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ABSTRACT

The gluten quality is one of the main factors affecting the quality of durum wheat. It depends
primarily on its storage proteins composition (glutenins and gliadins). In order to set up and
initiate a technological quality improvement program of durum wheat we have conducted a
prospection of the different protein sequences of gliadin in different databases for Triticum,
then the filtration steps and assembly by appropriate software have been conducted to reduce
the number of redundant sequences. On the other hand, we have isolated a gene from Iride
"Gli-A1" encoding a y-gliadin protein associated with gluten strength and viscoelasticity of
the dough, we performed an in silico molecular and structural analysis in order to define its
putative functional properties. The latter could be a valuable candidate as molecular marker
for selecting high nutritive value of durum wheat and/or for genetic improvement of durum
wheat quality.
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1. INTRODUCTION

La production mondiale de blé dur est concentrée au niveau d’un nombre limité de pays et
dont les quatre premiers producteurs mondiaux sont 1’Union Européenne, la Turquie, le
Canada et les Etats-Unis qui représentent a eux seuls les deux tiers de la production mondiale
[1]. Au niveau du bassin méditerranéen, le blé dur est généralement cultivé dans les
conditions pluviales, impliquant des contraintes environnementales pouvant avoir des
répercutions négatives sur les rendements ainsi que sur la qualit¢ de la production. Or la
qualité du gluten est I'un des principaux facteurs conditionnant le produit fini. En effet, tout au
long du processus de production, des le semis de la graine jusqu'a ce qu'elle atteigne le produit
final chez le consommateur, la qualité est une notion faisant intervenir plusieurs disciplines et
secteurs notamment les entreprises semencieres, les agriculteurs, les usines de semoule et de
pate et également la demande du marché et les exigences du consommateur [2]. Celle-ci
dépend principalement de la composition en protéines de réserve constituées par les gliadines
et gluténines. Les différences qui définissent la propriété de la pate et sa qualité de cuisson
sont essentiellement déterminées par les effets additifs de la teneur en protéines, les
compositions alléliques des différentes sous-unités de gliadine et de gluténine de haut poids
moléculaire (HMW-GS) et de faible poids moléculaire (LMW-GS). Il est bien connu que plus
de 70% de la variation des différents parametres de qualité de la pate est expliquée par la
composition des protéines de stockage du grain de blé [3]. Le taux de protéines est un critére
déterminant sur le marché. Ces protéines sont déterminantes pour conférer au gluten la
capacit¢ de former un réseau viscoélastique au cours des processus technologiques. Les
gliadines sont responsables de la viscosité du réseau alors que les gluténines sont davantage
responsables de I’¢lasticité¢ et de la fermeté de la pate [4]. En effet c’est le ratio élevé de
gluténines/gliadines qui est le critére déterminant de la bonne qualit¢ du blé dur [5].
L’amélioration de la qualité technologique du grain est un objectif majeur des programmes
d'amélioration. En effet, la structure et la composition de I'endosperme mature, y compris la
teneur en protéines, la dureté du grain et la qualité¢ de 1'amidon, sont des facteurs importants
dans la détermination de I'utilisation finale de la farine de bl¢. Jusqu'a présent, ces études ont
porté sur deux aspects de qualité qui sont principalement déterminés par le grain (composition
des protéines): la force de la pate et la texture du grain (dureté) [6]. Plusieurs études ont signalé
la production de plantes transgéniques de blés surexprimant plusieurs genes HMW-GS chez le
blé tendre [7 ; 8 ; 9] ainsi que LMW- GS chez le bl¢ dur [10 ; 11 ; 12]. Dans tous les cas, des
modifications des propriétés visco-¢lastiques de la pate dérivée ont été observées [13]. Du blé

commercial a été congu avec succes avec la sur-expression de la sous-unit¢ HMW du géne
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gluténine Glu-AxI, conduisant a une augmentation de la quantité totale de protéines et des
sous-unités HMW dans les grains de plantes de blé transgéniques [14]. Jusqu’a présent, la
famille des gliadines n’a pas été utilisée comme géne candidat pour I’amélioration de la
qualité technologique des céréales. Au cours de ce travail nous nous sommes intéressés d’une
part a la famille des gliadines chez le genre Triticum et d’autre part a un gene candidat associé
a la qualité technologique du blé a savoir la y gliadine. Nous avons étudié et analysé certains
aspects structuraux (structure primaire, secondaire et tertiaire) et les principales modifications
post-traductionnelles de cette protéine codée par le géne en question. Cette approche constitue
un pré-requis afin de programmer et d’envisager 1’application des outils de la transgénése

dans le but d’améliorer la qualité technologique du bl¢é et de ses sous-produits dérivés.

