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Résumé.- La pollution due aux métaux lourds pose un probléme environnemental majeur au niveau des sols
agricoles et de I’air. En plus de [’approche in vitro et / ou in vivo. L'approche in silico, faisant
appel & 'outil bioinformatique, s avére une alternative afin d’identifier et exploiter rapidement les
molécules (génes et protéines) responsables de la tolérance aux métaux lourds chez les plantes.
Ceci permettra de mieux comprendre les mécanismes moléculaires en question. L’étude a porté
sur une espece halophile Atriplex canescens (Pursh Nutt). Les résultats obtenus via la base de
données moléculaire NCBI, a permis d’identifier une famille de protéines associées aux métaux
lourds nommée «heavy metal associated protein» chez [’espece Atriplex canescnes (Purch Nutt)
qui sont responsables du transport des ions métalliques et & la détoxification. La recherche de
similitude de séquence en utilisant [’outil BLAST, a permis d’identifier des similarités de fonction
significatives avec des protéines de la méme famille, chez différentes plantes comme Chenopodium
quinoa willd., et les especes modéles Arabidopsis thaliana L. et Medicago truncatula Gaertn.

Mots cles: A. canescnes, génes, protéines associées aux métaux lourds, in silico, NCBI, BLASTp.

IN SILICO RESEARCH OF ASSOCIATED PROTEINS WITH HEAVY METAL
TOLERANCE IN THE HALOPHILIC PLANT Atriplex L.

Abstract.- Pollution from heavy metals is a major environmental problem for agricultural soils and air. In
addition to the in vitro and / or in vivo approach, the in silico approach, using the bioinformatics
tools, proves to be an alternative to identify rapidly to exploit the molecules (genes and proteins)
responsible for heavy metal tolerance in plants. This allows a better understanding of the
molecular mechanisms in question. Our study focused on the halophilic Atriplex canescens
species. The results obtained via the NCBI molecular database, allowed to identify a family of
proteins associated with heavy metals in the species Atriplex canescnes (Purch Nutt). This kind of
proteins is responsible to metallic ionic transport and detoxification. The search of similarity
sequences using the BLAST tool, showed a significant function similarities with others proteins of
the same family in different plants such as Chenopodium quinoa willd., and the plant models like
Arabidopsis thaliana L. and Medicago truncatula Gaertn.

Key words: A. canescnes, genes, heavy metals associated protein, in silico, NCBI, BLASTp.

Introduction

La pollution de I’environnement constitue depuis les années soixante une
préoccupation majeure de nos sociétés modernes, c’est un changement défavorable du
milieu naturel en modifiant les composantes physiques, chimiques et/ou biologiques [1,2]
principalement les sols agricoles. Elle représente un sérieux probleme pour
I’environnement a cause des rejets de nombreux produits chimiques dont des ¢éléments
métalliques (métaux lourds) rejetés par les industries, 1’agriculture et les communautés
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urbaines [3]. Cette pollution peut avoir un impact direct ou indirect, sur la santé humaine et
I’équilibre des écosystémes. La toxicité des métaux lourds est intimement liée a leurs
propriétés oxydo-réductrices et a la production d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS),
tels que 1’anion superoxyde ou le radical hydroxyle, qui possédent un électron non apparié.
Au niveau cellulaire, les principales cibles des molécules ROS sont I’ADN, les
phospholipides membranaires, les protéines et les acides aminés [4]. Les plantes possédent
des systemes de stockage ou de détoxification leur permettant de diminuer les effets
néfastes des métaux lourds. Selon les espéces, ces systemes sont plus ou moins développés,
mais, il semble a I’heure actuelle que trois mécanismes sont prépondérants: la modification
de la perméabilit¢ membranaire, qui permet de réduire 1’entrée des métaux dans la cellule
végétale. Le systéeme antioxydant qui limite les dégats causés par les ROS et la chélation
intracellulaire, qui empéche I’activit¢é de 1’ion métallique [5]. La compréhension des
mécanismes de tolérance des plantes a la toxicité due au stress métallique, constitue un
apport majeur dans le développent des biomarqueurs. Atriplex qui est une plante halophile
est présente dans les sols pollués par les métaux lourds, est capable de tolérer des
concentrations élevées de cadmium, de zinc et de cuivre [6-8]. Cependant, ces mécanismes
de tolérance ne sont pas encore bien connus. L’objectif est 1’identification in silico des
protéines et leurs génes codant responsable de la tolérance aux métaux lourd chez le genre
Atriplex L, par I’interrogation des bases de données moléculaires comme (Genbank: NCBI)
et la recherche de similitude de séquences avec les molécules trouvées chez les plantes en
général et les especes modeles «Arabidopsis thaliana L. et Medicago truncatula Gaertn».

