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Introduction

Les Terfez sont des champignons hypogés comestibles appartenant a I’embranchement
des Ascomycetes, le plus souvent connus sous le nom de truffes du désert (Fortas, 2009). lls
se développent principalement dans les zones arides et semi-arides (Fortas et Dib-Belahouel,
2007). Les truffes du désert établissent des symbioses mycorhiziennes avec des plantes hétes
specifiques avec une préférence remarquable pour la famille des Cistaceae, et en particulier le
genre Helianthemum.spp (Zitouni-Haouar et al., 2018).

Traditionnellement, la classification des Terfez est basée sur les caractéristiques
morphologiques du champignon, mais cette identification nécessite des taxonomistes
expérimentés, prend du temps, et parfois peu fiables (Fiser et Buzan, 2014). Pour ces raisons
des méthodes moléculaires ont évolué pour combler les lacunes de la classification classique,
notamment les techniques basées sur la manipulation des acide nucléiques telle que 1’analyse
des séquences ITS de I’ADNTr et I’analyse des séquences 5,8S, 18S, 28S de I’ADN...etc. Ces
techniques permettent de déterminer la diversité genetique au sein des genres et especes des
Terfez.(Kovacs et al ., 2008).

L'une de ces nouvelles techniques est le codage a barres de 'ADN, qui est la technique
la plus utilisee pour identifier les espéces. Il s’agit d’un fragment d’un géne standard pour
I’identification des especes. Il connait une croissance rapide ces dernieres années et est
devenu un outil utile pour I'étude du suivi de la biodiversite, ainsi que pour la phylogénie et

I'évolution moléculaire (Kang et al ., 2017).

La phylogénie est une branche de la biologie qui étudie les relations évolutives entre les
étres vivants. Ces relations sont représentées a 1’aide d’un arbre phylogénétique, construit a

partir des données moléculaires ou morphologiques.

L’objectif de cette étude est la construction d’un arbre phylogénétique du genre
Terfezia. Elle consiste a étudier les relations phylogénétiques des séquences de ce genre, en
les téléchargeant de ces derniéres & 1’aide d’une base de données appelée BOLDSYSTEMS,
afin de les traiter par un ensemble des processus, Cette traitement nous permettra obtenir un

arbre phylogénétique.

Ce mémoire se présente en deux parties dont l'organisation est comme suit :
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-La premiére partie c’est la partie theéorique qui a été divisé en deux chapitres, le
premier comporte des généralités sur les truffes du désert telle que, la morphologie, la
classification, ...etc. Le deuxieme chapitre a été consacré pour le DNA-Barcoding (code a
barres moléculaire) comporte des différentes informations sur celui-ci y compris sa définition,

ses application, son principe... etc.
-La deuxieme partie est une partie expérimentale qui comporte deux chapitres :

L’un est décrite les différentes étapes et les différents logiciels utilisés dans la
construction de I’arbre phylogénétique. Le second expose tous les résultats obtenus avec leurs

interprétations. Et nous terminons par une conclusion.
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Chapitre 01 Généralités sur les truffes du désert

1. Qu’est-ce qu’une truffe du désert

Les truffes du désert connus sous le nom Terfez, sont des champignons mycorhiziens,
hypogés, comestibles appartenant aux ascomycetes (Fortas, 2009). Ces champignons vivent
entierement sous terre en associations symbiotiques avec les racines de certaines leurs plantes

hotes naturelles, la plus souvent sont les cistacées (annuelles ou pérennes) (Trappe, 1971).

Ils poussent dans les zones arides et semi-arides de la région méditerranéenne, comporte
plusieurs genres Delastria, Picoa, Terfezia, Tirmania, Mattirolomyces, Loculotuber et
Tubercule (Trappe et al., 2008).

Les Terfez ont une valeur nutritive non négligeable par leur richesse en protéines,
lipides, leur teneur élevée en acides aminés, en minéraux et en vitamines (Fortas, 2009). De
plus ils possédent differes activités biologique activités antibactérienne, antioxydant (Fortas et
Dib-Belahouel, 2007).

Son appellation varie selon les régions et les langages des habitats dans le monde, en

Algeérie il existe plus qu’une nomination :

Terfezia: Terfas, Terfess lahmar, Terfess lakhal.
Timmania: terfess labiyadh, Belhourech, Benhourache.

Picoa : Jaouber (Haloubi, 1988 ; Bouchareb, 1994 ).

2. Organisation morphologique des truffes du désert
L’organisation complete d’une truffe comporte un mycélium et un ascome (ou
ascocarpe) constitué d’une partie centrale ou gléba, dans laquelle se trouvent I’hyménium
avec les paraphyses, les asques et les spores. La gléba est protégée par une enveloppe

résistante ou cortex appelé aussi péridium. Le champignon comprend donc :

> Une partie végeétative, tres discréte et non comestible qui forme les mycorhizes.
» une partie reproductrice, la « truffe » qui est en réalité le fruit du champignon
(Riousset et al., 2001).
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3. Taxonomie des truffes du désert
3.1. Systématique classique
Traditionnellement la classification des Terfez est basée sur les caractéristiques du
Péridium (aspect : couleur), et celles des spores (forme, ornementation) aussi sur d’autres
caracteres complémentaires comme la forme outille des corps fructiféres, la coloration de la
gléba, la disposition des veines, et ’odeur (Trappe ,1971 ; Trappe , 1979 ; Chevalier et al.,
1984).

Cette identification représente souvent une tache difficile nécessitant des taxonomistes
expérimentés, du plus elle prend généralement beaucoup de temps pour la réaliser et ne

permet pas toujours d'atteindre le niveau de l'espéce (Fiser et Buzan, 2014).

Les Terfez des genres Terfezia appartiennent a la famille des Terfeziaceae et Tirmania
appartiennent a la famille Pezizaceae, tandis que le genre Picoa siege actuellement dans la
famille des Pyronemataceae. Le genre Terfezia contient douze espéces, le genre Tirmania est

représente par deux especes, et Picoa regroupe trois especes (Trappe , 1979).

- Régne : Fungi.

- Embranchement : Septomycota.

- Sous-embranchement : Ascomycotina.
- Classe : Euascomycetes.

-Sous-classe : Discomycetidae.

- Ordre : Pezizales

-Famille : Terfeziacea ou Pezizaceae,

- Genre : Terfezia

En Algérie il existe trois types de Terfez : Terfezia «Terfez rouge», Tirmania «Terfez
blanc » et Picoa. Le genre Terfezia est représenté par 4 espéces (Terfezia arenaria, T.boudiri,
T.claveryi, T.leptoderma), le genre Tirmania représenté par deux especes (Tirmania pinoyi et
T.nivea) et le genre Picoa par 3 especes (Picoa lefebvrei, P.juniberi et P.carthusiana) (Dib-
Bellahouel, 2012).

3.2. La classification des truffes du désert par phylogénie moléculaire

Aujourd’hui la classification des truffes du desert est basée sur les techniques d’analyse
moléculaire (PCR-RFLP, PCR-RADP), et les manipulations des acides nucléiques (I’analyse
des séquences ITS de I’ADNr et celles d’analyse des séquences 5,8S, 18S, 28S de

I’ADN...etc.). Ces techniques nous aident a faire déterminer la diversité génétique au sein des

4
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genres et espéces des Terfez (Norman et Egger, 1999 ; Hansen et al., 2005 ; Lassge et Hansen
,2007. ; Ammarellou , 2007; Kagan-Zur et al .,2008 ; Kovacs et al , 2008.)

Selon Aisch et al (2020). Identification moléculaire est plus précise que I’identification

morphologique qui dépend des caractéristiques morphologiques.

4. Répartition géographique des truffes du désert

4.1. Dans quelques pays du monde

La distribution géographique des Terfez est limitée aux terres arides et semi-arides,
principalement dans les pays du bassin méditerranéen, comme le sud de I’Espagne, le
Portugal, I'ltalie, la France, la Hongrie, la Turquie, 1’Algérie, la Libye le Maroc, I'Egypte, la
Palestine, la Péninsule Arabique, I'lran, I'lrak, la Syrie et le Koweit. En outre, certaines
especes de truffes du desert ont été trouvées en Afriqgue du Sud, Botswana la Namibie Ce
champignon peut se développe aussi dans des autres regions comme les Etats Unis, la Chine, le
Japon (Varma, 2008).

4.2. En Algérie

En Algérie les Terfez se développent dans :

Des regions arides y compris : Ouargla (Oued M’ya) Touggourt, Tindouf, Biskra,
Boussaada, Ghardaia, Laghouat, Béchar (Knedssa, Taghit, Tabelbala, Abadla, Beni Abbes),

Timimoun, Tamenrasset (Montagnes du Hoggar).

Aussi dans les régions semi-arides : Tlemcen (EI Aricha), Tiaret (Ksar Chellala, sites
Faraa et Benhamed), Mostaganem, Saida (Zeriguet, Djbel Ben-Kadour), Djelfa (Ain-Oussara,
Fortassa), EI-Bayad (El Kgeiter), Naama (Ain Sefra, Mecheria), Batna, M’sila, Sétif et en
Kabylie (Fortas, 1990 ; Zitouni, 2010).

La figure ci-dessous représente la répartition géographique de trois genres de Terfez en

Algérie (Terfezia, Tirmania et Picoa).
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REPARTITION GCEOGRAPHIQUE DES TROIS GENRES DE TERFEZ
TERFEZTA. TIRMANIA ET PICOA EN ALGERIE
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Figure 01. Répartition géographique de trois genres de Terfez (Terfezia, Tirmania et
Picoa) en Algérie (Zitouni, 2010).

5. Cycle de vie
Le cycle de vie des Terfez est complexe et reste encore mal connu. Ce cycle se déroule
entierement dans le sol et dépond d’une plante hote avec laquelle ce champignon forme une

association mycorhizienne (Fortas, 2009).

Selon Roth-Bejeranol et al (2004) la formation des mycéliums des Ascomyceétes se fait
par deux méthodes soit a partir des hyphes stériles de corps de fruits frais ou par la

germination des ascospores.

» La premiere étape reste la germination des spores afin de former un mycélium
homocaryotique primaire qui croit dans le sol au voisinage des racines de la plante-

hote avec laquelle il s’associe c’est & dire la formation des mycorhizes, ou bien le
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mycelium primaire pourrait apres plasmogamie produire un mycélium secondaire
avant de s’associer avec la plante hote (Fortas, 1990 ; Dib-Bellahouel, 2012).

> Les mycorhizes formés vont émettre a leur tour des mycéliums dicaryotiques qui
s’enchevétrent pour produire des primordiums.

» L’évaluation des primordiums afin de donner a maturité des ascomes de Terfez. La
décomposition des ascomes a la fin du cycle et la libération des ascospores qui
peuvent germer a I’automne (Kagan-Zur et al., 2008).