2. RESULTATS ET DISCUSSION
2. 1 Analyse phylogénique des gliadines
Nous avons réalisé notre prospection sur différentes Bases de Données (BD) générales et
spécifiques, publiques et/ou privées dans lesquelles la fouille puis la collecte des séquences
nucléiques complétes (ADNc) et des séquences protéiques ont été effectuées. L’analyse
phylogénétique permet de déceler des différences et des similitudes d’organisation structurale
entre différentes séquences. Pour ce faire, notre prospection dans les différentes BD a abouti
au recensement de 1159 séquences complétes d’ADNc codant différents types de gliadines et
appartenant a quelques espéces cultivées du genre Triticum (Triticum aestivum et Triticum
turgidum subsp. durum). La filtration de ces séquences a permis de réduire le nombre total de
1159 a 532 séquences identifiées.
2.1.1. Structure et classification des gliadines
Nous avons établi les relations phylogénétiques entre les différentes gliadines (y, o (a+f) et ®)
identifiées chez Triticum aestivum. Nous avons utilisé¢ la matrice de Jones-Taylor Thornton
(JTT) [15]. Un arbre circulaire phylogénétique non enraciné a été obtenu selon I’alignement
de 532 séquences de gliadines obtenues par la prospection a partir de NCBI et de GrainGenes
(Figure 1).
Selon la figure 1, les séquences protéiques sont regroupées en 4 groupes chez Triticum
aestivum:

* Groupe I: regroupe les a-gliadines ;

* Groupe II: regroupe les gliadines mixtes (a+f) et les « avenin-like seed protein » ;

* Groupe II1I: regroupe les o -gliadines ;

* Groupe IV: constitué de toutes les y -gliadines.
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D’apres cette analyse phylogénétique les y-gliadines présentent 70% de similarité avec les
a-gliadines alors que les o -gliadines partagent seulement 20% de similarité. Cette analyse de
similarité révele que les gliadines ont une vaste variabilité allélique, diversité intéressante
sachant qu’elles influencent la qualit¢ de la farine [5]. En effet, des analyses par
¢lectrophoreése montrent une forte association entre la présence de la y-gliadine de type 45 et
la force du gluten [16]. Plusieurs auteurs suggerent que cette corrélation pourrait étre causée
soit par une relation directe et fonctionnelle aux génes responsables, soit que les geénes
responsables de ces caractéristiques de gluten sont liés a d’autres génes codant ces protéines.
Damidaux et al. (1980) [17] ont constaté que les alleles des gliadines y-42 et y-45 sont issus
d’un locus situé¢ sur le chromosome 1B. Ultérieurement, la localisation chromosomique des
blocs de gliadines (0-35 / y-45) et (»-33, 35,38/ y-42) a été¢ déterminée sur le bras court du
chromosome 1B [18]. Selon Ruiz et al. (2005) [19], la gliadine y -42 et la gliadine y -45 sont
fréquemment héritées en bloc respectivement avec la w-gliadine 33-35-38 et la w-gliadine 35.

Payne et al. (1984) [20] ont conclu que 1’association avec la force du gluten semble étre
causée par les LMW-GS liées a la gliadine y -45 et non pas par la y -45 elle-méme. Ces
auteurs ont montré aussi que la gliadine y -42 avec ®-33, 35 et 38 et la gliadine y -45 avec la
gliadine ®-35 étaient étroitement lieés a deux différents types de gluténine de faible poids
moléculaire respectivement LMW-1 et LMW-2 codées par les allé¢les du locus Glu-B3.

2.1.2. Analyse des différentes y-gliadines

Les séquences y-gliadines collectées sont traitées par le logiciel MEGA 6.06 pour définir leur
modele structurale chez le blé dur (Figure 2). Les 29 protéines ont tous une structure typique
de y-gliadine commengant par un peptide signal de 20 résidus, suivie d'une courte région
N-terminale correspondant au domaine non répétitif (I), d’un domaine répétitif trés variable
(IT) riche en glutamine et proline, d’un domaine non- répétitif contenant la plupart de résidus
cystéines (III) et d’un domaine non - répétitif C-terminal contenant les deux derniers
conservés des résidus de cystéine (V). La majorité de ces domaines III contient 8 résidus de
cystéine qui sont connus pour former 4 liaisons disulfures intra-chaine [21]. Afin de définir les
différents motifs composant ces protéines, nous avons réalisé une phylogénie associée a une
analyse par le logiciel MEME. Le dendrogramme de la figure 3 et le tableau IA montrent la
classification des y gliadines en fonction de leurs structures et de la position des motifs. La
taille des séquences varie de 239 a 302 résidus d'acides aminés, avec une moyenne de 278 aa.
Cette variation de taille résulte principalement de l'insertion et/ou suppression de motifs
répétés [22]. 16 peptides parmi 29 contiennent huit résidus cystéine qui forment quatre

liaisons disulfures intramoléculaires [23] a D’exception des séquences dont le numéro
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d’accession est le suivant AEG47685, AEG47686 et ACJ03438 qui contiennent
respectivement 2, 3 et 9 résidus cystéine. Par la suite, notre intérét s’est focalisé¢ sur la
séquence v gliadine AAQ63864 de blé dur. Cette séquence est la plus proche homologue a la
protéine AAQ63861 [24]. L’analyse de 1’alignement des différentes y-gliadines montre une
diversité au niveau des motifs répétés illustré dans le tableau IB.

