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Résumé.- Les stress abiotiques affectent la productivité végétale et le rendement agricole, en particulier les
Iégumineuses. L ’identification des genes et des protéines de tolérance au stress s’avere importante
pour I’amélioration de la tolérance de ces plantes. En plus de |’approche in vitro et in vivo,
I’approche in silico, en utilisant les outils bioinformatiques, représente une démarche prédictive et
complémentaire par rapport aux autres approches. Dans cette étude, des protéines et des genes de
tolérance au stress salin ont été identifiés in silico chez Vicia faba L., en utilisant les bases de
données moléculaires (NCBI, EMBL-EBI et UniProt) et I’outil Blast. L’analyse a permis
d’identifier les protéines de stress et leurs génes codants en recherchant des similarités de
fonction chez des espéces modéles Arabidopsis thaliana (L.) Heynh et Medicago truncatula
Gaertner. Les résultats ont montré des similitudes de séquences assez significatives (E-value = 0)
et un score assez eleve (fort pourcentage d’identité). On cite par exemple, les protéines: «Abscisic
acid activated protein kinase», «Serine/ threonine protein kinase; SRK2I» et «Serine/ threonine
protein kinase SRK2E» pour le stress salin.

Mots clés: Vicia faba L., stress salin, génes, protéines, in silico, plantes modéles.

IN SILICO RESEARCH OF GENES AND ENCODED PROTEINS FOR SALT
STRESS TOLERANCE IN THE LEGUMINOUS Vicia faba L.

Abstract.- Abiotic stresses affect plant productivity and crop yield, especially legumes. Identifying stress
tolerance genes and proteins is important for improving stress tolerance in plants. In addition to
the in vitro and in vivo approach, the in silico approach, using bioinformatics tools, represents a
predictive and complementary demarche compared to other approaches. In this study, proteins
and genes for salt stress tolerance were identified in silico in Vicia faba L., using molecular
databases (NCBI, EMBL-EBI and UniProt) and the Blast tool. The analysis made it possible to
identify the stress proteins and their coding genes by looking for similarities of function in the
model species Arabidopsis thaliana (L.) Heynh and Medicago truncatula Gaertner. The results
showed quite significant sequence similarities (E-value = 0) and a high score (high percentage of
identity). For example, the proteins "Aabscisic acid activated protein kinase "," Serine/ threonine
protein kinase; SRK2IIl and Serinel threonine protein kinase SRK2E| for salt stress.

Key words: Vicia faba L., salt stress, genes, proteins, in silico, model plants.

Introduction

L’amélioration génétique des légumineuses est I’ensemble de la démarche
scientifique et technique qui permet de mettre a la disposition de I’agriculture des variétés
de plus en plus performantes au service de I’lhomme [1]. L’évolution de la biologie des dix
derniéres années montre qu’a cOté des approches classiques in vivo et in vitro, une
troisitme approche s’est imposée, a savoir 1’analyse in silico, plus couramment appelée
bioinformatique [2]. La bioinformatique recourt a des méthodes comparatives en utilisant
des logiciels de comparaison qui explorent les bases de données moléculaires (genes et
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protéines deéja identiques et annotés) leur principale mission est de rendre publique les
séquences qui ont été déterminées. L’un des intéréts de ces banques est la masse de
séquences qu’elles contiennent. On n’y trouve ¢également une bibliographie et une
expertise biologique directement liées aux sequences traitées [3]. Les légumineuses sont
largement utilisées pour 1’alimentation humaine et animale. Elles constituent apres les
céréales, la seconde source des protéines pour 1’alimentation humaine et, représentent une
source de protéines importantes, comme alternative aux protéines animales [4]. Les
I[égumineuses sont soumises a des contraintes environnementales comme la salinité qui est
I’un des stress abiotiques affectant de maniére significative la croissance des plantes et la
qualité des graines [5]. Les Iégumineuses sont des plantes tres importantes sur le plan
écologique et agricole car elles sont capables d'interagir en symbiose avec des rhizobiums
pour la fixation biologique de I'azote, ce qui évite I'utilisation d'engrais chimiques qui
affectent la rhizosphere et polluent I'atmospheére, en plus, la symbiose mycorhizienne, joue
un réle important dans la réhabilitation des sols dégradés dans les zones semi-arides [6]. La
voie vers de meilleures légumineuses alimentaires et fourrageres nécessite une
connaissance détaillée des différents génes impliqués dans les voies biochimiques menant
aux compos¢€s nutritionnels clés, y compris les modeles d’expression et les niveaux de ces
génes et leurs interactions en utilisant les outils de la génomique (structurale et
fonctionnelle), la bioinformatique et la génomique comparative (analyse de la synténie). La
conservation des sequences de genes parmi les espéces de légumineuses et la découverte
de nouveaux génes, offre de nouvelles possibilités pour 1’analyse des séquences géniques
chez Vicia faba L. et d’évaluer leur impact sur les traits phénotypiques afin de pouvoir
définir les collections de base, ce qui aidera a la découverte de geénes et d’all¢les d’intérét
[7]. De nos jours, I’approche in silico en utilisant les outils bioinformatiques et de
génomique, permet la prédiction des fonctions de certains genes et protéines impliqués
dans la tolérance aux stress via les bases de données biologiques disponibles dans le web,
par la comparaison de leurs séquences. Dans ce contexte, 1’objectif de 1’étude est
I’identification in silico des protéines et des genes de tolérance a la salinité comme stress
abiotique chez Vicia faba L. (Fabaceae) par I’interrogation des bases de données
moléculaires généralistes (NCBI et EMBL-EBI) et aussi la base de données spécialisée des
protéines (UniProt) en recherchant des similitudes de séquences, qui expliquerait la
similarité de fonction avec les molécules trouvées chez les espéces modeles Arabidopsis
thaliana et Medicago truncatula (Iégumineuse) dont leurs génomes ont été sequences.