Le cycle de vie des truffes du désert est représenté dans la figure 02 :

Corps fiuctiféres
Gléba n+n, spores n

Dispersion

[nitiation de e S @\ e rore
la formation /v S @
des corxps N
i’“‘:“ﬁ"’f Homocaryon -
ARFOEane @ Germunation des spores
et mei0se ]

+

? Hétérocaryon / On bien:

Sak Absence de
Maintien de la plasmogamie
mycorhization (mycélivum n)

e R — % Plasmogamie

dévelopement — - Ongediinm ntnd 6 _ ‘
e v "o @ Mycorhization ‘
extra-racinaires

Mycoxhi;gt'wn Maintien de la mycorhization
Iratiation de la formation 6 ‘

des corps factiféres <I=plasmozamie

Figure 02. Cycle biologique des truffes du desert (Kagan-Zur et al., 2008).
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1. Généralités sur DNA- Barcoding
Le code-barres ADN est un fragment d’un géne standard pour I’identification des
espéeces. Il s’agit développer rapidement ces derniéres années et est devenu un outil utile pour
I’étude et la surveillance de la biodiversité, ainsi que pour la phylogénie et 1’évolution
moléculaire (Kang et al , 2017).

L'objectif principal du code-barres ADN est d'établir une ressource communautaire
partagée de séquences d'’ADN pouvant étre utilisée pour l'identification des organismes et la
clarification taxonomique. Cette approche a été lancée avec succés chez des animaux en
utilisant une partie du gene mitochondrial du cytochrome oxydase 1 (CO1) (Hollingsworth et
al. 2011).

La courte sequence d’ADN est générée a partir d'une région conservee du génome
connue sous le nom de marqueur. Ce marqueur est différent pour diverses especes, comme le
cytochrome ¢ oxydase 1 CO1 pour les animaux, la matK pour les plantes, et Internal
Transcribed Spacer (ITS) pour les champignons (Kaur, 2015).

Cette méthode est basée sur la divergence moléculaire représentant la différence entre la
variabilité intra-specifique et la divergence interspécifique, les individus d’une méme espéce
auront une divergence moléculaire inférieure a celle d’individus d’espéces différentes. Ainsi,
il est possible de relier un spécimen inconnu a I’espéce a laquelle il appartient, mais aussi de

découvrir de nouvelles especes. (Hebert et al., 2003).

Un certain nombre de critéres doivent étre vérifiés Ils sont listés ci-dessous d’aprés Taberlet,
et al (2018)

1. Séquence courte afin de permettre I’amplification de séquences dégradées d’ADNe
(Environnemental).

2. Séquence tres variable mais flanquée de deux sequences trés conservées afin de voir la
paire d’amorce s’y attacher.

3. Séquence suffisamment conservée et robuste afin de s’assurer de 1'universalité du
barcode pour I’identification de plusieurs espéces et assurer I’ancrage des amorces a la
séquence.

4. Séquence identique entre les individus d’une méme espéce mais variable entre espéces
différentes. La section variable déterminera la résolution taxonomique, la

discrimination, de toutes les espéces cibles et une bonne spécificité. Ainsi on évitera le
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choix de régions codant pour des protéines, les séquences étant similaires due a la
redondance du code génétique.

5. Seéquences standardisées selon les groupes taxonomiques.

2. Principe
Le Barcoding moléculaire, principe relativement récent proposé par Hebert (2003) est

une extension de cette technique de séquencage ADN.

Il s’agit d’un outil taxonomique permettant la caractérisation génétique d’un individu ou
d’un échantillon d’individu a partir d’un fragment standard de I’ADN. En effet, certains
fragments d’ADN sont tres conservés au sein d’une méme espéce mais variables entre les
especes. Les séquences de ces fragments d’ADN appelés barcodes ou code-barre & ADN sont
compilées dans des bases de données. Une fois un échantillon inconnu séquencé, il suffit de
comparer la sequence ADN trouvée a celles deja présentent dans les bases de données pour
identifier le nom de I’espéce associée a cette séquence (BOLD ou GenBank). 1l est ainsi facile
et rapide de savoir a quelle espece appartient I’individu analysé a I’instar des codes-barres sur
les produits commerciaux (Hebert et al., 2003). La seule limite a cette approche est d’avoir
acces a des bases de données contenant des séquences fiables et validées par la communauté

scientifique, ce qui n’est pas toujours le cas.

La région ITS est maintenant largement utilisée comme « code-barre » génétique pour

caractériser la diversité des champignons (Nguyen et Seifert, 2008).

3. Application du DNA-Barcoding
3.1. Détection des vecteurs des maladies
Le codage a barres ADN permet aux non-écologistes d’identifier les especes vectrices
qui peuvent causer des graves maladies infectieuses aux animaux et aux humains, de
comprendre ces maladies et de les guérir. Une initiative mondiale de codage a barres des
moustiques a pour but de créer une bibliotheque de codes a barres de référence qui peut aider
les responsables de la santé publique a lutter plus efficacement contre ces espéces vectrices de

maladies, en utilisant tres peu d'insecticides (Kaur, 2015).

3.2. Identification
Le code-barres de I'ADN est largement appliqué par la communauté scientifique et

I'industrie pour l'identification moléculaire afin de résoudre un large éventail de questions de
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taxonomie, de phylogénétique moléculaire, de génétique des populations et de biogéographie
(Raclariu et al. 2018).

3.3. Préservation des ressources naturelles

Grace aux codes-barres ADN, les gestionnaires des ressources naturelles peuvent
surveiller le commerce illégal de produits fabriqués a partir de ressources naturelles comme
les arbres feuillus. Fish-bol est une bibliotheque de codes-barres de référence pour les arbres

feuillus afin d'améliorer la gestion et la conservation des ressources naturelles (Kaur, 2015).

3.4. Authenticité des médicaments

L'une des principales utilisations des codes-barres est de fournir des informations
détaillées sur un produit. Dans le domaine de la santé, les codes-barres DataMatrix sur les
médicaments prescrits contribuent a accroitre la securité des patients en aidant a prouver
l'authenticité et en soutenant la conformité réglementaire. Les employés de la santé peuvent
scanner rapidement les codes-barres sur les meédicaments a l'aide d'un lecteur de codes-barres

en ligne sur leur smartphone et s'assurer de leur authenticité (Davis, 2021).

3.5. Protection des espéces menacées
La population de primates est réduite de 90% en Afrique a cause de la chasse a la
viande de brousse. Le codage a barres ADN peut étre utilise par les forces de I'ordre pour

identifier la viande de brousse sur les marchés locaux (Kaur, 2015).
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Ce chapitre contient toutes les étapes qu’on a les suivies, et tous le matériel que nous
avons les utilisé pour construire un arbre phylogénétique du genre Terfezia a partir des

séquences existantes sur la plateforme BOLDSYSTEMS.

1. L’origine des séquences
Pour réaliser notre analyse phylogénétique sur les truffes du désert précisément le genre
Terfezia, nous avons accédé au BOLDSYSTEMS afin de télécharger les séquences

nucléotidiques puis nous les avons identifiés par une basse de donnée qui s’appelle GenBank.

1.1. BOLDSYSTEMS

BOLD est une plateforme de stockage et d'analyse de données basée sur le cloud
computing, développée au Centre for Biodiversity Genomics au Canada. Elle se compose de
quatre modules principaux : un portail de données, un portail éducatif, un registre de NIB

(especes putatives) et un atelier de collecte et d'analyse de données (Sujeevan et al., 2007).

On a utilisé cette plate-forme comme une source pour obtenir les sequences d’ADN du

genre Terfazia (des régions ITS séquencées et bien identifiées).

Aprés avoir entré au BOLDSYSTEMS qui se trouve dans ce lien www.boldsystems.org nous

avons suivi les étapes suivantes :

BOLDSYSTEMS

Specimens:

TERFEZIA PUBLICDATA - | © [ESINIC] Sequences:

Map: Generate from v

Records 1057 Page Records Per Page 100 v |

Results Summary

Terfezia

Found 97 published records
with 97 records

Of these records, have species names, and represent 13 species,

Specimen Distribution

Figure 03. L’interface du BOLDSYSTEMS

On tape le nom de notre genre Terfezia sur la barre de recherche, puis on a téléchargé
toutes les séquences qui ont été trouvé en-dessous (97 séquences) sous format Fasta. La

lecture de ce fichier téléchargé se fait par une application appelée Bloc-notes.
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1l fasta (1) - Bloc-netes =] >
Fichier Edition Format  Affichage
|-GBREZ1268 13| Tarfesia boudier |ITS|FH355016 Libya:lowsr region of Hammad Al

ATTACTOAMAAACTATTTTAAGTTT T TTATATCCCATTAT TTACTTACECTOTTOCTT TCALTGRACAGAT TTCACCTTET G TOEETCC TTTGGCTTETGTGAAATACCACTTGC CARAGAGTTGC CAGTGATARGACC TATTTATCARRAC TTGAGTTTCAATAAS

2GBPEZ1687-13| Tarfezda aff. olblensiz TLO-1|ITS|HQG98149 Spain:Caceres, MA1l
TTAGAGGAAG TAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGE TGAACC TGCGGAAGGATCAT

SGBPEZ1699-13 | Tarfezia aff. olblensis TLO-2|1T5|HQGS8147
TTAGAGGAAG TAAAAG TCG TAACAAGG T TTCCGTAGE THAALC THCGGAAGGATCAT
SGBPEZ1701-13| Terfezia aff. olbiensis TLO-2|ITSIHQES8145  Spain:Salamanca, Valdeos.