2. 2. Caractérisation moléculaire in silico de la y gliadine

La protéine AAQ63864 est une y-gliadine dont le géne mesure 721 pb et est composé d’un
seul exon sans intron. Le locus de ce geéne n’est pas encore identifié en raison de I’absence de
séquence compléete et finie du génome de blé.

2. 2. 1 Caractérisation structurale

Il est difficile de trouver expérimentalement la fonction d’une protéine sans aucune
connaissance préalable sur sa structure in silico. En effet, un minimum d’informations sur la
structure est nécessaire comme point de départ tel que I’enchainement linéaire d'acides aminés
appelé structure primaire, les liaisons faibles, les liaisons hydrogéne, ses formes (en hélice ou
en feuillet) qui représentent la structure dite secondaire, la disposition relative des motifs de
base qui conduit a la structure tridimensionnelle et la localisation cellulaire. La séquence
peptidique AAQ63864 est composée de 242 résidus d’aa. Elle posséde une masse moléculaire
estimée a 34,3 KDa ainsi qu’un point isoélectrique théorique de 7,6. Le nombre d’atomes qui
constitue cette protéine est de 4772 atomes se présentant sous la formule suivante
Ci526H2359N1200442S16. La composition peptidique de cette y-gliadine révele que les acides
aminés les plus fréquents sont la glutamine (29.8%) et la proline (16.6%) (Tableau II A). La
protéine renferme d’une part, les acides aminés hydrophobes nécessaires a la formation de
I’hélice a représentant 46,1% et d’autre part, les acides aminés favorables a la formation des
liaisons hydrogene, et donc a la stabilisation de la protéine qui représentent 43%. La cystéine
est présente a 3% conférant a la protéine une certaine rigidité par la formation des ponts
disulfures et stabilisant sa conformation spatiale. Le nombre total de résidus chargés
négativement est de 7 tandis que celui des résidus chargés positivement est de 14. L’index
aliphatique, qui rend compte de la stabilité¢ de la protéine vis-a-vis de la température, est de
66.19 et la moyenne d’hydrophobicité est de -0.681. La séquence de la protéine AAQ63864,
différente des autres y-gliadines, contient 9 cystéines avec des motifs répétés. Ces domaines
répétitifs sont de type PFPQ1-2 (PQQ) 1-2 décrit par Qi et al. (2009) [23]. L’analyse de la
structure secondaire de la y-gliadine AAQ63864 révele une structure organisée entierement en
chaines enroulées et coudes sans hélice a ni feuillet B favorisant ainsi une structure en spirale

(Tableau II B). Les possibilités de liaisons peptidiques et d’établissement de ponts disulfures
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sont décrites dans la figure 4, indiquant la possibilité d’association par des liaisons non
covalentes et d’adopter ainsi un comportement aggrégatif.

L’analyse de la structure tertiaire de cette y-gliadine montre la présence de régions, allant de
42 a 60 et de 120 a 138, possédant une capacité de former une structure hélicoidale
amphiphile chargée positivement et présentant des résidus aromatiques tels que la
Phénylalanine (F), et la Tyrosine (Y) (Figure 5). La recherche d’homologie de structure
tertiaire de la protéine AAQ63864 dans la BD Protein Data Bank a permis d’identifier la
structure tridimensionnelle la plus proche au domaine C terminal (position 185 a 241). Il
s’agit du domaine de liaison a I'ADN des protéines Alpha-amylase (catalysant 'hydrolyse des
liaisons alpha-D- (1,4)- glucane des composés de 1'amidon). En effet, aucun travail de
cristallisation de cette famille de protéine n’a pas été jusqu’a présent entrepris.

Les modifications post-traductionnelles des protéines ont pour intérét la régulation de leur
activité et ceci en les intégrant a une cascade de signalisation, en les adressant a un
compartiment cellulaire, en facilitant leur interaction avec d’autres protéines et en favorisant
la stabilit¢ de leur structure. Ainsi, les réactions de phosphorylation/déphosphorylation
induisent une modification de la structure des protéines et donc de leur activité et permettront
ainsi la régulation de différentes voies métaboliques. Trois sites de phosphorylation de cette
protéine se trouvent dans la région C-terminale (Figure 6 A). Ce type de modification
post-traductionnelle sert a la signalisation cellulaire et représente un mécanisme impliqué
dans la régulation de I’activité de la protéine.

Le serveur NetAcetl.0 détecte un seul site d’acétylation au début de la séquence protéique
dont le motif est «MKTLLI». La localisation subcellulaire de cette gliadine a été prédite par
les logiciels disponibles sur Expasy (ProtComp version 9.0 et PredictProtein). Cette protéine
est éventuellement localisée au niveau de la vacuole, confirmant ainsi son réle de réserve
d’azote, de carbone et de soufre. Aucun site de sumoylation ni de N-glycosylation n’a été
prédit.