1.- Matériel et Méthodes
1.1.- Matériel d’étude

La recherche in silico des géenes et des protéines de tolérance aux stress abiotiques
nécessite un materiel végétal et des bases de données.

Le matériel utilisé dans cette étude est constitué d’une espece cible Vicia faba L.
(2n = 12) et des deux espéces modeéles, Arabidopsis thaliana (2n = 10) et Medicago
truncatula Gaertn. (2n=16) toutes diploides. Nous avons choisis ces deux espéces car leur
génome est complétement séquenceé [8,9].

Les bases de données consultées pour collecter de donneées sur les protéines et des
genes de tolérance aux stress abiotiques issus du matériel végétal d’étude sont:
- La base de données NCBI (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov)

La figure 1, montre la page d’accueil de la base de données NCBI (National Center
for Biotechnologie Information)
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- La base de données EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/).

Figure 1.- Interface NCBI (page d’accueil)

La figure 2 montre la page d’accueil de la base de données EMBL-EBI (European

Bio-informatics Institue)

We are EMBL-EB]

Figure 2.- Interface EMBL-EBI (page d’accueil)
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- La base de données spécialisée UniProt (http://www.uniport.org)

La figure 3 montre la page d’accueil de la base de données protéique UniProt.
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Figure 3.- Interface UniProt (page d’accueil)

1.2.- Méthode d’étude

1.2.1.- Recherche des protéines et des génes en relation avec les stress abiotiques en
utilisant la base de données NCBI

Les étapes de recherche in silico (fig. 4) sont résumées dans les points suivants:
- consulter la base de données NCBI;
- écrire les mots clés en Anglais (par exemple, Vicia faba water stress) dans le moteur de
recherche;
- choisir (all databases) pour généraliser la recherche.

1.2.2.- Recherche des protéines et des génes de tolérance aux stress abiotiques en
utilisant les bases de données EMBL-EBI

Les étapes de recherche in silico (fig. 5) sont comme suit:
- consulter la base de données EMBL-EBI,
- écrire les mots clés en Anglais (par exemple, Vicia faba cold stress) dans le moteur de
recherche.
- choisir (all databases) pour généraliser la recherche;
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Figure 5.- Interrogation de la base de données EMBL-EBI

1.2.3.- Identification et recherche de similitude de séquence des génes et des protéines
avec ’outil BLAST

- Les étapes de recherche a suivre sont:

- choix de molécule parmi les séquences protéiques «protéine séquence»,

- appliquer BLAST-UniProt de la protéine en question,

- acceder au BLASTp-NCBI pour la recherche d’une similitude de séquence proteique
avec organisme cible Vicia faba (fig. 6.a et fig. 6.b),
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- dans la fenétre de la page BLASTYp faire entrer la séquence trouvée du géne ou de la
protéine chez Vicia faba en la copiant dans la case de la séquence requéte ou en insérant
son numeéro d’accession,

- cliquer sur le bouton BLAST pour savoir s’il y a des séquences similaires.
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Figure 6.a.- Page d’accueil BLAST intégré dans la base de données NCBI
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Figure 6.b.- Recherche de similitude de séquence protéique (BLAST-P)

Algerian journal of arid environment 82 vol. 11, n°2, Décembre 2021: 77-94



P-ISSN 2170-1318/ E-ISSN 2588-1949 AMOURI A. A.*, BELKHODJA M.

