential to human nutrition. Wheat was one of the first cereals to be domesticated, originating in the fertile crescent @ around 7000 years ago. Bread wheat is
hexaploid, with a genome size estimated at ~17 Gb, composed of three closely-related and independently maintained genomes that are the result of a series of naturally occurring hybridisation events. The ancestral progenitor
genomes are considered to be Trificum urarfu (the A-genome denor) and an unknown grass thought to be related to Aegilops speltoides (the B-genome donor). This first hybridisation event produced tetraploid emmer wheat
(AABB, T. dicoccoides) which hybridized again with Aegiops fauschil (the D-geneme donor) to produce modern bread wheat

Guidelines for gene nomenclature in wheat can be found in the 2013 edition of the Wheat Gene Catalogue available in GrainGenes®. The Wheat Gene Catalogue is the internationally agreed rules of nomenclature for wheat
genes

Tavnananu N ARRR 71

Figure 33 : Capture d'écran de la base des donnés EnsemblPlants



source fiable et a jour était cruciale pour assurer la qualité et la pertinence des analyses
effectuées.

Ces annotations fournissent des informations précieuses sur le réle potentiel et la structure de
ces genes, aidant a mieux comprendre leur fonction biologique. Les domaines protéiques
annotés, tels que les motifs de liaison a I'ADN ou d'interaction protéine-protéine, donnent des
indications sur les mécanismes moléculaires impliqués. Les fonctions putatives suggérées par
les annotations peuvent orienter les hypothéses sur le réle de ces genes dans des processus
biologiques spécifiques comme la réponse au stress (voir la figure 3 et 4)

v,
UniPr'o.l:.,- BLAST Align Peptide search ID mapping SPARQL  UniProtkE - [REIEEVNRRI=VIT TG RRT RG] Acvanced | List SR ﬁ‘E Help
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Compositional bias (60) (Wheat)

Domain (102) C ADAIBGMT49 ADAIBEMTAD_WHEAT  Protein TIFY[..] Triticum aestivum 194 AA
(Wheat)

Function (25)

Figure 34 : Capture d’écran de la base des données UniProt montrant des données
protéiques de géne TIFY

2. ldentification des Domaines Fonctionnels :

A l'aide de I'outil Prosit, nous avons prédit les domaines fonctionnels présents dans les

Unipfo.t..: BLAST Align Peptide search ID mapping SPARQL  UniProtkB + RURUS(FEINIDR{EHL DN\ ) Advanced | List [CEEI NN @S Help
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4565 X ADA191XX62 AOA191XX62_WHEAT WRKY transcription factor WRKY Triticum aestivum (Wheat) 221 AA
Filter by taxonomy
ADA191XX52 AOA191XX52 WHEAT WRKY transcription factor WRKY Triticum aestivum (Wheat) 575 AA
Group by AOA3BGEF06 AOA3BBEF06_WHEAT WRKY domain-containing protein Triticum aestivum (Wheat) 571 AA %
Taxonomy 3
AOA3B6SHB3 AOA3B6SHB3_WHEAT WRKY domain-containing protein Triticum aestivum (Wheat) 633 AA ;ﬁ
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_J AODA3B6SIS1 AOA3B6SI51_WHEAT WRKY domain-containing protein Triticum aestivum (Wheat) 617 AA a
Gene Ontology
Enzyme Class _J AOA3B5Y6X9 AOA3B5Y6X9_WHEAT WRKY domain-containing protein Triticum aestivum (Wheat) 286 AA E
AOA3B5Y6X1 AOA3B5Y6X1_WHEAT WRKY domain-containing protein Triticum aestivum (Wheat) 208 AA

Prateins with

Figure 35 : Capture d’écran de la base des données UniProt montrant des données
protéiques de géne WRKY.



séquences protéiques des genes WRKY et TIFY. Cela comprenait l'identification des motifs
de liaison a I'ADN, des motifs de protéine-protéine et d'autres caractéristiques fonctionnelles

importantes associées a ces genes.