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

Le matériel végeétal utilisé dans cette étude est constitué de:
- L’espéce Atriplex (Pursh Nutt), (2n=18),
- Les especes modeles, la légumineuse Medicago truncatula Gaertn. (2n=16) et
Arabidopsis thaliana L. (2n = 10) car leurs génomes ont été complétement séquenceés.
- La base de données moléculaire: Genbank NCBI: National Center for Biotechnology
Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov ).

1.2.- Méthode d’étude

1.2.1.- Identification des protéines liées a la tolérance aux métaux lourds chez Atriplex
canescens

Les étapes de recherche a suivre sont:
- interroger la base des données NCBI.
- ecrire les mots - clefs en Anglais « Atriplex heavy metal» dans le moteur de la recherche
(fig. 1);
- choisir «All Databases» pour généraliser la recherche;
- cliquer sur «search».
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Figure 1.- Interrogation de la base de données NCBI

2.2.- Recherche de similitude de séquence avec la protéine identifiée

- identifier la protéine en relation avec les metaux lourds chez I’Atriplex;

- appliquer BLASTp sur la séquence identifiée pour la recherche d’une similitude de
séquence protéique avec les plantes utilisées en générale comme organismes cible (fig. 2);

- cliquer sur le bouton BLAST pour analyser les résultats.
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Figure 2.- Interface de I’outil BLAST

2.- Résultats

2.1. - Molécules trouvées en relation avec les métaux lourds chez Atriplex canescens
(Pursh Nutt)

Les résultats de recherche obtenus dans la base de données NCBI, donnent un
ensemble d’informations classées dans des rubriques bien distinctes comme les données
bibliographiques (PubMed). Il est retrouvé 8 protéines et 10 séquences nucléotides par
contre aucune information n’a été trouvée concernant les génes (fig. 3). 1l a été choisi de
travailler sur les protéines; en cliquant sur «proteins».
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Figure 3.- Résultats de recherche des molécules en relation avec
les métaux lourds chez Atriplex

L’interface suivante représente les différentes protéines trouvees (fig. 4). Parmi ces
protéines il est choisi le premier «heavy metal associated protein» chez Atriplex
canescnens qui contient 316 acides aminées.
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Figure 4.- Liste des protéines en relation avec les métaux lourds chez Atriplex.

2.2.- Résultats du blast sur la similitude entre la séquence requéte (heavy metal-
associated protein) et celle trouvée chez les plantes

Les résultats obtenus par BLAST donnent un tableau de classement des protéines
similaires par ordre de significativité (fig. 6) ;

Parmi les protéines classées, il est sélectionné la premiere protéine (heavy metal-
associated protein 7-Like) appartenant a I’espéce Chenopodium quinoa avec 74.30%
d’identité et un scorede 414 et une E-value estimée a 8 (e™*), valeur hautement
significative (e: désigne la valeur exponentielle et la E-value ou expected value est calculée
en fonction du score brut, de la longueur des protéines alignées, et de la taille de la base de
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Figure 5.- Description et classement des séquences protéiques similaires obtenus par Blast

Les figures et 7 montrent les paramétres d’alignement obtenus par blast entre la
séquence requéte (Query sequence) et la séquence trouveée (subject).

Parmi les paramétres évalués:
- identité: 240/223 (74% résidus identiques);
- positive 261/326 (80% résidus similaires: substituions conservatrices);
- gaps (7%): un niveau acceptable.
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Figure 6.- Représentation graphique du BLAST sur la similitude de séquence
de la protéine chez les plantes

Algerian journal of arid environment 78 vol. 12, n°1, Juin 2022: 71-86




P-ISSN 2170-1318/ E-ISSN: 2588-1949 AMOURI A. A., CHERIF HADRIA W. et BELKHODJA M.