2.- Résultats et interprétation

Les résultats de recherche obtenus via NCBI sont représentés sur les figures 7a et

7b. Aucune protéine ou géne n’ont été trouvés, sauf séquences nucléotidiques au nombre
de 18.

€ 9 C @ rmmngw 52t @®:

i
5

L

it &

L.

Figure 7.b.- Résultats de recherche des genes et des protéines par NCBI
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Les résultats de recherche obtenus via EMBL-EBI sont regroupés comme suit: le
nombre de séquences protéiques (1), les génes exprimés (2), les enzymes (5) et la
littérature (23) (fig. 8 et 9).

En cliquant sur la séquence requéte SRK2E, la base de données EMBL-EBI nous
bascule directement vers la base de données spécialisé Uniprot (http://www.uniprot.org/).
La base de données spécialisée «Uniprot» donne une liste des différentes especes
possédant des séquences proteiques de type SRK2E avec une identité comprise entre 90 ou
100% (fig. 10).

Les résultats montrent que 1’espéce modele Arabidopsis thaliana est 1’espéce
représentative avec 100% d’identité avec SRK2E.
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Figure 8.- Résultats de recherche des génes et des protéines par EMBL-EBI.
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Figure 9.- Informations sur la protéine kinase «<SRK2E» trouvée par EMBL-EBI
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Figure 10.- Résultats des protéines similaires a la séquence «SRK2E» via UniProt

1.- Identification in silico de la protéine SRK2E via EMBL-EBI/Uniprot chez
Arabidopsis thaliana recherche de similitude de séquence chez Vicia faba par Blast p-

NCBI

Apres I’identification de la protéine SRK2E, procéder a la recherche de similitude

de séquences par Blast p NCBI (fig. 11).
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Figure 11.- Recherche de similitude de séquence «<SRK2E» chez Vicia faba via BLAST p-NCBI
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Les résultats obtenus (fig. 12) par Blast donnent un tableau qui classe les protéines
similaires par ordre décroissant selon la significativité (E-value). Parmi les protéines
classées, la premiére protéine kinase activée par I’ABA «Aabscisic acid activated protéin
Kinase» est sélectionnée (AAF27340.1) chez Vicia faba, avec une E-value = 0, un
pourcentage de 78 % d’identité et un score 571.
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Figure 12.- Résultats de similitude de séquence «<SRK2E» chez Vicia faba par BLAST p-NCBI

2.2.- Recherche de similitude de séquence chez Medicago truncatula de la protéine
kinase activée par ’ABA chez Vicia faba

Les résultats obtenus par blast (fig. 13) de la protéine kinase activée par I’ABA
chez la Iégumineuse Medicago truncatula sont représentés sur les figures 14 et 15.

La protéine similaire trouvée chez Medicago truncatula est la «serine/ threonine
protein kinase» SRK2I, avec une identité de 92.31%, une E-value = 0 et un score de 644.
Ce résultat a permis d’identifier le géne codant cette protéine, qui est en relation avec le
stress salin (fig. 16).
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Figure 13.- Recherche de similitude de séquences de la protéine «abscisic acid activated protein
kinase» (AAF27340.1) de Vicia faba chez Medicago truncatula par BLAST
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Figure 15.- Résultats des séquences protéiques similaires obtenus chez Medicago truncatula
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Figure 16.- Bio-information sur la protéine «serine/ threonine protein kinase» SRK2I
chez Medicago truncatula

2.3.- Identification du gene codant la protéine kinase chez Medicago truncatula
Les résultats présentés sur la figure 17 décrivent la bioinformation du géne codant

la protéine kinase SRK2l (XP013453509) chez Medicago truncatula. Le gene SRK2I
(LOC11413484) codant cette protéine chez Medicago truncatula, est localisé sur le

Algerian journal of arid environment 89 vol. 11, n°2, Décembre 2021: 77-94



Recherche in silico des génes et des protéines encodées pour la tolérance au stress salin chez la légumineuse Vicia faba L.
P-ISSN 2170-1318/ E-ISSN 2588-1949

chromosome 5 (exon 9).