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGT CGTARCAAGGTTTCCOTAGGTGAACC TGLGGAAGGATCATTAC TGAAAAACTCTTTCAAGTTTTTTATATCCCATTGTTTACTTACCCTGTTGETTCCACTGGACAGATTTCATCTTGTGTGGAATC TTTTGGCTTGTGTGA
>GBPEZ1702-13|Terfezia aff. olbiensis TLO-3|ITS|HQE98144 Spain , Garrovill,

TG G A A A A AG TC G T AR GG T T TCC 6T A T AL TGO ARG O AT AT TAC TG AR TAT T TCCAAG T T T T T TATATCCCATTGT T TAC TTACCCCGT TGO TTCCAC TOGACAGATTTCATCATGTGTGEGATCTTTTGRC TTTTGTGTATAATAC
>GBPEZ1704-13 | Terfezia aff. olbiensis TLO-3|ITS|HQG95142  Spain: Valladolid, Valdestilla
cT1t.sl(ArTIAGAGGAAsTAAAA:.Tc:.UchAt.51rTc(sIAGE.TsAAcclt.(t.GAAG5A1cA1rAcTGMAAACTArTlT(AAGrTlT1rAIA(cc(ATl:.1lTA(TIA(cccE.TlG(rTc(AcTsGA(AGATlr(AT(ATsTslet.Al(1rTlt.scT1t.TsTc
>GBPEZ1708-13 | Terfezia aff. olbiensis TLO-3|ITS|HQ698138  Spain:Palencia,

CTTGGTCATTTAGAGGAAG TARMAGT LG TARC AAGGTTTCCOTAGETOAACC TGCOGAAGOATC ATTAC TAAMAAAC TATTTTGAAGTTTTTTATATC CCATTGTTTACTTACCCTETTGC TTCCACTGGACAGAT TTCATCATGTGTGGGATCTTTTGEC TTTCGTA

TTATATCCCATTGTTTACT GCTTCCACTGGACAGATTTCATC TTGTGTEGGA TEGCTTGTGTGAATAATAC TC

GCTTCCACTGGACAGAT TTCATCTTGTG

A TEGCTTG

GTGAATAATACTC

2GBPEZ1709-13| Terfezia aff. olbiensis TLO-3|ITS|HQE98137  Spain:Palancia, Dusnas
CTTGGTCATTTAGAGGAAG TAARAGTCGTAACAAGG TTTCCGTAGG TGAACC TGCGGAAGGATCAT TAC TAARAAAC TATTTTGAAGTTTTTTATATC TCATTGTTTACT TACCCTGTTGE TTCCAC TGGACAGAT TTCATCATG TG TGGGATCTTTTGGC TTTTGTA
SGBPEZ1710-13| Terfezia aff. olbiensis TLO IT51HQES8136  Spain: Pa 13,

CTTGGTCAT T TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG T TTCCGTAGGTGAACC TGCGGAAGGATCATTAC TAMAAAAC TATTTTGAAGTTTTTTATATCCCATTGTT TACT TACCETGTTGCT TCCAC TGGACAGAT TTCATCATG TG TGEGATETTTTGGCTTTTGTA
>GBPEZ1712-13|Terfezia aff. olbiensis TLO-4|ITS|HQGSB134  Spain:Jaen, Santiesteban Del Puert

AT T AT T T T T AT AT AT TG T A T T A TG TG T T (A T GG T T C AT TG GGG T T TG T T a1 G TG AT AN AT TG CAAAGAG T TTGCCAGTGGCAAGAAT T TTTTTACCARAACTTGACTGAAAACACART
>GBPEZ1713-13|Terfezia aff. olbiensis TLO-3|ITS|HQES8133  Spain:Avila, San
nAaAgammxwmer:srmcmesnr:camsemmccreceamasArcmmcmAAAAAcmnnccmernnmmrc:cmmnmcrmcc:cmmcrrcmcreaAcAemncArcmsremeam:nrmecrnmremrmmc
>GBPEZ1715-13|Terfezia aff. olbiensiz TLO-3|ITS|HQG98131  Spain/Segovia, Cant.

TG T CAT T TAGAGGANGT ARAAGT 6 TAAC ARGETTTCCG TABE MOARCE T ECEGAAGEATCAT TAC TGARAAACT AT T T TCCARGT T TTTTATATECCATTGTTTACT TACCCCOTTEE T TECAL TREACAAGATT TEATCATG TETGGEATETTTTGECTTTTE
SGBPEZ1716-13|Terfezla aff. olblensis TLO-3|ITS|HQE9813@  Spain/Segovia, Cantaleje
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAARAGTC GTAAC AAGGTTTCCOTAGGTGAACC TGLGGAAGGATC ATTAC TGARAAAC TATTTTCCAAGTTT
SGBPEZ1719-13| Tarfezia aff 3|1T5[HQES8127  Spain/Segovia, Cantaledo
CTTGOTCAT T TAGAGGAAG TAAAAGT (G AGGTGAACC TGEGGAAGGATCAT TAC TGARAAAC TAT TTTCCAAGTTTTTTATATCCCATTGTTTACTTACCCCG
SGBPEZ1720-13| Terfezia aff. olbiensis TLO-3|ITS|HQES8126  Spain/Valladolid, Sieteiglesias De Trabanco

T AT T A A T T A AT T T TR TG A GG AT T TG A T AT T T T AT T T T T AT C AT TGT T TAC T TACCCCaTTE TTCCACTGGACAGAT TTCATEATG TG TGRGATC TTTTGRC TTGTTS
>GBPEZ1722-13|Terfezia aff. olbiensis TLO-3|ITS|HQES8124  Spain/ Valladolid, Sieteiglesias
crmm:Anmmsemmmmcmmcmamnc:ememamc:mcasmssmcmmcreAAAAAcmnncmernnmmrc:cmmnmcrmcc:cmmcnccAcreaqmemncArcmaremeam:nnaecrmmrc
>GBPEZ1723-13|Terfezia aff. olbiensiz TLO-3|ITS|HQG98123  Spain/Valladolid, Sieteigles
cnsm:Anmmaemmmmcmmcmsmnc:ememsmc:mcsamasmcmmcmAAAAAcmrnnmernnmmcc:cmrmnAancc:cmracncmcmmmemncmcmsmmesmmnmecnmmc
>GBPEZ1725-13|Terfezla aff. olblensiz TLO-3|ITS|HQE98121  Spain/Valladolid, Sieteiglesiaz De Trab
crmmmnmmsemmmmcmmcmsmnccememsMccmcsamasmcmmcmmmcmnncmmnnmmccccmmnmnmccccmmcnccAcmmcnamncmcmr,mmemncnnc.ucnmmc
SGBPEZ1726-13| Terfezla aff. olblensis TLO-3|ITS|HQG98128 Spain/ Valladolid, Sietelglesias De Traba

ATATCCCATTETTTACTTACCCCGTTECTTCCAC TGGACAAGATTTCATCATGTGTGEGATCTTTTGECTTTTE

TGCT

CCACTGGACAAGAT T TCATCATG

TGGGATCTTTTGECTTTTE

Figure 04. Fichier format Fasta.

Identification des séquences téléchargées

Pour une identification confirmée, et pour plus d’informations qui peuvent ne pas étre

disponibles sur le BOLDSYSTEMS, ceci nous améne a choisir GenBank comme source pour

plus d'informations sur nos sequences, car elle représente l'origine de la plupart des séquences

2.1. GenBank

Est une base de données publique complete de séquences nucléotides et d'annotations

bibliographiques et biologiques. Il est construit et distribuée par le National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (Karsch-Mizrachi et al . ,2018).

Cette base de données a été utilisée pour d'obtenir les informations nécessaires a notre
étude pour chaque sequence d’ADN, l’accés au GenBank c’était par ce

www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ , nous avons pris le code d’accession de chagque séquence

puis on le taper dans la barre de recherche de cette plateforme, nous aurons une fenétre inclue

lien

toutes les informations de notre séquence y compris : la région de chaque séquence (pays),

I’auteur, la taille,...etc (Annexe 01).
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National Library of Medicine

‘ Connexion
National Center for Biotechnology Information

Nucleéotide

[Nuciéotide ~ |l

Avancé Alder

GenBanque - Envoyera: =
o v Modifier la région affichée

Terfezia aff. olbiensis TLO-3 voucher MA:FU 60008 Géne ARN ribosomique 18S,
séquence partielle ; espaceur transcrit interne 1, géne de I'ARN ribosomique 5.8S
et espaceur transcrit interne 2, séquence compléte ; et géne de I'ARN ribosomal
28S, séquence partielle

HQs98148 1

Personnaliser la vue -

Analysez cette séquence
Exécutez BLAST

rillance les fonctionnalités de la

ns cette séquence

nnnnnnnnn
MODEL EHGE
MOTS CLES

Informations connexes =

REFERENCE
AUTEURS
TITRE L LINKOUT vers des ressources externes =

SH1510504 08FU

Figure 05. L'interface de GenBank

Toutes les séquences nucléotidiques utilisées dans notre enquéte et leur localité sont

présentées dans le tableau suivant :

Tableau 01. L’origine géographique des espéces de Terfezia et leur numéros
d'accession GenBank et Bold-system.

Taxon Numéro Numéro
(genre Terfezia) @"accéssion "acces Région
(BOLD) (GenBank)

*T. boudieri GBPEZ1209-13 |FN395016 Libya: Hammad Al Hamra
*T.aff. olbiensis | GBPEZ1697-13 |HQ698149 | Spain: Caceres, Millanes

*T. aff. olbiensis |GBPEZ1699-13 |HQ698147 | Spain: Valladolid, Castromonte.
*T. aff. olbiensis |GBPEZ1701-13 |HQ698145 | Spain: Salamanca, Valdeosa.
*T. aff. olbiensis |GBPEZ1702-13 |HQ698144 | Spain: Caceres, Garrovillas.

*T. aff. olbiensis |GBPEZ1704 -13 | HQ698142 | Spain: Valladolid, Valdestillas.
* T. aff. olbiensis |GBPEZ1708-13 |HQ698138 | Spain: Palencia, Duenas.
*T. aff. olbiensis |GBPEZ1709-13 |HQ698137 | Spain: Palencia, Duenas.
* T.aff. olbiensis |GBPEZ1710-13 |HQ698136 | Spain: Palencia, Duenas.
*T.aff. olbiensis | GBPEZ1712-13 |HQ698134 | Spain: Jaen, Santiesteban Del Puerto.
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*T. aff. olbiensis

* T. aff. olbiensis

* T. aff. olbiensis

*T.aff. olbiensis

* T. aff. olbiensis

* T. aff. olbiensis

* T. aff. olbiensis

* T. aff. olbiensis

* T. aff. olbiensis

*T. aff. olbiensis

*T.aff. olbiensis

*T. aff. olbiensis

*T. aff. olbiensis

*T.aff. olbiensis

* T. aff. olbiensis

*T.aff. olbiensis

*T. aff. olbiensis

*T. aff. olbiensis

*T. aff. olbiensis

* T. aff. olbiensis

*T. aff. olbiensis

*T. aff. Olbiensis

* T.alsheikhii

* T.alsheikhii

GBPEZ1713-13

GBPEZ1715-13

GBPEZ1716-13

GBPEZ1719-13

GBPEZ1720-13

GBPEZ1722-13

GBPEZ1723-13

GBPEZ1725-13

GBPEZ1726-13

GBPEZ1727-13

GBPEZ1728-13

GBPEZ1729-13

GBPEZ1730-13

GBPEZ1731-13

GBPEZ1734-13

GBPEZ1735-13

GBPEZ1736-13

GBPEZ1737-13

GBPEZ1740-13

GBPEZ1743-13

GBPEZ1744-13

GBPEZ1745-13

GBPEZ1746-13

GBPEZ1747-13

HQ698133
HQ698131
HQ698130
HQ698127
HQ698126
HQ698124
HQ698123
HQ698121
HQ698120
HQ698119
HQ698118
HQ698117
HQ698116
HQ698115
HQ698112
HQ698111
HQ698110
HQ698109
HQ698106
HQ698103
HQ698102
HQ698101
HQ698100

HQ698099

Spain: Avila, San Bartolome.
Spain: Segovia, Cantalejo.