L'identification de ces domaines fonctionnels est essentielle pour comprendre en détail
la structure et la fonction biologique de ces protéines impliquées dans la réponse au stress.
Les domaines de liaison a I'ADN suggerent un rdle de facteur de transcription, tandis que les
domaines d'interaction protéine-protéine indiquent des mécanismes de régulation plus
complexes impliquant des interactions avec d'autres partenaires protéiques. La connaissance
de ces domaines fonctionnels aide a formuler des hypothéses sur les mécanismes moléculaires

sous-jacents a la fonction de ces génes.

La connaissance des domaines fonctionnels peut aider a identifier les régions
conservées et les variations entre les séquences. Cela permet un alignement plus précis,
en se concentrant sur les régions importantes pour la fonction biologique des genes (Guidage

pour lI'alignement multiple).

R L RS AE T LAUNYDT 1 IO L

by documentation entry
by ProRule description
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by number of positive hits

[TIFY e.g PDOC00022, PS50089, SH3, zinc
finger
| Search | add wildcard ™'

Quick Scan mode of ScanProsite Other tools
PRATT
Quickly find matches of your protein sequences to PROSITE allows to interactively generate conserved
signatures (max. 10 sequences) [?] =2&ElnlE2 patterns from a series of unaligned
proteins.

MyDomains - Image Creator
allows to generate custom domain figures.

For UniProtKB/TrEMBL zccessionsddentifiers. only those of entries belonging to
reference proteomes are accepled.

| Scan || Clear |

Exclude motifs with a high probability of occurrence from the scan

For more scanning options go to ScanProsite

Figure 36 : Capture d’écran montre 1’outil Prosit qui a été utilise pour prédire
les domaines fonctionnels dans les sequences protéiques des genes TIFY et
WRKY.

3. Nettoyage des Données, Alignement Multiple
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Les séquences protéiques ont été nettoyées pour éliminer les séquences redondantes, les
artefacts et les données de mauvaise qualité. Ensuite, un alignement multiple des séquences a
été effectué a l'aide de MEGA 11 pour identifier les positions conservées et les variations
entre les différentes séquences. Enfin, nous avons reconstruit les arbres phylogénétiques pour
les génes WRKY et TIFY afin d'étudier leur évolution et leurs relations évolutives avec
d'autres especes.
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Figure 37 : Alignement multlple des séquences protéiques de gene WRKY de
de Triticum aestivum réalise avec MEGA 11
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Figure 38 : Alignement multiple des séquences protelques de genes TIFY de
Triticum aestivum réalisé avec MEGA 11
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4. Etude phylogénétique :

Les relations évolutives entre les organismes vivants sont étudiées par la phylogénie,
qui repose sur leurs similitudes et leurs différences moléculaires et morphologiques. Son
objectif est d'étudier I'évolution et les relations de parenté entre les especes, depuis leur

dernier ancétre commun.

On présente les résultats de ces analyses sous la forme d'arbres phylogénétiques ou de
cladogrammes, qui représentent les liens évolutifs entre les divers taxons (espéces, genres,

familles, etc.).

41. TIFY:

En fonction de la présence de domaines spécifiques, la famille de genes TIFY peut
étre subdivisée en plusieurs sous-groupes, tels que TIFY, la protéine TIFY Wheat, la

famille TIFY Wheat ninja et les protéines contenant le domaine.

Les structures arborescentes laissent entendre des incidents de duplication de genes et

des liens évolutifs entre les individus appartenant a ces familles de génes TIFY.

La diversification et la divergence fonctionnelle potentielle de ces familles de facteurs
de transcription TIFY chez le blé peuvent étre étudiées a travers les motifs de

branchement et la distribution des genes au sein des arbres.

”\\\ i

) ;E;
ﬁﬁ& N

TIFY Whe_at nenja TIFY Wheat protein GATA Domain .
family containing protein

Lok < TIFY Domain
Uncharacterized R .
containina orotein

Figure 39 : Arbre phylogénétique de la famille de genes TIFY chez le blé
(Triticum aestivum).