Fl gt

LOCH1413484 serineShreonine-protein kinase SRK21 | Medicago truncatula (barrel medic) | :.:m i
Bene D 11413484 piedm im0 Genuric casint
gty
Genesmbol LOCHUTAR T
Gene descrpfon seisetiveceie v krese SRIQ e
Locastag NTR Soé1besh e
Geseape protis iy Gerers s famafn
RefSeqstaus NODEL
- _— O3 Refzemnce Saguzns B8y

Livege Eskayt Vit Sestphts Enbopyt Toderphts Spmanpht Vogobsss sslsbebs GUmsie e
Pesizpaizkee: osits: Bbids Fabales Febeceze Paplonoidzaz: H bbimesrsion dace; NPAR clade Hobgdzgie: L dace; i
Tigheae Nedicage Agva s

(0L}

Locion: chrsensaz'§ Sax| 001413482 i Ganome Data Ve Genemz [ Vewer
Exoncont: 9
Awgdosiue Sas Asemby (s T Related miormatizn =
n amst Vo7 41(CF BN 5 NC B2 FES 6705 St
BoSysems
Cheomosome 5 WC 0154112 Cosaved Doveis
[ [ssip
Fuliotin PG uckekie

L0220y L1 4 LOCH NI S
LR O S

Figure 17.- Bio-informations du gene codant la protéine kinase SRK2I (LOC11413484)
chez Medicago truncatula

2.4.- Syntheése des résultats sur I’identification des génes et des protéines de stress
salin

Le tableau | montre les différentes protéines identifiées en relation avec le stress

salin, ainsi que leurs génes codants chez la légumineuse Vicia faba en comparaison avec
les deux especes modeles Medicago truncatula et Arabidopsis thaliana.
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Tableau I.- Résultats généraux de la recherche in silico des genes et des protéines
chez la féve (Vicia faba) induits par le stress salin.

Strgss Organisme Geéne codant Protéine encodée
abiotique
.AA.‘F27340 Abscisic acid activated protein
(voir ci-dessous les ki
- . . < inase
Vicia faba L. informations sur le géne T
. (protéine similaire a SRK2E
AAF27340 et sa sequence , . - -
. L d’Arabidopsis thaliana)
Stress salin génique)
Medicago truncatula Serine / threonine protein kinase
(Espéce modéle) LOC11413484 (SRK2I)
Arabidopsis thaliana SRK2E Serine / thréonine protéine kinase
(Espece modele) (SRK2E)

La figure 18 décrit la bioinformation du gene codant la protéine «Abscisic acid
activated protéine kinase» chez Vicia faba L.
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Figure 18.- Bioinformation du gene AAF27340 codant la protéine
«Abscisic acid activated protéine kinase»
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La séquence génique codante de la protéine kinase activée par 1’acide abscissique
«abscisic acid-activated protein kinase» chez Vicia faba L. est la suivante:

>ENA|JAAF27340|AAF27340.1 Vicia faba (faba bean) abscisic acid-activated protein
kinase

ATGGATATGCCGCCGCCGATCATGCACGACAGTGACCGTTACGACTTCGTTCGTGATATC
GGATCGGGAAATTTCGGCGTCGCTAGACTCATGACTGATAAACTCACCAAAGACCTTGTT
GCTGTCAAGTACATCGAACGTGGAGATAAGATTGATGAAAATGTTAAGAGAGAAATAATC
AATCACAGGTCTCTAAGACATCCTAATATTGTTAGGTTTAAGGAGGTCATTTTAACACCT
ACTCATCTGGCCATTGTAATGGAATATGCATCTGGAGGAGAAATGTCCGATCGAATCAGC
AAAGCGGGGCGTTTTACTGAGGATGAGGCTCGTTTCTTCTTTCAACAACTCATATCCGGG
GTCAGCTATTGTCATTCAATGCAAGTATGTCATCGAGATCTGAAGTTGGAAAACACGTTG
TTGGATGGAGACCCAGCACTTCATCTGAAGATTTGTGATTTTGGATACTCCAAATCTTCG
GTGCTTCATTCACAGCCAAAGTCAACTGTGGGAACTCCTGCTTATATTGCTCCAGAAGTA
CTTCTGAAGCAAGAGTATGATGGAAAGATTGCCGATGTCTGGTCATGTGGTGTAACCTTA
TACGTGATGCTAGTGGGGTCATATCCTTTTGAAGATCCCGATAATCCGAAGGATTTCCGG
AAGACAATTCAGAGGGTTCTCAGTGTCCAGTATTCCGTACCAGACTTTGTTCAAATATCT
CCTGAATGTCGCGACATTATATCAAGAATCTTTGTTTTTGACCCTGCAGAGAGAATCACC
ATTCCAGAAATAATGAAGAACGAATGGTTCCGAAAGAATCTTCCTGCTGACTTGGTGAAT
GAAAATATAATGGATAACCAATTTGAAGAGCCAGATCAGCCTATGCAGAGTATGGATACG
ATCATGCAGATAATTTCAGAAGCTACCGTACCAGCAGCTGGGAGCTATTATTTTGACGAG
TTTATCGAAGTGGATGAAGATATGGATGAAATAGACTCTGACTATGAACTTGATGTAGAT
AGCAGTGGTGAGATTGTATATGCCATATAA