2. 2. 2. La recherche de motifs

La recherche dans la BD CDD ‘Conserved Domain Database’ montre la présence du domaine
Alpha-Amylase Inhibitor qui débute de I’aa 10 jusqu’a la position 110 sur une protéine de 302
aa (Figure 6 B). La superfamille AAI LTSS est sous 1’accession c17890, en particulier cd0010
et cd00261. La superfamille de protéines Alpha-Amylase Inhibitors (AAIs) et Seed Storage
(SS) se présente dans différentes especes végétales, I’ AAIS joue un réle de défense naturelle

contre les pathogenes [25].
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gliadines

Fig.1. Arbre phylogénétique circulaire représentant les relations entre les différents types de gliadines chez Triticum aestivum. 532 séquences
protéiques ont été alignées par Clustal X [26]. L’arbre phylogénétique a €té construit en utilisant la méthode Neighbor-Joining (bootstrap =1000).

La distance évolutionnaire est calculée selon la méthode JTT matrix [15]. Les analyses phylogénétiques sont réalisées par MEGA 6.06 [26].
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Signal N- > Reépétitive_domaine ||
peptide ~ terminal

ACJ03439.

AAQ63862.
CAC94869.

MKTLLILTILAMAI TIATANMQVDPSGQVQUPQQQPFLQPYQPFSQQP- -
------------------ HNIQUDPSSQUQHPQQQPF LGPHQPF SQQP - - ~~QQIFPQPQ----~===--=======----~-----------QTFPHQPQQPFPQSQQ 54
------------------ MR SSQUAPQUUPVIPHQPE SQEP -- -~~~ =-~GQTFPUPOTFPIGPOUPPOPOUPOLFLAPIPAPOQPOUPYPUPULPAUT) 87

s i  Répétitive_domaine Il ity

)
PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQF PQPQQPQQSF PQQQQPAIQSF LQQQMNPCKNF L LQQCNHVSLVSSLVST ILPRSDCQVMQQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVAHSTTMQQEQQ---QG 237

--QQIFPQPQQTFPHOPQQQF PRPQQPQQQF LQPRQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQRTQQ 105

AFX69676.1 PKTLFILTILAMATTIATANYQVDPSGQVQUPQQQPFPQPQQPFCEQPQRTIPQPHQTFH HQPQQTFPQPEQTYPHQPQQQF PQTQQPQQPFPQPQQTFPQQPQLPFPQOPQQPFPQPQQ 120
AGO17706.1 MKTLFILTILAMATTIATANYQVDPSGQVQHPQQQPFPQPQQPFCEQPQRTIPQPHQTFH HQPQQTLPQPEQTYPHQPQQQF PQTQQPQQPFPQPQQTFPQQPQLPFPQOPQQPFPQPQQ 120
AG017700.1 MKTLFILTILAMATTIAAANYQVDPSGQVQHPQQQPFPQPQQPFCEQPQRTIPQPHQTFH HQPQQKFPQPEQTYPHQPQQQFPQTQQPQQPFPQPQQTFPQQPQLPFPQQPQQPFPQPQQ 120