Spain: Segovia, Cantalejo.

Spain: Segovia, Cantalejo.

Spain: Valladolid.
Spain:Valladolid.

Spain: Valladolid.
Spain:Valladolid.

Spain : Valladolid.

Spain : Ciudad Real.

Portugal : Minho Povoa De Lanhoso.
Portugal : Minho Povoa De Lanhoso.
Spain:Segovia, Sepulveda.
Spain:Segovia, Sepulveda.
Spain:Madrid, Cuatro Vientos.
Spain: Madrid, Cuatro Vientos.
Spain:Segovia, San Rafael.

Spain: Segovia, San Rafael.
Spain:Segovia, San Rafael.

Spain: Badajos (campanario).
Spain: Madrid, Toledo.

Spain: Burgos, Hinojar De Cervera.
Spain: Salamanca, Arroyomuerto.

Spain:Soria, Vinuesa.
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* T. alsheikhii
*T.leptoderma
*T.leptoderma
* T.leptoderma
*T. leptoderma
*T. leptoderma
* T.leptoderma
* T.leptoderma
* T.leptoderma
* T.leptoderma
*T.claveryi
*T.claveryi

*T. claveryi

*T.claveryi

*T. claveryi
*T. claveryi
*T. claveryi
*T.claveryi

*T. claveryi
*T. claveryi
*T.arenaria
*T.arenaria
*T. arenaria

*T. arenaria

GBPEZ1748-13

GBPEZ1749-13

GBPEZ1750-13

GBPEZ1751-13

GBPEZ1752-13

GBPEZ1754-13

GBPEZ1756-13

GBPEZ1757-13

GBPEZ1758-13

GBPEZ1759-13

GBPEZ1760-13

GBPEZ1761-13

GBPEZ1762-13
GBPEZ1765-13

GBPEZ1766-13

GBPEZ1767-13

GBPEZ1768-13

GBPEZ1769-13

GBPEZ1770-13

GBPEZ1771-13

GBPEZ1777-13

GBPEZ1778-13

GBPEZ1780-13

GBPEZ1781-13

HQ698098
HQ698097
HQ698096
HQ698095
HQ698094
HQ698092
HQ698090
HQ698089
HQ698088
HQ698087
HQ698086
HQ698085
HQ698084

HQ698081
HQ698080

HQ698079
HQ698078
HQ698077
HQ698076
HQ698075
HQ698069
HQ698068
HQ698066

HQ698065

Spain Leon, Castrillino.

Spain Toledo, Talavera De La Reina.
Spain Badajos, San Vicente.

Spain Valladolid, Mucientes.

Spain : Zamora, Sogo.

Spain : Madrid, Montejo De La Sierra.
Spain: Segovia, Riaza.

Spain: Avila, L’ Adrada.

Spain : Caceres, Truficultur, S.a.
Spain : Caceres.

Spain: Murcia.

Spain: Zaragoza.

Spain: Jaen.

Spain : Burgos.

Spain : Granada, Llanos D’ Armilla.
Spain : Granada, Cercanias De Guadix.
Spain: Zaragoza.

Spain: Jaen.

Spain: Valladolid.

Spain: Andalucia.

Spain: Caceres.

Spain: Toledo, Talavera De La Reina.
Spain: Badajos.

Spain: Madrid, Aldea Del Fresno.
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*T. boudieri
*T.sp

*T.sp

*T.sp

*T. trappei

*T. trappei

*T. aff. Olbiensis
* T. aff.Olbiensis
* T. aff.Olbiensis
* T. aff.Olbiensis
* T. aff.Olbiensis
*T. aff.Olbiensis
*T. aff.Olbiensis
* T.aff. Olbiensis
*T. aff.Olbiensis
* T.aff. Olbiensis
*T. aff.Olbiensis
* T.aff. olbiensis
*T. aff. olbiensis
*T. aff.Olbiensis
*T. aff.Olbiensis
* T.aff. Olbiensis
* T.aff. Olbiensis

* T. aff.Olbiensis

GBPEZ2709-15

GBPEZ2714-15

GBPEZ2715-15

GBPEZ2716-15

GBPEZ340-13

GBPEZ341-13

GBPEZ1698-13

GBPEZ1700-13

GBPEZ1703-13

GBPEZ1705-13

GBPEZ1706-13

GBPEZ1707-13

GBPEZ1711-13

GBPEZ1714-13

GBPEZ1717-13

GBPEZ1718-13

GBPEZ1721-13

GBPEZ1724-13

GBPEZ1732-13

GBPEZ1733- 13

GBPEZ1738-13

GBPEZ1739-13

GBPEZ1741-13

GBPEZ1742-13

AF092097
DQ386140
HMO056210
HMO056211
AF276677

AF276676

HQ698148
HQ698146
HQ698143
HQ698141
HQ698140
HQ698139
HQ698135
HQ698132
HQ698129
HQ698128
HQ698125
HQ698122
HQ698114
HQ698113
HQ698108
HQ698107
HQ698105

HQ698104

Palestine: western Negev.
Spain.

Spain: Burgos.

Spain : Burgos.

France.

France.

Spain : Valladolid, Laguna De Duero.
Spain: Salamanca, Valdeosa.
Spain: Valladolid, Valdestillas.
Spain: Valladolid, Valdestillas.
Spain: Palencia, Duenas.
Spain: Palencia, Duenas.
Spain: Palencia, Duenas.
Spain: Zamora, Pereruela.
Spain: Segovia, Cantalejo.
Spain: Segovia, Cantalejo.
Spain: Valladolid.

Spain: Valladolid, Sieteiglesias.
Spain: Segovia, Sepulveda.
Spain: Cordoba.

Spain: Segovia, San Rafael.
Spain: Segovia, San Rafael.
Spain: Segovia, San Rafael.

Spain: Madrid.
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* T.leptoderma GBPEZ1753-13 |HQ698093 | Spain: Caceres, Alcantara.
* T.leptoderma GBPEZ1755-13 |HQ698091 | Spain: Leon, Lugan.

* T.claveryi GBPEZ1763-13 |HQ698083 | Spain: Almeria.

* T.claveryi GBPEZ1764-13 |HQ698082 | Spain: Ciudad Real.

*T. claveryi GBPEZ1772-13 |HQ698074 | Spain: Murcia.

* T.claveryi GBPEZ1773-13 |HQ698073 | Spain: Valladolid.

*T. claveryi GBPEZ1774-13 |HQ698072 | Spain: Guadalajara.

*T. claveryi GBPEZ1775-13 |HQ698071 | Spain: Ciudad Real.

*T. claveryi GBPEZ1776-13 |HQ698070 | Spain: Burgos, Aranda.
*T. arenaria GBPEZ1779-13 |HQ698067 | Spain: Salamanca, Valdeosa.
*T. claveryi GBPEZ2710-15 | GQ888690 Iran.

* T. fanfani GBPEZ2711-15 |HMO056215 | Spain: Badajoz.

*T. fanfani GBPEZ2712-15 |HMO056216 | Spain: Caceres.

* T.olbiensis GBPEZ2713-15 |HMO056224 | Spain: Valladolid.

*T.sp GBPEZ2717-15 / inconnue

3. Choix des marqueurs
Les données moléculaires des espéces que nous avons étudiées sont les ITS. Est une
région d’ADN non-codante chez les eucaryotes. Plus précisément, la région « ITS1 » est
située entre le géne de I’ARN ribosomique (=ARNTr) 18S et celui de I’ARNTr 5.8S, et la région
« ITS2 » est placée entre cet ARNr 5.8S et le gene de I’ARNr 28S. Ainsi, la séquence entiére
qui comprend ITS1, ITS2 et 5.8S est appelée « la région ITS » (Schoch et al., 2012).
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7SS 3rd subset 2459 seq

ITS2, ITS4} ITS4-B LRI
2nd subset: 5924 seq

' 15t subset 1291 seq

Figure 06. Organisation d’un opéron de I’ADN ribosomique chez les eucaryotes (Bellemain
et al., 2010).

En effet, la région ITS posséde deux grands avantages, qui lui permettent d’étre un

marqueur genétique préféré chez des champignons depuis plus de 20 ans.

D’abord, elle contient des régions conservées et hypervariables entre les différentes
especes du méme genre. De plus, en utilisant la région ITS, le séquengage ne nécessite pas
une énorme quantité de cellules fongiques, car le nombre de copies de cette région est assez

élevé, pouvant aller jusqu’a 250 copies par cellules (Bellemain et al., 2010).

Dans le passé, on supposait que I'I'TS n'avait aucune fonction, mais (Lalev et Nazar,
1998) ont proposeé que I'I'TS1 puisse affecter lI'efficacité ou jouer un réle de soutien dans la
biogenése des ribosomes. De plus, des régions conservées dans les espaceurs transcriptionnels
internes ont été trouvées chez divers eucaryotes qui indiquent une fonction de I'I'TS2 dans la

maturation du pre-ADNr (Froeschke et vonder Heyden., 2014).

4. Alignement multiple des séquences
L’alignement multiple de séquence d’ADN ou de protéine est 'une des méthodes les
plus courantes pour I’analyse de séquence. Il est considéré comme 1’un des problémes les plus
difficiles en bio-informatique. En réalité est un agencement de plusieurs séquences
biologiques dans le but de mettre en valeur leur similitude et convergence. Les alignements

multiples dépendent du nombre de séquences et de leur longueur (Wallace et al., 2006).
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Obijectif de I’alignement est de détecter des similitudes structurelles ou fonctionnelles
entre protéines lors de la comparaison d'une autre séquence protéique (la détection de
I’homologie des séquences = homologie de fonction), du plus il joue un réle vital dans
I'identification de nouveaux membres de la protéine lors de la comparaison avec des
séquences similaires, il révele aussi si il y a des mutations par (insertion, substitution,...)
(Mohammad Yaseen Sofi ,2022).

L’alignement est une étape cruciale qui conditionne la qualité de la construction
phylogénétique. Il y a plusieurs logiciels qui peuvent réaliser ce processus y compris (les
différentes versions de I’algorithme MEGA, BioEdit...etc.). Dans notre étude les séquences
nucléotidiques ont été alignées a l'aide de l'algorithme MUSCULE dans le logiciel MEGA

version 11, qui peut étre téléchargé au lien suivant : www.megasoftware.net.

Ce logiciel a été developpé pour contenir une large collection de méthodes et d'outils de
calcul de I'évolution moléculaire. Cette derniére version est maintenant devenue une suite
d'applications qui répond a la variété des environnements informatiques actuellement utilises

par les chercheurs en évolution moléculaire et en phylogenétique (Tamura et al., 2021).