3.- Discussion

L’analyse in silico que nous avons mené tout au long de ce travail sur la recherche
des protéines et des genes de tolérance au stress salin chez Vicia faba L. via les bases de
données NCBI, EMBL-EBI et UniProt, a permis d’obtenir des informations assez
intéressantes chez cette légumineuse, en comparaison avec les deux espéces modeles
Arabidopsis thaliana et Medicago truncatula. Les résultats de recherche ont permis
d’identifier des protéines en relation avec le stress salin ainsi que leurs génes codants.
Parmi ces protéines identifiées, on cite: La protéine serine/ thréonine Kinase SRK2
d’Arabidopsis thaliana induite par le stress salin. Certains travaux ont montré 1’implication
de cette protéine dans la tolérance aux stress abiotiques chez Arabidopsis thaliana et le riz
dont leurs génomes ont été séquencés et annoté, ce qui a permis de mieux définir les sous
familles des protéines kinases SnRK2 dans ces deux espéces [10]. Ainsi la protéine
OSTI/SRK2E/SNRK2-6 a été décrite comme un regulateur positif crucial de la
transduction du signal de I’hormone de stress 1’acide abscissique (ABA) dans les cellules
de garde d’Arabidopsis thaliana [11]. Les SNRK2 ont éte classées en trois groupes: le
groupe 1 comprend des Kinases non activées par I’ABA, le groupe 2 comprend des kinases
non activées ou activées tres faiblement par ’ABA et le groupe 3 comprend des kinases
fortement activées par I’ABA [12]. Li et Assmann [13] en (1966), ont caractérisé une
sérine/ thréonine kinase activée fortement par I’ABA indépendamment du calcium dans les
cellules de garde de Vicia faba, ce qui prouve le rle important que joue cette protéine
kinase. Dans notre étude la recherche de similitude entre les séquences de cette protéine
kinase «serine/ thréonine kinase SRK2E» aprés alignement en utilisant 1’outil BLASTp-
NCBI chez Vicia faba, a permis d’identifier une nouvelle protéine kinase activée par
I’ABA nommée «abscisic acid activated protein kinase d’Arabidopsis thaliana» avec une
similitude de séquence significative (identité de 78 % et un E-value = 0). En parallele, la
recherche des séquences protéiques similaires a la protéine kinase activée par I’ABA
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«abscisic acid activated protéine kinase» en comparaison avec la légumineuse modele
Medicago truncatula, a donné des résultats assez significatifs, une similitude de séquence
avec la protéine kinase SRK2l de Medicago truncatula (E-value = 0, identité 92 %). Un
résultat assez significatif pour prédire une similarité de fonction entre ces deux protéines.
Cette kinase appartient au troisieme groupe des kinases fortement activées par I’ABA [12].
NAKASHIMA et al. (2009) ont montré que ce type de protéines sont impliquées non
seulement dans la signalisation de I’ABA mais aussi au contrdle du développement et de la
dormance des semences qui sont codées par des génes specifiques [14]. On a trouvé que
chez Vicia faba L., ce type de protéine kinase est codé par le gene AAF27340.

Conclusion

Dans le présent travail, nous avons utilisé 1’approche in silico en utilisant des outils
bioinformatiques disponibles dans le web, et ceci dans le but d’identifier et de prédire la
fonction des protéines et leurs genes codants qui ont une relation avec la tolérance au stress
salin chez I’espéce Vicia faba L. Grace a cette approche, nous avons pu identifier les
différents types de protéines kinases ainsi que leurs genes codants en relation avec le stress
salin, par rapport aux deux autres plantes modéles (Arabidopsis thaliana et Medicago
truncatula) en recherchant des similarités de fonction entre séquences existantes dans les
bases de données. Il s’est avérée que la protéine kinase activée par I’ABA «Abscisic acid
activated protein kinase» identifiée chez Vicia faba est similaire aux kinases de type SRK
«Serine/ threonine protein kinase» trouvées chez les deux espéces modeles étudiées, ces
derniers ont un role important dans la transduction des signaux au cours du stress salin,
ceci permet de mieux comprendre les mécanismes moléculaires intervenant durant ce
stress abiotique.
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