AFX69677.1 MKTLFILTILAMATTIATANMQUDPSGQVQUPQQQPF PQPQQPFCEQPQRTIPQPHQTFH HQPQQTFPQPEQTYPHQPQQQFPQTQQPQQPF PQPQQTFPQQPQLPFPQQPQOPFPQPQQ 120
ACKS2492.1 MKTLLILTILAMATTIATANYQVDPSGQVQHPQQQPF PQPQQPFCEQPQRTIPQPHQTFH HQPQQTFPQPEQTYPHQPQQQF PQTQQPQQPFPQPQQTFPQQPQLPFPQRPQQPFPQPQQ 120
ACX37116.1 MKTLLILTILAMATTIATANMQVDPSGQVQUPQQQPLPQPQQPFCEQPQRTIPQPHQTFH HQPQQTFPQPEQTYPHQPQQQF PQTQQPQQPFPQPQQTFPQQPQLPFPQQPQQPFPQPQQ 120
AGO17704.1 MKTLLILTILAMATTIATANMQUDPSGQVQUPQQQPF PQPQQPFCEQPQRTIPQPHQTFH HQPQQTFPQPEQTYPHQPQQQFPQTQQPQQPFPQPQQTFPQHPQLPFPQRPQRPFPQPQQ 120
AG017699.1 MKTLFILTILAMATTIATANMQVDPSGQVQHPQQQPF PQPQQPFCQQPQRTIPQPHQTFH HQPQQTFPQPEQTYPHQPQQQF PQTQQPQQPFPQPQQTFPQQPQLPFPQRPQQPFPQPQQ 120
ACJ03461.1 MKTLFILTILAMATTIATANYQVDPSGQVQHPQQQPFPQPQQPFCQQPQRTIPQPHQTFH HQPQQTFPQPQQTYPHQPQQQF PQTQQPQQPFPQPQQTFPQQPQLPFPQORQQPFPQPQQ 120
ACJ93451.1 MKTLFILTILAMATTIATANMQVDPSGQVQHPQQQPFRQPQQPFCQQPQRTIPQPHQTFH HQPQQTFPQPQQTYPHQPQQQF PQTQQPQQPFPQPQQTFPQQPQLPFPQRRQQPFPQPQQ 120
AGI50342.1 MKTLLILTILAMATTIATANMQVDPSGQVQHPQQQPF PQPQQPFCQOPQRTIPQPHQTFH HQPQQTFPQPQQTYPHQPQQQF PQTQQPQQPFPQPQQTFPQQPQLPFPQQRQQPFPQPQQ 120
AAA34272.1 MKTLLILTILAMATTIATANYQVDPSGQVQHPQQQPF PQPQQPFCQQPQRTIPQPHQTFH HQPQQTFPQPQQTYPHQPQQQF PQTQQPQQPFPQPQQTFPQQPQLPFPQQPQQPFPQPQQ 120
AAK84777.1 MKTLLILTILAMATTIATANYQVDPSGQVQHPQQQPF PQPQQPFCQQPQQTIPQPHQTFH HQPQQTFPQPQQTYPHQPQQQF PQTQQPQQPFPQPQQTFPQQPQLPFPQQPQQPFPQPQQ 120
AGO17703.1 FKTLLILTIFVAALTIATANIQUOPSGQVQUPQQQPFSQPQ-PFSQQP--- -~ -~~~ -~ --- HQAF PQPQQTSPLQPQQQF PQPQQPQQPFPQPQQTFPQQPQLPFPQQPQOPFPQPQQ 104
AGI5@348.1 QPQLPFPRQPQQPFPQPQQ 115
AAQ63864.1 -------------e----MNIQVDPSSQVQUPQQQPFLQPHQPFSQQP -~ -~ === == === ===QQIFPQPQ----======msmmm e o QPYPQQPQQPFPQTQQ 54
AAQ63861.1 - -QQIFPQPQQTF PHOPQQQF PQPQQPQRQF LQPRQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQTQQ 87
AAQ63856.1 --QQIFPQPQQTFPHQPQRQFPQPQQPQQQF LQPRQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQTQQ 87
AAQ63863.1 - -QQAF PQPQQTFPHQPQQQVPQPQQPQQPF LQPRQPFPQQPQQPYPQQPQRPFPQTQQ 87
AC103446.1 MKTLLILTILAMAITIATANMQVDPSGQVQUPQQQPFLQPYQPF SQQP- - - -QQIFPQPQQTF PHQPQQQF PQPQQPQQQF LQPRQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQTQQ 105