» On a accedé au moteur de recherche Google pour télécharger la derniére version du ce
logiciel a partir le lien qui est mentionné ci-dessus.

> Apres le téléchargement, on a ouvert notre fichier (format Fasta) qui a déja nos
séquences, par le logiciel MEGA.

> Nous avons sélectionneé toutes les séquences afin de lancer I’alignement. Puis on a
appuyé sur « Edit» une menu a été montré, possede des choix, on a choisi la position
«select All » (sélectionner toutes les séquences).

» Onacliqué sur « MUSCLE » qui se trouve dans la barre de menu, une petite menu a
apparu, on a choisi I’option « align DNA» (aligner I’ADN).

> Des qu’une nouvelle fenétre apparait contenant tous les parametres nécessaires a cette
étape, «on a conservé les parametres par défaut », nous avons appuyé sur le Bouton
« OK ».

» Une fois I’alignement est terminé nous avons enregistré notre nouveau fichier
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1- QOuvrir le fichier format 2-Edit

fasta avec le logiciel —
MEGAI11l

4-MUSCULE 3-Select all

5-align DNA

On conserve les paramétres par
défaut

Résultat d’alignement va montrer

Diagramme représente les étapes de I’alignement multiple par I’algorithme MUSCULE.

&1 M11: Alignment Explorer (fasta (1).fas) -

>
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display. Help
d=B == W riji «0XEXQ+FHar 238
DNA Sequences Translated Protein Sequences
SpeciesiAbry 96

GBPEZ1209-13Terfezia boudieriTSIFN395016 Libya:Lower region of Hammad Al Hamra
GBPEZ1657-13Terfezia aff. obiensis TLO-1|TSIHA695148 Spain:Caceres Milanes
(GBPEZ1699-13Terfezia aff. obiensis TLO-2TSIHA698147 Spain: Valladolid Castromonte La Espina
GBPEZ1701-13Terfezia aff. olbiensis TLO-ZITSIHAB98145 Spain:Sakmanca Valdeosa
GBPEZ1702-13Terfezia aff. obiensis TLO-YTSIHA698144 Spain:Caceres Garrovilas
GBPEZ1704-13Terfezia aff. obiensis TLO-3TSIHAE98142 Spain: Valladold Valdestilas
GBPEZ1708-13Terfezia aff. obiensis TLO-YTSIHA698138 Spain:Palencia Duenas.
GBPEZ1709-13Terfezia aff. obiensis TLO-YTSIHA698137 Spain:Palencia Duenas.
GBPEZ1710-13Terfezia aff. olbiensis TLO-TSIHA698136 Spain: Palencia Duenas.

10. GBPEZ1712-13(Terfezia aff. olbiensis TLO-4|TS/HQ698134 Spain:Jaen Santiesteban Del Puerto

1. GBPEZ1713-13(Terfezia aff. olbiensis TLO-3(TS}HQ688133 Spain:Avila San Bartolome De Pinares.

2. GBPEZ1715-13Terfezia aff. obiensis TLO-3{TS/HQ698131 Spain/Segovia Cantaleio

13. GBPEZ1716-13(Terfezia aff. olbiensis TLO-3(TS/HQ698130 Spain/Segovia Cantalejo

4. GBPEZ1719-13Terfezia aff. obiensis TLO-3TS/HQ698127 Spain/Segovia Cantaleio

15. GBPEZ1720-13(Terfezia aff. olbiensis TLO-3TS|HQ698126 Spain/\aladold Sieteiglesias De Trabanco
6. GBFEZ1722-13Terfezia aff. olbiensis TLO-3TS/HQ695124 Spain/ Valladold Sieteiglesias De Trabanco
7. GBPEZ1723-13Terfezia aff. olbiensis TLO-3TS/HO895123 Spain/Valladolid Sieteiglesias De Trabanco
8. GBPEZ1725-13Terfezia aff. olbiensis TLO-3TS/HQ895121 Spain/Valladolid Sieteiglesias De Trabanco
19. GBPEZ1726-13Terfezia aff. olbiensis TLO-3TS/HO895120 Spain/ Valadold Sieteiglesias De Trabanco
0. GBPEZ1727-13[Terfezia aff. olbiensis TLO-1/TSIHQ898119 Spain: Cludad Real
(GBPEZ1728-13{Terfezia aff. olbiensis TLO-3/TS{HQ695118 Pertugal: Minho Povoa De Lanhoso

22. GBPEZ1729-13Terfezia aff. olbiensis TLO-3/TS/HQ895117 Portugal: Minho Povoa De Lanhoso

3. GBPEZ1730-13(Terfezia aff. olbiensis TLO-4|TSIHOS98116 Spain:Segovia Sepulveda

4. GBPEZ1731-13Terfezia aff. olbiensis TLO-4TS/HOS98115 Spain:Segovia Sepulveda

5. GBPEZ1734-13(Terfezia aff. olbiensis TLO-4|TS/HOS98112 Spain:Madrid Cuatro Vientos.
GBPEZ1735-13{Terfezia aff. olbiensis TLO-4/TS{HQE98111 Spain: Madrid Cuatro Vientos.
(GBPEZ1736-13(Terfezia aff. olbiensis TLO-3TSIHOS98110 Spain:Segovia San Rafael
(GBPEZ1737-13(Terfezia aff. olbiensis TLO-3TSIHOS98109 Spain: Segovia San Rafael
(GBPEZ1740-13Terfezia aff. olbiensis TLO-3TSIHOS98106 Spain:Segovia San Rafael

0. GBPEZ1743-13Terfezia aff. olbiensis TLO-4|TSIHO898103 Spain:Badajos (campanario)

21 GRPEZT44 AU Tarfazin aff olbiensis TI 0-2ITRHOASRAN? Snain - Madrid Taledo
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Figure 07. L'interface de logiciel MEGA 11 des séquences alignées.

5. Raffinement des séquences alignées
L’alignement multiple des séquences est souvent incomplet ou trés divergente, ce qui
conduit a des régions mal alignées ou a de grandes lacunes dans les alignements. Cela ralentit

le calcul et peut avoir un impact sur les conclusions sans étre biologiquement pertinent, par
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conséquent, le nettoyage de l'alignement en supprimant ces régions peut considérablement
améliorer les analyses (Tumescheitet al., 2022).

On peut faire le nettoyage manuellement ou automatiquement par des logiciels et des

plateformes disponibles en ligne, y compris (Gblocks, MEGA, BioEdit ...).

6. Construction de I’arbre phylogénétique
L'arbre phylogénétique, également appelé phylogénie, est un diagramme qui décrit les
lignes d'évolution de différentes espéces, organismes ou génes a partir d'un ancétre commun.
Les phylogénies sont utiles pour organiser la connaissance de la diversité biologique, pour
structurer les classifications et pour donner un apergu des événements qui se sont produits au

cours de I'évolution (Baum ,2008).

Aprés toutes les étapes precédentes, c’est maintenant le tour de la construction
phylogénétique, cette étape consiste a representer sous forme d’un arbre phylogénétique les

relations évolutives entre nos séquences.

6.1. Méthodes de la construction de I’arbre phylogénétique

Il'y a plusieurs logiciels qui peuvent nous aide a effectuer cette construction, parmi
lesquels les différentes plateformes disponibles en ligne (NG-phylogeny, phylogeny,...). Il
y’a d’autre différentes methodes pour la génération de I’arbre phylogénétique, appelées
méthodes d’inférence phylogénétique peuvent-étre appliquées pour obtenir I’arbre qui reflete

le mieux les données, deux grandes catégories regroupent ces différentes méthodes :

6.1.1. Méthodes basées sur la distance

Utilisent une matrice d’estimation de la distance évolutive appelée matrice de la
dissimilarités, obtenue en comparant les paires de sequences, par exemple : le Neighbor
joining, la méthode UPGMA (Bonnin et Lombard, 2019).

6.1.2. Méthodes basees sur les caracteres

Basées sur un ou plusieurs caracteres a étudier, parmi lesquelles : la méthode du
maximum de vraisemblance (maximum likelihood ML), la méthode de la maximum
parcimonie (maximum parcimony), la méthode bayésienne de Delsuc et Douzery (Site web
01).

Dans notre étude, nous avons utilisé la plateforme NG-phylogeny elle est disponible sur

le lien suivant : https://ngphylogeny.fr/, pour la construction de I’arbre phylogénétique.
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Cette derniére est plus flexible en termes d'outils et de flux de travail, accessible
facilement et plus évolutif. 11 integre de nombreux outils dans leur derniere version (ex. TNT,
FastME, MrBayes, etc.) ainsi que des nouveautés congues ces dix derniéres années (ex.
PhyML, SMS, FastTree, trimAl, ...etc.) (Lemoine et al., 2019).

Apres avoir interrogé ce portail, une fenétre apparaitra a I'écran contenant une barre de

menu, nous avons mis le curseur sur phylogeny analysis, une petite menu est apparu, nous

avons choisi ’option a la carte.

NGPhylogeny.fr

# Home ¥ Phylogeny Analysis » % Tools EE'.":'/E:s:eo W Documentation  About - =] Login

) A La Carte Using the workflow maker, customize your workflow by selecting the nght tools

» Name

» Tools

o oog_ o o &

Multiple Alignment Alignment Curation Tree Inference Tree Rendering
Figure 08. L'interface de la plateforme NG-phylogeny

La fenétre qui a apparu sur 1’écran rassemble les quatre étapes de la construction de
I’arbre (Multiple alignement, alignement curation, tree inference, tree rendering). Chague
phase inclue des petites menues a partir desquelles on peut choisir les logiciels qu’nous
voulons, on a fait déja la premiere étape qui est ’alignement multiple des séquences, la
deuxiéme étape c’est le nettoyage des séquences nucléiques, son rdle principale est supprimer
les petites séquences qui ne servent a rien, nous avons sélectionné la méthode PhyML, et
pour la visualisation de I’arbre on a choisi Newick Display. Et on a appuyé sur « Create

Workflow» pour lancer la construction.
PhyML

A été largement utilisé en raison de sa simplicité et d'un juste compromis entre précision
et rapidité. Entre-temps, la recherche sur PhyML s'est poursuivie, et de nouveaux algorithmes

et méthodes ont été implémentés dans le programme (Lefort et al., 2017).
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Visualisation d’arbre phylogénétique (Newick)

Est un outil en ligne pour I’affichage de I’arbre phylogénétique (format Newick) qui
permet d’afficher plusieurs alignements de séquences avec les arbres (format Fasta) (Site web
02).

Une fois la boite de dialogue a été apparue des données d’entrées, nous avons
sélectionné notre fichier format Fasta qui a été aligné déja, puis on clique sur « Submit», pour
faire lancer la construction de notre arbre phylogénétique. Le diagramme ci-dessous montre

toutes les étapes de construire I’arbre phylogénétique du genre Terfezia.