Nous avons constaté plusieurs points quelques différences avec les résultats d'autre travail
portant sur le méme sujet., les protéines TIFY du blé ont été réparties en 8 grands groupes
représentés par différentes couleurs (bleu clair, orange, vert clair, violet, jaune, vert foncé,
marron clair et marron foncé), avec de nombreux sous-groupes au sein de chaque grande
classe. En revanche, notre analyse a conduit a une classification plus simplifiée avec

seulement 5 grands groupes de protéines TIFY .(Singh & Mukhopadhyay, 2021)

Cette différence dans le niveau de détail de la classification peut s'expliquer par les
critéres et les méthodes utilisées. Alors que l'autre étude semble avoir basé sa classification
uniquement sur les relations phylogénétiques entre les séquences, nous avons probablement
pris en compte des informations supplémentaires, telles que les caractéristiques structurales
ou fonctionnelles des protéines, pour définir nos groupes. Bien qu'une classification plus fine
puisse fournir des informations plus précises sur I'évolution des protéines TIFY, notre
approche pourrait permettre d'identifier plus facilement les grandes familles fonctionnelles au
sein de cette superfamille protéique.(Singh & Mukhopadhyay, 2021)

Des analyses complémentaires seront nécessaires pour déterminer quelle approche de
classification est la plus pertinente pour comprendre les roles biologiques des différents
groupes de protéines TIFY chez le blé."(Singh & Mukhopadhyay, 2021)

4.2. WRKY

Les facteurs de transcription WRKY jouent un réle crucial dans divers processus chez
les plantes, tels que la croissance, le développement, les réponses aux stress et les
mécanismes de défense.

On peut classer la famille de génes WRKY en 5 Familles ,facteur de transcription
WRKY, promoteur bading WRKY, WRKY non caractérise, protéine contenant le domaine
WRKY et facteur WRKY.
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Les motifs de branchement et la distribution des génes WRKY au sein des arbres
peuvent fournir des informations sur la diversification et la divergence fonctionnelle

potentielle de ces familles de facteurs de transcription chez le blé.

WRKY Transcription WRKY Promoteur WRKY
factor bading Uncharacterized
WRKY Domaine WRKY Factor

containe protéine

Figure 40 : Arbre phylogénétique de la famille de genes WRKY chez le blé
(Triticum aestivum)
Nous avons constaté plusieurs points quelques différences avec les résultats d'autre travail

portant sur le méme. (Gupta et al., 2019)

Dans l'autre travail, les protéines WRKY sont divisées en 6 groupes phylogénétiques (I,
la, Ib, llc, I1d et 111), cette classification étant basée uniquement sur les relations évolutives

entre les séquences protéiques.(Gupta et al., 2019)

En revanche, dans notre analyse, nous avons classé les protéines WRKY en cing familles

fonctionnelles (facteurs de transcription WRKY, protéines WRKY liant les promoteurs,
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protéines WRKY non caractérisees, protéines contenant un domaine WRKY, et facteurs
WRKY), représentées par les couleurs rouge, bleue, orange, verte et noire respectivement.
Cette classification semble prendre en compte non seulement les relations phylogénétiques,

mais également les caractéristiques structurales et les fonctions putatives de ces protéines.

Ainsi, la principale différence entre les deux classifications réside dans leur fondement :
purement phylogénétique d'un coté, et intégrant des informations fonctionnelles de I'autre.
Notre approche pourrait permettre d'identifier plus facilement les grandes familles de
protéines WRKY partageant des réles biologiques similaires chez le blé."(Gupta et al., 2019)
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5. Cartographie Génétique :
Le logiciel MG2C a été utilisé pour générer des cartes génétiques des genes WRKY et
TIFY sur les chromosomes de Triticum aestivum. Cette étape nous a permis de visualiser la

répartition spatiale de ces genes le long des chromosomes et d'identifier d'éventuelles régions

d’homologie ou de synténie avec d'autres especes végétales.