1

1

1

AFX69676.1
AG017706.1 PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQF PQPQQPQQSF PQQQQPAIQSF LQQQMNPCKNF LLQQCNHVSLVSSLVSIILPRSDCQVMQQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVAHSIIMQQEQQ- - -QG 237
AG0177€0.1 PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQF PQPQQPQQSF PQQQQPAIQSF LQQQMNPCKNF L LQQCNHVSLVSSLYSI ILPRSDCQVMQQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVAHSIIMQQEQQ---QG 237
AFX69677.1 PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQF PQPQQPQQSF PQQQPPLIQPYLQQQMNPCKNYL LQQCNPVSLVSSLVSMILPRNDCQVMQQQCCQQLAQI PQQLQCAATHSVAHSITMQQEQQ- - -QG 237
ACHB2492.1 PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQF PQPQQPQQSF PQQQRQPAIQSFLQQQMNPCKNF L LQQCNHVSLYSSLYSIILPRSDCQVMQQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVAHS T TMQQEQQ- - -QG 237
ACX37116.1 PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQF PQPQQPQQSFPQQQQPAIQSFLQQQMNPCKNF LLQQCNHVSLVSSLVSIILSRSDCQVMQQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVAHSTIMQQEQQ- - -QG 237
AG0177€4.1 PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQF PQPQQPQQSF PQQQQPAIQSF LQQQMNPCKNF LLQQCNHVSLVSSLVSIILPRSDCQVMQQQCCQQLAQI PQQLQCAATHSVAHS T IMQQEQQ---QG 237
AG017699.1 PQQPFPQSQQPQQPF PQPQQQF PQPQQPQQSF PQQQQPAIQSF LQQQMNPCKNF L LQQCNHVSLVSSLVSIILPRSDCQVMQQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVAHSIIMQQEQQ---QG 237
AC103461.1 PQQPFPQSQQPQQPF PQPQQQF PQPQQPQQSFPQQQQPAIQSF LQQQMNPCKNF LLQQCNHVSLYSSLVSIILPRSDCQVMQQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVAHS T IMQQEQQ---QG 237
ACJ93451.1 PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQF PQPQQPQQSF PQQQQPAIQSF LQOQMNPCKNF LLQQCNHVSLVSSLVSI ILPRSDCQVMQQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVAHSIIMQQEQQ- --QG 237
AGI5@342.1 PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQFPQPQQPQQSFPQQQQPAIQSF LQOQMNPCKNF LLQQCNHVSLVSSLVSIILPRSOCQVMQQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVAHSIIMQQEQQ---QG 237
AAA34272.1 PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQF PQPQQPQQSFPQQQQPAIQSF LQOQMNPCKNF L LQQCNHVSLVSSLVSI ILPRSDCQVMQQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVAHSITMQQEQQ---QG 237
AAKB4777.1 PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQF PQPQQPQQSFPQOQQPAIQSF LQQQMNPCKNF LLQQCNHVSLYSSLVSIILPRSDCQVMQQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVAHSIIMQQEQQ---QG 237
AGO177@3.1 PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQF PQPQQPQQSFPQQQQPAIQSF LQOQMNPCKNF LLQQCNHVSLYSSLVSIILPRSDCQVMQQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVAHSTIMQQEQQ- - -LG 221
AGJ50348.1 PQQPFPQSQQPQQPFPQPQQQF PQPQQPQQSF PQQQQLMIQSF LQQQMNPCKNF LLQQUNPMSLYSSLYSTILPRSDCQVMQQQCCOQLAQIPQQLQCAATHSVAHSTTMQQEQQ- --QG 232
AAQ63864.1 PQQPFPQSK--- -~~~ QPQQPFPQPQQPQQSFPQQQPSLIQQSLQQQLNPCKNF LLQQCKPYSLYSSLINSTILPPSDCQVMRQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVVHSITMQQEQQEQLQG 167
AAQ63861.1 PQQPFPQSK-~-~~-~ QPQQPFPQPQQPQQSFPQQQPSLIQQSLQQQLNPCKNF LLQQCKPYSLVSSLIWSIILPPSDCQVMRQQCCQQLAQIPQQLQCAAIHSVWHS T IMQQEQQEQLQG 200
AAQ63856.1 PQQPFPQSK-~- -~~~ QPQQPFPQPQQPQQSFPQQQPSLIQQSLQQQLNPCKNF LLQQCKPYSLYSSLIWS I ILPPSDCQVMRQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVWHS T IMQQEQQEQLQG 200
AAQ63863.1 PQQPFPQSK- -~ ~~~~ QPQQPFPQPQQPQQSFPQQQPSLIQQSLQQQLNPCKNF LLQQCKPYSLASSLIWSIILPPSDCQVMRQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVVHS T IMQQEQQEQLQG 200
ACJ@3446.1 PQQSFPQSK~= ==~~~ QPQQPFPQPQQPQQSFPQQQPSLIQQSLQQQLNPCKNFLLQQCKPYSLYSSLIST ILPPSOCQVMRQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVMHS I IMQQEQQEQLQG 218
ACJ03439.1 PQQPFPQSK -~ -~~~ QPQQPFPQPQQPQQSFPRAQPSLIQQSLQQQLNPCKNF LLQQCKPYSLYSSLISTILPPSDCQVMRQQCCQQLAQIPQQLQCAATHSVIMYSTIMQQEQQEQLQG 218
AAQ63862.1 PAEER=rn=nonn QPQQQFPQPQQPQQSFPQQQQL LIQPYLQQQMNPCKNYL LQQCNPYSLVSSLVSMILPRSDCQVMRQQCCQQLAQI PQQLQCAATHSVWHS I TMQQEQQEQLQG 164
CAC94869.1 PQQLFPQSQQPQQQFSQPQQQFPQPQQPQQfFWPFIQPSLQQQVNPCRNFI:LQQCkLvsLVSSLWSMIWQSDCQWRQQSCQQLAQ:?QQLQCMIHWmsxwQQEQQ QG 204
e = e Shaahaaas b aa e e aaaas R _EEE R EEEAR R SARARNARARRENREAN EERERRNES

AFX69676.1 VPILRPLFQ- LAQGLGIIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYANIDAGIGGQ-- 302

AGO17706.1 VPILRPLFQ- LAQGLGIIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTHCNVYVPPDCSTIN VPYANIDAGIGGQ-- 302

AGO17700.1 VPILRPLFQ- LAQGLGIIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYANIDAGIGGQ-- 302

AFX69677.1 VPILRPLFQ- - -~ - - --LAQGLGIIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYANIDAGIGGQ-- 302

ACHB2492.1 VPILRPLFQ-- -~ - - --LAQGLGIIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYANIDAGIGGQ-- 302

ACX37116.1 VPILRPLFQ-- -~ - ---LAQGLGIIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYANIDAGIGGQ-- 302

AGO177@4.1 VPILRPLFQ- - - - - - - - LAQGLGIIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYANIDAGIGGQ-- 302

AG017699.1 VPILRPLFQ- - - - - - - - LAQGLGITQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYANIDAGIGGQ-- 302

ACI03461.1 VPILRPLFQ- - - - - - - - LAQGLGITQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYANIDOGIGGQ-- 302

ACI03451.1 VPILRPLFQ- - - - - - - - LAQGLGITIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYANIDDGIGGQ-- 302

AGI50342.1 VPILRPLFQ- - - - - - - - LAQGLGIIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYANIDDGIGGQ-- 302