1-Plateforme :

NGPhylogny

Tree;m;\(;rince 2-A La carte Tree Rendering :
Py Newick Display

3-Create workflow

=

=

4-Choisir notre fichier

Format Fasta des séquences alignées.

=

5-Submit

=

6-Introduire le fichier format fasta des séquences qui sont déja
alignees

N

7-Un arbre phylogénétique a
été construit

Les étapes de la construction de I’arbre phylogénétique par la plateforme NG-phylogeny

7. Délimitation des espéces
Ces dernieres années, la délimitation moléculaire des espéces est devenue une approche

de routine pour quantifier et classer la biodiversité. Les méthodes de code a barres sont
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particulierement importantes dans les enquétes a grande échelle car elles favorisent la
découverte rapide d’espéces et les estimations de la biodiversité parmi celles-ci, les méthodes

basées sur la distance, sont le choix le plus courant (Kapli et al., 2017).
Nous avons appliqué deux méthodes : mPTP et ASAP.

7.1. mPTP (multi-rate Poisson Tree Processes)
Est une méthode améliorée qui atténué les lacunes théoriques et techniques du PTP. 1l
integre différents niveaux de diversité génétique intra-spécifique provenant de différences

dans I’histoire évolutive ou I’échantillonnage de chaque espéce (Kapli et al., 2017).

Tree upload and outgroup specification

Quigroup spegcification

Model selection [iaamar 9
Some features of MPTP (MCMC sampling, minimum branch identification)
are currently not available in this webservice, but we are working on itl Stay

Visualization options
tuned!

Contact details For using these features, please download MPTP from our GitHub
repository.

supmit Newick file upload

Tree must be either rooted or unrooted

Drop newick file or click to
upload

Figure 09. L'interface de la plateforme mPTP

Nous avons accédé a la plateforme mPTP a partir le lien suivant :

Le serveur http://mptp.h-its.org/#/tree une fenétre a été apparue. Maintenant c’est le tour

d’introduire notre fichier qui est I’arbre phylogénétique sous format ML-Newick que nous
I’avons obtenue déja a partir les étapes précédentes, apres I’introduction de notre fichier, nous
avons selectionné 1’outgroup (I’exo-groupe en frangais) qui est 1’espéce Terfezia sp (son code
de Genbank est : GBPEZ2717-15) on a appuyeé sur « model selection», pour faire démarrer la

délimitation.

7.2. ASAP (Assemble Species by Automatic Partitioning)
Une nouvelle méthode pour construire des partitions d'espéces a partir d'alignements de
séquences de locus uniques (c'est-a-dire des ensembles de données de codes a barres)

(Puillandre et al., 2021). ASAP est la mise en ccuvre d'un algorithme de clustering
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hiérarchique qui n'utilise que des distances génétiques par paires, évitant ainsi la charge de

calcul de la reconstruction phylogénétique (Site web 03).

Web des que possible /1 S |I||h‘

Assembler des espéces par partitionnement automatique

11 s"agit d'un serveur Web a exécuter dés que possible pour la délimitation des espéces

Le fichier peut étre soit un fichier fasta déja ALIGNE soit une matrice de distance (formats phylip dnadist et acceptes)

Si vous fournissez un fichier de distance cliquez

Si vous fournissez un fichier fasta, vous pouvez sélectionner le modele de substitution pour calculer les distances :

*+ @ Jukes-Cantor (JC69)

» OKimura (K80) ts/t{20 |

O Distance simple (distances p)

(voir I'aide pour les explications) #Hel

Figure 10. L'interface de la plateforme ASAP.

Nous avons accédé a cette plateforme a partir le lien suivant :

https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap , puis on a introduire le fichier qui comporte toutes les
séquences du genre Terfezia qui sont deja alignées, nous avons laissé les parametres par

défaut puis on a appuye sur « Go » pour lancer la déelimitation.

La différence entre ces deux méthodes de delimitation c’est que la premiere (mPTP)
dépond T’introduction d’un arbre phylogénétique sous format ML-Newick, par contre la

deuxiéme méthode (ASAP) qui est travaillé sur des séquences d’ADN alignées.
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Ce chapitre présente I'ensemble des résultats obtenus du téléchargement des séquences
et leur I’identification, de la construction de I'arbre phylogénétique et de la délimitation des

especes.

1. Résultats et Discussions
Grace 8 BOLDSYSTEMS et GenBank, on a trouvé que le genre Terfezia contient 13
especes : (Terfezia boudieri, Terfezia aff-olbiensis, Terfezia alsheikhii, Terfezia leptoderma,
Terfezia claveryi, Terfezia arenaria, Terfezia fanfani, Terfezia olbiensis, Terfezia sp, Terfezia
trappei).

Toutes ces especes sont représentées par 97 séquences, ¢’est-a-dire 97 enregistrements

publiés et chaque séquence possede un numéro d’accession.

Selon les résultats de BOLD, les spécimens proviennent de deux pays, mais, il a été
constaté qu'il y a plus de deux pays (Spain, Portugal, Iran, Palestine, France et la Lybie), qui
peut étre que les noms de ces pays n‘ont pas encore éte introduits dans cette plateforme.

Tableau 02 . La distribution des séquences sur les espéces dans le BOLD

Espéces Nombre des séquences
Terfezia aff.olbiensis 34
Terfezia clavery 18
Terfezia leptodermie 11
Terfezia aff.olbiensis 7
Terfezia arenaria 5
Terfezia aff.olbiensis 4
Terfezia sp. 4
Terfezia aff.olbiensis 3
Terfezia alshikhi 2
Terfezia boudieri 1
Autres 5
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La méthode de maximum de vraisemblance (Maximum likelihood ML) a été utilisée
dans cette étude pour montrer la déversité génétique et la classification des espéces du

Terfezia sous forme d’un arbre phylogénétique.

On observe que le genre Terfezia a divisé en deux principaux groupes (A et B), chaque
groupe a été divisé en sous-groupes ou clades qui regroupent les différents lignages des clades
(montrent la diversité de regroupement des séquences), pour voire 1’arbre phylogénétique plus

claire retournez a ’annexe N° 02.

Les quatre premiers sous-groupes appartiennent au groupe A, et comprennent les
especes suivantes : T.boudierie, T.arenaria, T.claveryi, la plupart de ces espéces ont été

collectées en Espagne sauf deux especes, I'une de Palestine et l'autre de Libye.

Les séquences de T.claveryi ont été divisé en deux clades seulement une séquence parmi
eux, a été collecté en Iran, les restes ont été collectés dans différentes régions de I'Espagne.
Ces sequences sont classées morphologiquement comme une seule espéce, mais la taxonomie

moléculaire a les divisées en deux clades différents, peut-étre des especes putatives.

Le deuxieme groupe principal B contient les restes des sous-groupes dont font partie les
restes des especes sont inclues : T.alshikhii, T.aff-olbiensis, T. trappei, T.leptoderma,

T.fanfani, Terfezia.sp, T.olbiensis.
Nous avons choisi Terfezia.sp (GBPEZ2717-15) comme un outgroup.

Les T.alshikhii ont été classees dans un seul clade. Les T.aff-olbiensis ont été divisées
en trois sous-groupes, dont le septieme groupe est constitué des séquences provenant des
différentes espéces (T.trappei, T.leptoderma, T.fanfani et T.aff-olbiensis). Il se peut qu'il y ait
un haut degré de similarité entre ces séquences, ou qu'elles aient été mal identifiées, et il se
peut qu'il y ait des erreurs dans leurs noms, c'est pourquoi elles sont fusionnées en un seul

clade.

Appart I'exogroupe, il y a 03 séquences de Terfezia.sp. Deux séquences collectées en
Espagne ont été trouvées dans le neuviéme sous-groupe avec les T.aff-olbiensis, elles peuvent
étre des répétitions, et la premiere séquence n'a pas encore été supprimée de BOLD, la
troisieme séquence (HMO056211) s'est avérée étre la seule séquence dans un clade

significativement distinct.
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L’outil de recherche d'alignement local de base (BLAST) et le systéme d'identification
BOLD (IDS) pour ITS ont été utilisés pour identifier certaines especes qui étaient déja
classées en dehors de leurs propres groupes. Nous avons trouvé que T.fanfani (HM056215) a
un degré de similarité de 100% avec T.olbiensis. Et l'autre T.fanfani (HM056216) est similaire

a 100% a T.leptoderma, c'est pourquoi elle a été fusionné avec eux.

Il est douteux que ces deux T.fanfani soient des séquences répétées, leurs codes
d'accession étant identiques. 1l en va de méme pour les deux séquences de T.trappie, leur

identification a montré qu'elles sont 100% similaires a T.aff-olbiensis.

L’identification de Terfezia.sp (HM056211) a révélé que cette espéce présente une
similarité avec une autre espéce appelée Terfezia. pseudoleptoderma, raison pour laquelle elle

a été classée dans un clade distinct.

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Séquences produisant des alignements significatifs Télécharger ™ Sélectionner les colonnes ~ Spectacle 12
tout sélectionner 100 séquences séiectionnées GenBanque Graphique Arbre de distance des résultats Lecteur MS#
Ci i
Lo decring N . Note | Score '“;"EI “"® Valeur  Par  Acc

a description om scientifique e la ;

S0 SPUNAYE o aximale | total - E ldent | Len  Accsssion
- - requéte - - -

Terfezia pseudoleptoderma MUB Fung-0028 région ITS ; & partir du matériau TYPE Terfezia pseudol 1000 1000 100% 00  100.00% 588 NR_137052
Géne de IARN ribosomigque OT-46 18S du clone de Peziza non cultivé, séquence partielle ; espace...P nen .. 994 994 100% 0.0  99.82% 638 FJ013084.1

Isolat de Terfezia pseudoleptoderma géne ARN ribosomal 1042 18S, séquence parielle; espaceur trans... Terfezia pseudol 876 876 100% 00  9581% 631 HMO56213