MIG2C

v10|v11|+v20]v21

= o
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inputl: Gene location which includes five fields: 1.gene id; 2.gene start; 3.gene end; input2: chromosome length which includes two fields:
4.chr_1d; 5.gene_color. l.chr_id: 2.chr length
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TIFY_TrassC54BR2G296980 5568629385 556872482 4B BA 249371341

TIFY Tracs(54AR2G085200 087351934 807395321 44 BB 389477122

TIFY Traes(57AB2G201580 188263688 150267807 7A [1n] 304837291

TIFY_TrassC52DR2G2S1700 217442603 217446818 2D Th 451555138

TIFY Traes{52D@2G587200 462304652 462398269 2D 7B 372479118

TIFY Traes(52AR2G169380 135118958 135122411 24 Tll7D 588183913 M
TIFY Trass(C52BR2G383680 287315888 287319339 2B N Sa@eeeesa &

| DRAW || RESET |
Figure 41 : Capture d'écran du logiciel MG2C utilisé pour générer les cartes
genétiques des genes WRKY et TIFY sur les chromosomes de Triticum aestivum

Dans la cartographie génétique réalisée, une observation significative est que les deux
genes, WRKY et TIFY, sont présents dans les 6 chromosomes du Triticum aestivum.
Cependant, une différence notable a été observée dans la distribution des deux genes le long
des chromosomes. En particulier, les chromosomes de type 1 et 3 semblent présenter une

caractéristique distinctive, ou seul le géne WRKY est localisé.

Ces résultats soulignent I'importance de comprendre la répartition spatiale des génes le
long des chromosomes pour élucider leur fonction et leur régulation. Ils pourraient également
servir de base pour des études ultérieures visant a explorer les mécanismes moléculaires sous-

jacents a cette distribution spécifique et a son impact sur le phénotype de Triticum aestivum.

Ces figures représentent les cartes génétiques générées avec MG2C, montrant la
localisation des génes WRKY et TIFY sur les différents groupes de chromosomes de Triticum
aestivum (1A, 1B, 1D ; 3A, 3B, 3D ; 2A, 2B, 2D ; 4A, 4B, 4D ; 5A, 5B, 5D ; 6A, 6B, 6D).
voir les fugues 42,43,44,45,46,47,47.48.

Dans la cartographie génétique realisée, une observation significative est que les deux
genes, WRKY et TIFY, sont présents dans les 6 chromosomes du Triticum aestivum.
Cependant, une différence notable a été observée dans la distribution des deux genes le long

44



des chromosomes. En particulier, les chromosomes de type 1 et 3 (1A, 1B, 1D, et 3A,3B,3D)
semblent présenter une caractéristique distinctive, ou seul les génes WRKY sont localisent.
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Figure 42 : Localisation des genes WRKY sur les chromosomes 1A, 1B et 1D
de Triticum aestivum, montrant également leur présence unique sur ces
chromosomes
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Figure 43 : Localisation des genes WRKY sur les chromosomes 2A, 2B et 2D de

[0 Me N N N
64 Mb

\Rll;:g'vgaesCSSAOZGllllC‘O 1| WRKY _TraesC$3A02G116200 WRKY TraesCS$3D02G118100- | |

192 Mb
WRKY_TraesCS3A02G209800—1
256 Mb

320 Mb

384 Mb \J WRKY TrassCS3B02G324400- ||
— WRKY TraesCS3A02G343100 S, \/
448 Mb WRKY_TraesCS3B02G375700 ~WRKY TraesCS3B02G375600

WRKY _TraesCS3D02G337400 ~WRKY TraesCS3D02G3
— WRKY_TraesCS3D02G3

[

576 Mb

[- 640 Mb

TEAYMIIV 1 s U VMUV MUY VIV E VNN T UM IVY W VT IV T IV W Yy W e UL e

de Triticum aestivum

45



A 4B D

98 Traescsaa026007300-A) ~~TIFY_TraesCS4A02G007900 A A

TIFY_ TraesCS4A02G008000 B

64 Nb TIFY_TraesCS4B02G065300- TIFY_TraesCS4D02G064200-

128 Mb WRKY TraesCS4A02G135000 || WRKY TraesCS4D02G1
WRKY_TraesCS4A02G162500 | | RE Y s CSID02G1 72200

WRKY. TraesCS4B02G176700— ™~ WRKY TraesCS4ENFEH Yo TippsCS4D02G17220
192 Mb WRKY TraesCS440001 63050 WREY TraesCS4 LAt
TRy VFsaesCS4A02G249400
ufTIFYiTraesCSslA()zGZSSQOO

320 Mb
384 Mb
448 Mb
5 TIFY TrassCSAD02G295900—MeTIFY TraesCS4D02G29¢
512 Mb - TIFY TraesCS$4D02GI0¢
TIFY TraesCS4B02G297000— < TIFY TraesCS4B02G296900
576 Mb - TIFY TraesCS4B02G297100
640 Mb TIFY TraesCS4B02G364700 Vv