AAA34272.1 VPILRPLFQ- - - - - - - - LAQGLGIIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYANIDAGIGGQ-- 302

AAK84777.1 VPILRPLFQ- LAQGLGIIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN IPYANIDAGIGGQ-- 302

AG017703.1 VPILRPLFQ- LAQGLGIIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYANIDAGIGGQ-- 286

AGIS@348.1 VQILRPLFQ LAQGLGIIQPQQPAQLEGIRSLVLKTLPTMCNVYVPPDCSTIN VPYASIDAGIGGQ-- 297

AAQE3864.1 VQILVPLSQQQQVGQGILVQGQGIIQPQQPAQLEVIRSLVLQTLPTMCNVYVPPYCSTIR APFASIVAGIGGQYR 242
AAQ63861.1 VQILVPLSQQQQVGQGILVQGQGIIQPQQPAQLEVIRSLVLQTLPTMCNVYVPPYCSTIR APFASIVAGIGGQYR 275
AAQ63856.1 VQILVPLSQOQQVGQGILVQGQGIIQPQQPTQLEVIRSLVLQTLPTMCNVYVPPYCSTFR APFASIVAGIGGQYR 275
AAQ63863.1 VQILVPLSQOQQVGQGILVQGQGIIQPQQPAQLEVIRSLVLQTLPTMCNVYVPPYCSTIR APFASIVAGIGGQYR 275
ACJ03446.1 VQILVPLSQQQQVDQGILVQGQGIIQPQQPAQLEVIRSLVLQTLPTHMCNVYVPPYCSTIR APFASIVASIGGQ-- 291
ACJ@3439.1 VQILVPLSQQQQVDQGILVQGQGIIQPQQPAQLEVIRSLVLQTLPTMCNVYVPPYCSTIR APFASIVASIGGQ-- 291
AAQ63862.1 VQILVPLSQQQQVGQGILVQGQGIIQPQQPAQLEVIRSLVLQTLPTMCNVYVPPYCSTIR APFASIVAGIGGQYR 239

CAC94869.1 MHILLPLYQQQQVGQGTLVQGQGIIQPQQPAQLEAIRSLVLQTLPTMCNVYVPPECSIIX APFSSWAGIGGQYR 279
5 C-
> n
terminal

Fig.2. Alignement multiple des séquences protéiques de la famille y-gliadine chez Triticum
aestivum et turgidum. L’alignement est réalisé par Clustalw2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/). Les acides animés formant le domaine conservé

des gliadines et les motifs sont colorés et les gaps sont marqués par des tirets.
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Fig.3. Analyse phylogénétique de toutes les protéines y-gliadines chez Triticum turgidum par MEGA 6.06 [27]. Les motifs des acides animés des

protéines y-gliadines sont analysés par Meme v4.8.1.
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Table 1. A. Description des différents motifs protéiques identifiés par le programme MEME v4.8.
B. Comparaison entre les différents motifs répétés chez les différentes y-gliadines.

A.
Motif Longueur Best possible match
1(violet) 50 IQ QQ AQYEVIRSLVLRTL NMCNVYVR DCSTINA FASIVAGI
2 (pistache) 50 CK 'VSLVSSLWSMIL RSDCQVMRQQCCQQLAQI RQLQCAAI SVV' SI
3 (vert) 50 MKTLFILTILAMATTIATANMQVD SGCQVQW QQQ FRE YQ FYEQ QR
4 (bleu) 41 KQ QQ F Q QQ QQSF QQQQ LIQ YLQQQMN CKNYLL
5 (rouge) 21 EEQEELQGVQILR LFQLVQ
B.

Motifs répétés chez le reste des séquences  Motifs répétés chez la séquence AAQ63864

de T. turgidum

PQQ LFPQ FPQ
PVPQ QFSQ PQQ
PFSQQ TQQ PQQ FPQPQQ
FFPQ SQQ PQPQQ
QFPQ PHQ FPQQ
QFLQ PFSQ PQQQ
PFQPQQ PQPQQPQQ QQQ

PFPQ FPQQ/ PQQQ
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Table 2. A. Composition en acides animés de la y-gliadine AAQ63864.
B. Présentation de la séquence de la protéine AAQ63864

Acides aminés Nombre Pourcentage %

Acides aminés Ala (A) 7 2,9
hydrophobes Pro (P) 35 14.5
a groupement R apolaire Trp (W) 2 0,8
37,2% Val (V) 16 6,6

Leu (L) 21 7
Met (M) 4 1,7
Phe (F) 9 3,7
Ile (I) 17 7,0
Acides aminés Gly (G) 8 3.3
hydrophiles Ser (S) 18 7,4
a groupement R polaire Cys (C) 8 3,3
48,9% Gln (Q) 72 29,8
Asn (N) 4 1,7
Tyr (Y) 4 1,7
Thr (T) 4 1,7
Acides aminés a Asp (D) 2 0,8
groupement R chargé Glu (E) 3 1,2

négativement a pH
neutre

Acides aminés a His (H) 3 1,2
groupement R chargé Lys (K) 3 1,2
positivement a pH Arg (R) 4 1,7

neutre
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B. Structure secondaire Hélice a Feuillet p loop
Longueur de la séquence 302
% 0 0 100
1!3 2,8 3‘9 5{2 5‘5 T{S QI1 , 1?4 17 130 143 136 19 1?2 1?5 f 208 21 23

Fig. 4. Prédiction de 1'état de liaison disulfure de la y-gliadine AAQ63864. Les losanges en rouge représentent des régions de liaison protéique.