Isolat de Terfezia pseudoleptoderma géne ARN ribosomal tL17 185, séquence partielle trans .. Terfezia pseudol 872 872 100% 00  9549% 647 HMO056212
Terfezia aff. olbiensis TLO-3 voucher MAFU 54674 clone ter64_01 Géne ARN ribosomal 18S._séquenc... Terfezia aff. olbie... 865 865 100% 0.0  9545% 653 HQ698135.°
Terfezia pini MUB Fung-0027 Région ITS ; & partir du matériau TYPE Terfezia pini 859 859 100% 00  9526% 631 NR_164515
Terfezia aff_olbiensis TLO-3 voucher MA'FU 54674 clone ter64_10 Géne ARN ribosoma 1185 _séquenc Terfezia aff_olbie 859 859 100% 00  9526% 6563 HQ698139 -
Terfezia aff. olbiensis TLO-3 voucher MAFU 54674 clone ter64_03 Géne ARN ribosomal 18S._séquenc... Terfezia aff. olbie... 859 859 100% 0.0  9526% 653 HQ698137.°
Terfezia aff_olbiensis TLO-3 voucher MA'FU 54674 clone ter64_02 Géne ARN ribosoma 118S _séquenc Terfezia aff_olbie 859 859 100% 00  9526% 653 HQB698136.°
Terfezia aff_olbiensis TLO-3 voucher MAFU 5407 Géne ARN ribosomique 18S,_séquence partielle ; esp... Terfezia aff_olbie 857 857 100% 0.0 95,11 % 647 HQOB98101 "
Terfezia aff. olbiensis TLO-3 voucher MA'FU 24562 clone ter43_02 Géne ARN ribosoma 1188 _séquenc Terfezia aff._olbie 256 256 100% 00  9508% 684 HOB92106.°
! Terfezia aff_olbiensis TLO-3 voucher MA'FU 54964 clone ter65_08 Géne ARN ribosoma 118S _séquenc Terfezia aff_olbie 854 854 100% 00  9508% 653 HQ698143°
BN T ri A el THA 3 b ARA D11 CAAE A et fABE AA SR AR il 400 < Aimn Tefmin E tiie oca oca sane AW NEE e e ess LAsnosas -

Figure 11. Résultat de I'identification de la sequence Terfezia.sp (HM056211) dans
l'outil BLAST.
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On peut dire que cette séquence (HM056211) peut avoir subi d'erreurs ou d'omissions
lors de son identification (mauvaise identification), ou peut-étre avoir été génétiquement
modifiée par des mutations, soit des substitutions ou des délitions. Lorsque l'on compare la
séquence nucléotidique de cette séquence avec d'autres, on constate qu'il existe une différence

entre elles, comme la montre la figure ci-dessous.

[ED m11: Alignment Explorer (fasta (1 Juin 22)fas)
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

O=B%SEWE we Fl «0XMDxal+#Flar @2 38

DNA Sequences Translated Protein Sequences

Spociaiabiry

41, GBPEZ1756-13Terfezia leptoderma HOG98090

42. GEPEZ1757.13Terfezis laploderms HOGSBOES

43. GBPEZ1758-13[Terfezia leptoderma HQBH3088

44, 0BPEZ1750-13Ter

45, GBPEZ1760-13Terfezia clav

48. GBPEZ1781-13Terfezia claveryi HOB05085

47. GOPEZ1762-13Tarfezia claveryl HOG9B084.
4B. GBPEZ1765-13(Terfezin clav

48, GBPEZ1765-13Ter
0. GBPEZ1767-13(Terfezia claveryi HOG9807S
51. GBPEZ1768-13(Terfozi claveryl HOE9B07E

52. GBPEZ1769-13Ter ryi HO89807T
53. GBPEZ1770-13(Ter ryi Q688078
54. GRPEZ1771-13Ter ryi HQB9807S

55, GBPEZ1777-13(Ter!
56. GEPEZ1778-13(Ter!
57. GBPEZ1780-13Terfezia ria HOBO2068.
58. GBPEZ1767-13(Terfezin rin
59, GEPEZ2708-15{Terfezia boudieri AF0S2087
80. GBPEZ2714-15Terfezia sp. DA3E6140

61. GBPEZ2715-15Tarfezia 8p. HMOSE210 - - - - - -
62. GBPEZ2T16-15|Terfezin 3p. HM056211 [GTGT-GT-ATAATACTTGCCAAAGAG-TTOCC -AGTGGCAAGBA- - - - - ---ATACTAAAAC - -

83, GHPEZ340-13(Terf i
RE

3 nai

3 Terfezia aff, olbiensi
87. GBPEZ1703-13Terfezia aff. obiensis HOB9S143
68. GBPEZ1705-13Tarfezia Ibjensis HOG9E141
69, GBPEZ1706-13Terfezia aff. olbiensis HOBSE140
70, GBPEZ1707-13Terfezia aff. olbiensis HO898138
71.GBPEZ1711-13Tarfezia aff. Olbiensis HOE9E13S
<

Figure 12. Résultat de lI'alignement multiple de la séquence Terfezia.sp (HM056211)

par le logiciel MEGA

Le tableau suivant contient tous les résultats de I’identification des especes par 1’outil BLAST
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Tableau 03. Les résultats de I'identification par l'outil BLAST.

Nom de ’espéce Numéro Résultat de I’identification par BOLD et
d’accession BLAST
T.fanfani HM056216 Similaire a 100 % avec T.leptoderma
T.fanfani HMO056215 Similaire & 100 % avec T.aff-olbiensis
Terfeizia.sp HMO056211 Similaire & 100 % avec T.pseudoleptoderma
Terfeizia.sp HM056210 Similaire a 99,63 % avec T.aff-olbiensis
Terfeizia.sp DQ386140 Similaire a 100 % avec T.aff-olbiensis
Terfeizia.trappie AF276677 Similaire a 100 % avec T.aff-olbiensis
Terfeizia.trappie AF276676 Similaire a 100 % avec T.aff-olbiensis
T. olbiensis HMO056224 Similaire a 100 % avec T.aff-olbiensis
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Tree scale: 0.01

SIS

GBPEZ2709-15-Terfezia-boudieri-AF092097
GBPEZ1209-13-Terfezia-boudieri-FN395016
GBPEZ1777-13-Terfezia-arenaria-HQ698069
GBPEZ1780-13-Terfezia-arenaria-HQ698066
GBPEZ1778-13-Terfezia-arenaria-HQ698068
GBPEZ1779-13-Terfezia-arenaria-HQ698067
GBPEZ1781-13-Terfezia-arenaria-HQ698065
GBPEZ1775-13-Terfezia-claveryi-H Q698071
GBPEZ1772-13-Terfezia-claveryi-HQ698074
GBPEZ1767-13-Terfezia-claveryi-HQ698079
GBPEZ1763-13-Terfezia-claveryi-H Q698083
GBPEZ1760-13-Terfezia-claveryi-H Q698086
GBPEZ1766-13-Terfezia-claveryi-H Q698080
GBPEZ1765-13-Terfezia-claveryi-H Q698081
GBPEZ1776-13-Terfezia-claveryi-HQ698070
GBPEZ1769-13-Terfezia-claveryi-HQ698077
GBPEZ1762-13-Terfezia-claveryi-H Q698084
GBPEZ1761-13-Terfezia-claveryi-H Q698085
‘GBPEZ1764-13-Terfezia-claveryi-H Q698082
GBPEZ1770-13-Terfezia-claveryi-HQ698076
GBPEZ2710-15-Terfezia-claveryi-GQ888690
GBPEZ1768-13-Terfezia-claveryi-HQ698078
GBPEZ1773-13-Terfezia-claveryi-HQ698073
GBPEZ1774-13-Terfezia-claveryi-H Q698072
GBPEZ1771-13-Terfezia-claveryi-HQ698075
GBPEZ1746-13-Terfezia-alsheikhii-HQ698 100
GBPEZ1748-13-Terfezia-alsheikhii-HQ698098
GBPEZ1747-13-Terfezia-alsheikhii-HQ698099
GBPEZ1730-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698116
GBPEZ1732-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698114
GBPEZ1731-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ6 98115
GBPEZ1735-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698111
‘GBPEZ1734-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698112
GBPEZ1712-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698134
GBPEZ1743-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698103
GBPEZ1701-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698145
GBPEZ1700-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698146
GBPEZ1744-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698102
‘GBPEZ1699-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698147
GBPEZ2713-15-Terfezia-olbiensis-HM056 224

22

L] GBPEZ340-13-Terfezia-trappei-AF276677
GBPEZ341-13-Terfezia-trappei-AF276676
GBPEZ2711-15-Terfezia-fanfani-HM056215
GBPEZ1697-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698149
GBPEZ1727-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ6 98119
GBPEZ1714-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698132
GBPEZ1733-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698113
GBPEZ1757-13-Terfezia-leptoderma-HQ698089
‘GBPEZ1756-13-Terfezia-leptodema-HQ698090
(GBPEZ1754-13-Terfezia-leptode rma-HQ698092

(GBPEZ1752-13-Terfezia-leptode rma-HQ698094
(GBPEZ1753-13-Terfezia-leptoderma-HQ698093
(GBPEZ1750-13-Terfezia-leptoderma-HQ698096
(GBPEZ1755-13-Terfezia-leptoderma-HQ698091
(GBPEZ1758-13-Terfezia-leptode rma-HQ698088
GBPEZ1749-13-Terfezia-leptodema-HQ698097
(GBPEZ1759-13-Terfezia-leptoderma-HQ698087
GBPEZ2712-15-Terfezia-fanfani-HM056216
GBPEZ1751-13-Terfezia-leptode ma-HQ698095
GBPEZ2716-15-Terfezia-sp-HM056 211
GBPEZ1745-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698101
GBPEZ1722-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698124
GBPEZ1723-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698123
GBPEZ1698-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698148
GBPEZ1726-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698120
GBPEZ1704-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698142
GBPEZ1703-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698143
GBPEZ1721-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698125
GBPEZ1725-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698121
GBPEZ1705-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ69814 1
GBPEZ1724-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698122
GBPEZ1720-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698126
GBPEZ1717-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698129
GBPEZ1715-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698131
GBPEZ1716-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698130
GBPEZ1718-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698128
GBPEZ1719-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698127
GBPEZ1711-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698135
GBPEZ1707-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698139
GBPEZ1709-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698137
GBPEZ1708-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698138
GBPEZ1710-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ6 98136
GBPEZ1706-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698140
GBPEZ1741-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ6 98105
GBPEZ1736-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698110
GBPEZ1738-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ6 98108
GBPEZ1739-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698107
GBPEZ1737-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ6 98109
GBPEZ1713-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698133
GBPEZ2715-15-Terfezia-sp-HM056 210
GBPEZ1740-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ6 98106
GBPEZ1728-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698118
‘GBPEZ1729-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698117
GBPEZ1702-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698144
GBPEZ2714-15-Terfezia-sp-DQ386140
GBPEZ1742-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ6 98104

mPTP ASAP

Figure 13. Arbre phylogénétique du maximum de vraisemblance déduit pour le genre

Terfezia. Les nombres sur les branches représentent le support bootstrap. L'arbre est enraciné

sur Terfezia .sp comme outgroupe. Comparaison des résultats de la délimitation des especes
de Terfezia a l'aide de deux méthodes difféerentes mPTP et ASAP.
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En comparant le regroupement et la classification des séquences nucléotidiques dans
I'arbre phylogénétique, avec les barres des résultats de la délimitation par les deux méthodes

MPTP et ASAP nous trouvons les mémes résultats.