€ - C & besrismnhgnettpiarha B LTS §f 3 o :
3 Dounicadv  GenPet Graghes ¥t

heavy metaassociated sogrenyleted plant protein -ike [Chenopodium quinca]
Sequerce D XP (217567461 Lengfh: 306 Mambder of Warhes: 1

Range 1: 110 30

3 Dounioadv - GenPet Sraghcs Vit 4 Prevos «fessrpions

heavy metal-associzted isoprenylated plant protein 7-ike [Chenopodium quince]
Sequence 10 XP 07188361 Lengf: 315 Nomierof Waxhes: 1

Raage 1: 110 315 2627

Related Information

Figure 7.- Résultats d’alignement entre la séquence requéte (heavy metal-associated protein)
et la séquence trouvée.

Pour la recherche de similitude de séquences chez Medicago truncatula de la
protéine (heavy metal-associated protein), il est suivi les mémes étapes que précédemment
avec comme organisme cible Medicago truncatula.

La protéine similaire trouvée chez Medicago truncatula est «heavy metal-

associated isoprenylated plant protein 7» avec une identité de 39.72% une E-value: 6 (e°)
et score: 169 (fig. 8)
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Figure 8.- Résultats des séquences protéiques similaires obtenus chez Medicago truncatula
(heavy metal-associated isoprenylated plant protein 7)

La figure 9 montre les paramétres d’alignement obtenus par blast entre la séquence
requéte (Query sequence) et la séquence trouvée ( subject ).

Parmi les paramétres évalués:

- identité: 112/282 (40% résidus identiques);

- positive 170/282 (60% résidus similaires: substituions conservatrices);

- gaps (5%): un niveau acceptable.
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Figure 9.- Résultats d’alignement entre la séquence requéte (heavy metal-associated protein) et la
séquence trouvée (heavy metal-associated isoprenylated plant protein 7)

2.3.- Recherche de similitude de séquences chez Arabidopsis thaliana de la protéine
(heavy metal-associated protein).

Il est suivi les mémes étapes que précédemment:
Parmi les protéines classées, il a été sélectionné la troisieme protéine (Heavy metal

transport/detoxification superfamily protéine) de 81% d’identité, un score de 158 et une E
value de 6 () (fig. 10).
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Figure 10.- Résultats des séquences protéiques similaires obtenus
chez Arabidopsis thaliana

Les paramétres d’alignement obtenus par BLASTp entre la séquence requéte
(Query sequence) et la séquence trouvee (subject) sont:
- identité: 107/283 (38% résidus identiques);
- positives 157/283 (55% résidus similaires: substituions conservatrices);
- gaps (10%): un niveau acceptable.

2.4.- Résultats de recherche de la séquence codante de la protéine «heavy metal-
associated protein»

En cliquant sur (CDS), il est obtenu la séquence d’ARNm codante pour la protéine
«heavy metal-associated protein».

Les informations concernant la séquence codante de I’ARNm (Coding Sequence)
sont représentées sur la figure 11.
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Figure 11.- Résultats de la recherche de la séquence codante de la protéine
«heavy metal-associated protein»

La séquence codante (Format FASTA) est la suivante:
Atriplex canescens heavy metal-associated protein mRNA, complete cds:
GenBank: KF863910.1

> KF863910.1 Atriplex canescens heavy metal-associated protein mRNA, complete cds
ATGGGAGAGGAAAAGAAAGAGGTTGTCGCCGGAGGAGATGCTCCTGTTGAGGAGAAG
AAGGAAAAGGGGAGTACCGACGAAGCCAAGAAAAATGATAACAATGAGAATATTGT
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AATCAAAGTCGACATGCATTGTCAGTGTGAGGCTTGTGCCAAGAAAATCTCTAAAGCT
CTTAGAGGTTACCAAGGGGTGGAAGAAGTAGTAGTGGATCGGAAGACGAACACGGTT
AAGGTGAAGGGGAAGACGGGTGAGGGCTTGAAGTTATGCGACCGAATTCGGTACAAA
ACCGGCCGAAACGCCCAATTACTGTCTCCATTGCCTAAGCCTCCTCAGAAGGATGAGA
AACCCAAGCAAGAAGAGAACAAGGATGAACCTCCGAAAAAGGATCAACCACCTCCGG
TGGTGACAGTGGTTCTAAAAGCTCATATGCATTGTGAAGCTTGTGCGCAGCATCTACG
GAAACGCATTCGAAAGATTAAAGGAATCGAGTCCGTGGAAACAGACGTAGGCAAGAG
TACAGTGACAGTGAAGGGTGTGATAGGAGATCCAGAAGCATTGGCTCAGTATGTACA
CAAGAAGACAAAGAAGCAAGTTTCTATTATCAAGGATGCTCCTAAAAATAATAATAAT
AATAATAATAATGCACAAGATAATGCTACTACGACCAAGACTAGTAGTAATGAACAA
GAGAACAATAATAACAATAAGAAAGATGATAATAATAAGGAAAATAAGGAGGTCAAT
AATAATATTAATGATAACACAATAATTGATCAAGATGTTAAGAAGATGATGATGATGG
GTGGTAATATCAACGGTTCAAATGATTATTATTGGCCTGCACCAAGGTATGATTACAT
GGTAGATTATAATAATGTTCATTATAATCACAATTATCAACCTCCTCAAATTTTTAGTG
ATGAAAACCCTAATGCTTGTTCTATTATGTGA