Les lignes représentent les liaisons disulfures. Les rectangles en rouge représentent la capacité de former une structure hélicoidale
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Fig. 5. Structure de la protéine y-gliadine AAQ63864 et les différentes étapes de sa transcription
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Fig.6. A. Les différents sites de phosphorylation de la protéine AAQ63864.

B. Domaines conservés de la protéine AAQ63864 selon CDD.
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3. MATERIELS ET ME

THODES
3.1 Les différentes bases de données (BD) consultées
Les BD suivantes: NCBI, GrainGenes (A database for Triticcae and Avena)

(http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml), Gramene (http://www.gramene.org/) et Phytozome

(http://www.phytozome.net/) ont été utilisées. La prospection a été effectuée par les mots clés :

«gliadiney, «Triticum turgidum» dans la commande « recherche » pour orienter la fouille. Une
fois la source de séquences atteinte, leur saisie se réalise sous le format FASTA.

3.2 Programmes et logiciels employés

La filtration des séquences complétes collectées est effectuée par le programme BLAST
« Basic Local Alignment Search Tool » [28] et par le logiciel d’alignement ClutalX2.1. Le

programme MEGA version 6.06 [26] (http:/www.megasoftware.net/) est utilisé pour I’analyse

phylogénétique. Le programme MEME : Multiple Expectation Maximization for Motif

Elicitation (http://memesdsc.edu/meme/website/) [29] permet de trouver des motifs communs a un

ensemble de protéines appartenant a une méme famille ou a des familles proches. Les
parametres optimisés du MEME sont employés comme suit : nombre des répétitions (size> 0
per sequence), nombre maximal de motifs (10 motifs) et la largeur optimale varie entre 6 et 50
résidus.

Les caractéristiques moléculaires et structurales sont analysées par des outils et des logiciels qui

sont disponibles sur Expasy (http:/www.Expasy.Protparameters.Tools). L’identification de la

composition en acides aminés est réalisée par Protparam

(http://www.Expasy.org/Protparameters.Tools) [30].

L’analyse de la  structure  secondaire est réalisée par  PredictProtein

(https://www.predictprotein.org/) et par PSSfinder

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=pps&group=programs&subgroup=propt).

Le programme d'analyse SUMOplot ™ (http://www.abgent.com/sumoplot/) prédit les sites de

sumoylation (http://www.abgent.com/sumoplot/). Afin de prédire I’existence de site de

N-glycosylation, nous avons utilisé le programme NetNGlyc

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).




R. Ben Ayed et al. J Fundam Appl Sci. 2017, 9(3), 1497-1518 1514

La prédiction de N-acétylation a ¢été effectuée par un programme nommé NetAcet

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetAcet/). Le serveur NetPhos 2,0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) et le serveur NetPhosK 1.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/) calculent des prédictions des sites de kinases

spécifiques pour la phosphorylation des protéines. La recherche des domaines
transmembranaires a été effectuée avec les programmes HMMTOP

(http://www.enzim.hw/hmmtop), — TopPred2  (http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred2/), ~ TMpred

(http://www.ch.eikmbnet.org), =~ PRED-TMR2  (http://athina.biol.uoa.gr/PRED-TMR2/) et

PRED-TMR (http://02.biol.uoa.gr/PRED-TMR).

I1 est possible de prévoir la présence de domaines conservés dans la séquence protéique dans
la banque CDD Conseved Domain Database de NCBI et ce, en utilisant le programme RPS

blast (Reversed Position Specific Blast) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). La

vérification de domaines conservées et la détermination de famille se font a [’aide

d’InterProScan5 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan5/) [31].

4. CONCLUSION

L’analyse moléculaire et structurale effectuée principalement a [’aide d’outils
bioinformatiques constitue un prérequis indispensable pour comprendre la nature et la
function de cette proteine. Cependant, la structure complexe de la gliadine que nous avons
étudiée complique la détermination de sa fonction et de son role biologique, faisant alors
appel a d’autres moyens tels que la surexpression de ce géne dans un systéme homologue ou,
au contraire, la suppression de son expression et de suivre par la suite le phénotype obtenu.
Néanmoins, le fait d’avoir étudié une gliadine isolée a partir de la variété de blé dur Iride,
réputée pour sa haute qualité technologique, permet d’en faire un candidat intéressant a
valoriser notamment en tant que marqueur marqueur moléculaire de qualit¢ ou dans un

programme d’amélioration génétique de la valeur nutritive du blé dur.
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