Figure 45 : Localisation des genes TIFY et WRKY sur les chromosomes 4A, 4B
et 4D de Triticum aestivum
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Figure 46 : Localisation des génes WRKY et TIFY sur les chromosomes 5A, 5B
et 5D de Triticum aestivum
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Figure 48 : Localisation des genes WRKY et TIFY sur les chromosomes 7A, 7B
et 7D de Triticum aestivum

Figure 47 : Localisation des genes WRKY et TIFY sur les chromosomes 6A, 6B
et 6D de Triticum aestivum.

Nous avons constaté plusieurs points communs mais aussi quelques différences avec
les résultats d'autre travail portant sur le méme sujet.(Gupta et al., 2019)

Tout d'abord, notre analyse confirme les observations précédentes selon lesquelles les
genes WRKY sont présents sur I'ensemble des 7 chromosomes du blé, mais ne sont pas
uniformément répartis. Certains chromosomes, comme les chromosomes 3 et 5, contiennent
un plus grand nombre de ces genes tandis que d'autres, tels que les chromosomes 6 et 7, en
possédent moins. Cette distribution inégale des genes WRKY sur les différents chromosomes
avait déja été rapportée dans une étude antérieure.(Gupta et al., 2019)

Dans I'ensemble, nos résultats confortent les données existantes sur la répartition
chromosomique des genes WRKY.(Gupta et al., 2019)
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6. Analyse des Motifs et des Logos :

A l'aide de l'outil WebLogo, nous avons généré des logos et des motifs a partir des
séquences des genes WRKY et TIFY. Ces motifs représentent les régions conservées et les

Motifs fonctionnels dans les séquences protéiques, ce qui peut fournir des informations
précieuses sur leur fonction et leur régulation. Triticum Aestivum, nous avons également
comparé les motifs spécifiques trouvés dans les séquences de Triticum aestivum avec les

motifs généraux associés aux genes WRKY et TIFY dans différentes especes.

Cette comparaison a réveélé des similitudes et des différences significatives entre les motifs
des génes de Triticum aestivum et ceux des autres espéces ( voir figures 49 et 50) . Les
similitudes peuvent indiquer une conservation fonctionnelle importante du motif a travers les
especes, soulignant ainsi son role biologique crucial. Les différences, quant a elles, peuvent
fournir des informations sur les adaptations spécifiques a lI'espece ou des variations évolutives

dans la fonction du géne.

Cette analyse comparative nous a permis de mieux comprendre la conservation et la diversité

des motifs fonctionnels des genes WRKY et TIFY a travers différentes espéces.

6.1. TIFY :

Les TIFY jouent un role essentiel dans différentes réponses de défense, ce motif tire
son nom de la séquence consensus TIFY (hautement conservé) dans la région protéique.
Les motifs spécifiques identifiés dans les séquences de Triticum aestivum ont également

été comparés aux motifs généraux liés aux genes TIFY dans diverses espéces.
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Figure 49 : Logo représentant le motif TIFY conservé dans les séquences
protéiques des genes TIFY de Triticum aestivum, généré avec Weblog
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Figure 50 : Motif TIFY prosit consensus pour les génes TIFY dans toutes les
especes, montrant les résidus les plus conserveés



6.2. WRKY

Les facteurs de transcription WRKY constituent une large famille présente chez les
plantes. lls sont caractérisés par la présence du motif WRKY hautement conservé, riche en
tryptophane et glycine, capable de se lier a 'ADN. Les protéines WRKY interviennent dans
de multiples processus biologiques clés comme les réponses aux stress biotiques et abiotiques,
la différenciation cellulaire, la sénescence...

WRKY MOTIF UMC1 TA

4_
e H
521 176 by E vV H
4=Lol\[R 3 - QY h[|5-2 P.ML| N
0_:\‘:,:%% ¢§i%'c‘o_m-‘5-— N(E‘;’ ;r'% OEK m%is_’_.g-ﬁ%:' ';P“ KRELQKQ.?‘%E%;EE!IV- -EE:S—E-[C—:_E-;
N orenEoReERasarEas Na2253858285883385%823‘#23ﬁ‘#';&?%’%z%%%%C

weblogo .berkeley.edu

Figure 51 : Logo représentant le motif WRKY conservé dans les séquences
protéiques des genes WRKY de Triticum aestivum, généré avec WebLogo.