3.- Discussion

L’analyse «in silico» meneée tout au long de ce travail sur la recherche des protéines
de tolérance aux métaux lourds chez I’Atriplex via la base des données NCBI, a permis
d’obtenir des informations intéressantes chez cette espéce halophile en comparaison avec
les plantes en général et avec les espéces modeles tels que Medicago truncatula Gaertn. et
Arabidopsis thaliana L. Parmi les protéines identifiées, les protéines associées aux métaux
lourds HMAPs «Heavy metal-associated protein» (Genbank: AHI42989.1) chez I’espéce
Atriplex canescens (Purch Nutt). Ce type de protéines contient 316 acides aminés, dont
deux résidus cystéine qui sont importants dans la liaison et le transfert des ions métalliques
comme le cuivre, le cadmium, le cobalt et le zinc [9] ainsi que des domaines ou motifs
conserves contenant approximativement 30 acides aminées [10]. Ces mémes auteurs ont
indiqgué que la localisation subcellulaire de ce type de protéines, est la membrane
plasmique. En effet, il a été démontré que le cuivre pouvait endommager la membrane par
oxydation des protéines membranaires [11] ou inhibition des ATPases [12]. Par
conséquent, I’imperméabilité n’est plus assurée et I’entrée des métaux toxiques par
diffusion est facilitée [13]. La chélation des ions métalliques dans le cytoplasme suivie de
leurs compartimentations dans les vacuoles, ainsi que la réparation des protéines
endommagées par le stress métallique. Des lors, la tolérance pourrait étre due en partie a
un renforcement de la protection de 1’intégrit¢ membranaire. D’ailleurs, les résultats de
recherche de similitude de séquence de ce type de protéine a montré un dégré de similarité
hautement significatif chez I’espéce Chenopodium quinoa avec la protéine (heavy metal-
associated protein 7-Like), sachant que cette espéce appartient a la méme famille que celle
de P’Atriplex canescens (Purch Nutt) soit la famille des Amarantacées, deux especes
proches génétiquement. L’espéce Chenopodium quinoa est une pseudo céréale tres riche en
protéines. Recemment il a été démontré que cette plante adopte une translocation limitée
des métaux lourds toxiques vers d’autres parties de la plante en particulier vers les graines.
RADOVANOVIC et al. (2020) [13], démontrent que cette espéce a un potentiel et un fort
pouvoir d’exclusion du plomb et du cadmium. Concernant la comparaison avec les especes
modeles, une similitude de séquence avec la protéine HIPPs «heavy metal —associated
isoprenylated plant protein 7» a été identifiée chez la Iégumineuse «Medicago truncatula
Gaertn.». Chez la plante modéle Arabidopsis thaliana L., c’est la protéine similaire (Heavy
metal transport / detoxification superfamily protein) qui a été identifié. Ces résultats
corroborent avec les travaux de SUN et al (2014) [9] faite chez Atriplex canescens (Purch
Nutt), ces mémes auteurs ont montré que ces protéines fonctionnent comme transporteur
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de métaux lourds et/ou comme protéine de détoxification.
Conclusion

D’apres la recherche «in silico» des molécules en relation avec la tolérance aux
meétaux lourds chez la plante halophile Atriplex, il a pu étre identifié trois types de
protéines associées aux metaux lourds HMAPs (heavy metal-associated protein 7-Like,
heavy metal —associated isoprenylated plant protein 7 et Heavy metal transport /
detoxification superfamily protein) responsables de la tolérance chez 1’Atriplex canescens
et les plantes Chenopodium quinoa, Medicago trancatula et Arabidopsis thaliana. Ces
trois types de protéines interviennent dans la chélation et le transport des ions métalliques
ainsi que la détoxification en minimisant la translocation des ions toxiques vers les autres
parties de la plante.
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