Figure 52_: Motif WRKY Prosite consensus pour les genes WRKY dans
toutes les especes, montrant les résidus les plus conservés
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Cette étude statistique approfondie sur les génes WRKY et TIFY a l'aide du logiciel UGENE.
Cette analyse comprenait plusieurs éléments clés :

Analyse des matrices de fréquence d'acides aminés : Cela permet d'examiner la
composition en acides aminés des séquences protéiques codées par ces genes et
d'identifier les acides aminés les plus fréqguemment présents.

Détermination des consensus : Le logiciel a probablement calculé les séquences
consensus pour ces familles de genes, représentant les motifs les plus conservés entre
les différentes séquences.

Identification des motifs conserves : Au-dela des consensus, cette analyse a permis de
détecter d'autres motifs d'acides aminés hautement conservés au sein des genes
WRKY et TIFY, ce qui peut donner des indices sur leur fonction.(Protsyuk et al.,
2015)

52



Conclusion et perspectives
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Notre mémoire, intitulé "Facteurs de transcription TIFY et WRKY et leurs
implications dans les stress biotique et abiotique chez le blé", a élucidé de maniére
approfondie les roles des facteurs de transcription TIFY et WRKY dans la régulation de la
réponse au stress biotique chez le blé. Les études bio-informatiques ont mis en évidence une
distribution complexe et des réactions induites des génes TIFY et WRKY face aux agressions
telles que la rouille des feuilles, mettant en évidence leur réle important dans la protection des
plantes.

Les résultats de ces recherches bio-informatiques sur les genes TIFY et WRKY du blé
tendre offrent de nouvelles opportunités pour développer des variétés de blé résistantes, grace
a une manipulation précise de ces facteurs de transcription, ce qui sera crucial pour ameliorer
la productivité agricole face aux défis climatiques et envers I'environnement.

A la suite de cette étude, des études fonctionnelles seront approfondies, notamment par
des techniques de modification génétique afin de confirmer le rble des facteurs de
transcription identifiés. 1l est espéré que ces recherches conduisent a I'élaboration de variétés
de céréales améliorées, résistantes aux maladies et capables de prospérer dans différents
environnements. A l'avenir, l'incorporation de ces informations dans des programmes de
sélection végétale avec l'aide de marqueurs génomiques pourrait éventuellement changer les
méthodes agricoles et contribuer a la sécurité alimentaire mondiale.
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Résumé :

Ce mémoire s'intéresse aux facteurs de transcription TIFY et WRKY impligués dans la
réponse aux stress biotiques et abiotiques chez le blé (Triticum aestivum). Une approche
bioinformatique rigoureuse a été adoptée pour identifier, caractériser et étudier ces genes
cruciaux. Les séquences protéiques ont été extraites de bases de données, leurs domaines
fonctionnels prédits et des alignements multiples réalisés. La phylogénie a été reconstruite, les
genes localisés sur les chromosomes et les motifs protéiques conservés analysés. L'étude a
révélé des rbles importants des TIFY et WRKY dans la défense du blé contre les agents
pathogénes et les stress environnementaux. Ces résultats ouvrent des perspectives
prometteuses pour le développement de variétés de blé plus résistantes grace a la

manipulation de ces facteurs clés.



Abstract:

This dissertation focuses on the TIFY and WRKY transcription factors involved in the
response to biotic and abiotic stresses in wheat (Triticum aestivum). A rigorous
bioinformatics approach was adopted to identify, characterize, and study these crucial genes.
Protein sequences were extracted from databases, their functional domains predicted, and
multiple alignments performed. Phylogeny was reconstructed, genes were mapped on
chromosomes, and conserved protein motifs were analyzed. The study revealed important
roles for TIFY and WRKY in wheat defense against pathogens and environmental stresses.
These findings open promising avenues for developing more resistant wheat varieties through

the manipulation of these key factors.
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