Le mPTP a suggérée qu’il y’a 09 groupes, de méme pour I’ASAP, les séquences ont éte
classées et arrangées dans la méme maniére, leur partition comme indiqué dans le tableau

suivant :

Tableau 04. La répartition des sequences sur les différents sous-groupes de l'arbre

phylogénétique

Le sous groupe | Les espéces inclues

01 Terfezia boudieri (02 séquences).

02 Terfezia arenaria (05 séquences).

03 Terfezia claveryi, (02 sequences).

04 Terfezia claveryi, (16 séquences).

05 Terfezia alsheikhii (03 séquences).

06 Terfezia aff-olbiensis (07 séquences).

07 Terfezia aff-olbiensis (08 séquences), Terfezia leptoderma, (11

séquences), Terfezia fanfani (02 sequences), Terfezia olbiensis (une

seule séquence), Terfezia trappei (02 séquences).

08 Terfezia sp, (une seule séquence).

09 Terfezia aff-olbiensis (34 séquences), Terfezia sp (02 séquences).
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D’aprés les résultats que nous avons obtenus nous concluons que la délimitation
d’espéces par ces deux méthodes a confirmé la distribution des différentes especes dans
I’arbre phylogénétique, de plus I’espece T.aff-olbiensis (la plupart ont été collectées en
Espagne), posséde une large distribution géographique. Car elle est présentée par quarante-

neuf séquences.
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Conclusion



Conclusion

Conclusion

Notre travail a été réalisé dans le but de construire un arbre phylogénétique du genre
Terfezia, et d'étudier les relations phylogénétiques entre ses séquences qui sont disponibles
sur la plateforme BOLDSYSTEMS. La base de données GenBenk a été utilisée pour
interroger la fiche descriptive de chaque séquence afin d'obtenir les informations nécessaires a

notre étude.

Selon les données du BOLDSYSTEMS le genre Terfezia contient 13 espéces
représentées par 97 séquences, ces séquences ont été alignées par un algorithme appelle
MUSCLE qui se trouve dans le logiciel MEGA.

Les séquences alignées ont été introduit dans la plate-forme NG-phylogeny afin de
construire ’arbre phylogénétique, en utilisant la méthode de Maximum likelihood (ML),
I’étape suivante etait la délimitation des especes, ce processus a eté effectué par deux
méthodes différentes qui sont ASAP et mPTP.

La délimitation des espéces par ces méthodes a donné les mémes résultats, c’est-a-dire
qu'elles ont confirmé les distributions et la classification des séquences dans [I’arbre

phylogénétique.

Le truffe du désert a une valeur nutritionnelle et économique importantes, ses prix sont
tres élevés, plus que ses utilisations médicinales, mais malheureusement il n’est pas exploitée
dans notre pays. Malgré le fait qu'il existe trois genres de ces champignons peuvent pousser
en Algérie, nous avons remarqué l'absence de séquences algériennes dans la plateforme
BOLD, ce qui signifie qu‘aucune étude génétique n'a été réalisée sur celles-ci au niveau de ce
gene (ITS).

Malgré tous ces progres récents des programmes informatiques phylogénétiques et
I’augmentation du nombre des séquences introduites dans les différentes bases de données
scientifiques publiques, dont GenBank et BOLDSYSTEMS, nous avons observé des lacunes
dans les données génétiques, par exemple des séquences répétées qui peuvent fausser les
résultats des études phylogénétiques, ainsi que la présence de séquences de spécimens mal
identifiées. 1l est vrai que le réle le plus important de ces bases de données est de préserver la
biodiversité et d'autres utilisations importantes, ou la vérification de la validité des données
incluses est devenue nécessaire pour éviter les erreurs et les lacunes dans les futures études

phylogénétiques.
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Annex 01 : Exemple d’une séquence nucléotidique dans la base de données GenBank

m National Library of Medicine Connexion

National Center for Biotechnology Information

Nucléotide | Nucléotide ~|l
Avancé Aider
GenBanque « Envoyer a: -
Modifier la région affichée A

Terfezia aff. olbiensis TLO-3 voucher MA:FU 55434 clone ter57_02
Geéne ARN ribosomal 18S, séquence partielle; espaceur transcrit
interne 1, géne de I'ARN ribosomique 5.8S et espaceur transcrit interne
2, séquence compléte ; et géne de 'ARN ribosomal 28S, séquence
partielle

GenBank : HQ698121 .1
Graphique

Personnaliser la vue »

Analysez cette séquence -
Exécutez BLAST

Choisissez des amorces

Mettre en surbrillance les
fonctionnalités de la séquence

Aller a: (%) Trouver dans cette séquence

LOCUS HQ698121 665 bp ADN linéaire PLN 27-SEP-2011
DEFINITION Terfezia aff. olbiensis TLO-3 bon MA:FU 55434 clone ter57_02

Géne de 1'ARN ribosomique 18S, séquence partielle ; interne transcrit Informations connexes o=
espaceur 1, gene de 1'ARN ribosomique 5.85 et espaceur interne PubMed

transcrit
2, séquence compléte ; et géne de 1'ARN ribosomal 28S, séquence Taxonomie

partielle.
ADHESION HQ698121
MODELEHQ698121.1

BioCollections

MOTS CLES
SOURCE Terfezia aff. olbiensis TLO-3 LinkOut vers des ressources -
ORGANISME Terfezia aff. olbiensis TLO-3 externes
Eucaryote; champignons; Dikarya ; Ascomycota ; Pezizomycotina; SH1510504.08FU
Pézizomycétes ; Pézizales ; Pézizacées; Terfezia. [UNIR]

REFERENCE 1 (bases 1 a 665)
AUTEURS Kovacs,GM, Balazs,TK, Calonge,FD et Martin,MP
TITRE La diversité des truffes du désert de Terfezia : de nouvelles espéces et

une Activité récente i
complexe d'espéces variables avec ADNnr intrasporocarpique ITS Eteindre Dégager
hétérogénéité B Terf — TUO:3 B

REVUE Mycologie 103 (4), 841-853 (2011)Publié SrieZin gt OINIeNele =S eon
212891 gﬁ & Sad § 4 MA:FU 55434 clone ter57_0 Nucleotide
REFERENCE 2 (bases 1 & 665) Q_ >GBPEZ1725-13 OU Terfezia aff
AUTEURS Kovacs, GM olbiensis TLO-3 OU SON OU Nucléotide
TITRE Soumission directe
JOURNAL Soumis (09-DEC-2010) Département d'anatomie végétale, Eotvos Lorand = Synduuneparmnsonwn|ndw(pm
Université, Institut de biologie, Pazmany Peter Setany 1/C, MPTP - Neurochimie de base
Budapest 1117, Hongrie
CARACTERISTIQUES Localisation/ Voir plus

Source des qualificatifs 1..665
/organism="Terfezia aff. olbiensis TLO-3"
/mol_type="ADN génomique"
/isolation_source="sol sablonneux"
/specimen_voucher=" MA :FU 55434"
/db_xref="taxon : 1089474 "
/clone="ter57_02"
/tissue_type="ascome séché"
/country="Espagne :@ Valladolid, Sieteiglesias De Trabanco"
/collection_date="19-mai-2003"
/note="plantes voisines : Quercus sp.
groupe : TLO-3"

ARNr <1..68

/product="ARN ribosomique 185"
misc_ARN 69..265

/product="espaceur transcrit interne 1"
ARNr 266..420

/product="ARN ribosomique 5.8S"
misc_RNA 421..608

/product="espaceur transcrit interne 2"
ARNr 609..>665

/product="ARN ribosomique 28S"
ORIGINE
cttggtcatt tagaggaagt aaaagtcgta acaaggtttc cgtaggtgaa cctgcggaag
61 gatcattact gaaaaactat tttcaagttt tttatacccc attgtttact taccccgttg
121 cttccactgg acagatttca tcatgtgtgg gatcttttgg cttgtgtgta taatacttgc
181 caaagagttt gccagtggca agattttttt ttaccaaaac ttgattaaaa aacacattgt
241 ctgaatatat tttttgaatg aaaaaaaact ttcaacaacg gatctctagg ctcttgcatc
301 gatgaagaac gcagtgaaat gcgataagta atgtgaattg cagaatctcg tgaatcattg
361 aatctttgaa cgcacattgc gccctatggt attccgtagg gcatgcctgt ctgagecgtca
421 gctccccctc actcaagtat ttcttttatg ttatacttgg aatgcttttgg agacgtaact
481lagttaatcgt tacccttcag aaattcatag gcagtatggt ttgcacttga actagacgta
541 ataataataa aatcgtttgt ttgggtatga ctgtccttgc cttaactcca cccattcttt
601 actttgggtg acctcagatc aggtagggat acccgctgaa cttaagcata tcaataagcg
661 gagga
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Annexe 03 : Résultat de multi-rate Poisson Tree Processes-mPTP

Command : /bin/mptp mptp ml multi outgroup GBPEZ2717-15-Terfezia-sp-ITS
outgroup crop tree file/uploads/adl20hré6vOehvcthbdlu47sc97.newick
output file/uploads/adl20hr6vOehvcthbdlud47sc97.1

Number of edges greater than minimum branch length: 82 / 190

Null-model score: 323.215225

Best score for multi coalescent rate: 323.215225

Number of delimited species:9

GBPEZ2709-15-Terfezia-boudieri-AF092097
GBPEZ1209-13-Terfezia-boudieri-FN395016

GBPEZ1777-13-Terfezia-arenaria-HQ698069
GBPEZ1780-13-Terfezia-arenaria-HQ698066
GBPEZ1778-13-Terfezia-arenaria-HQ698068
GBPEZ1779-13-Terfezia-arenaria-HQ698067
GBPEZ1781-13-Terfezia-arenaria-HQ698065

GBPEZ1775-13-Terfezia-claveryi-HQ698071
GBPEZ1772-13-Terfezia-claveryi-HQ698074

GBPEZ1767-13-Terfezia-claveryi-HQ698079
GBPEZ1763-13-Terfezia-claveryi-HQ698083
GBPEZ1760-13-Terfezia-claveryi-HQ698086
GBPEZ1766-13-Terfezia-claveryi-HQ698080
GBPEZ1765-13-Terfezia-claveryi-HQ698081
GBPEZ1776-13-Terfezia-claveryi-HQ698070
GBPEZ1769-13-Terfezia-claveryi-HQ698077
GBPEZ1762-13-Terfezia-claveryi-HQ698084
GBPEZ1761-13-Terfezia-claveryi-HQ698085
GBPEZ1764-13-Terfezia-claveryi-HQ698082
GBPEZ1770-13-Terfezia-claveryi-HQ698076
GBPEZ2710-15-Terfezia-claveryi-GQ888690
GBPEZ1768-13-Terfezia-claveryi-HQ698078
GBPEZ1773-13-Terfezia-claveryi-HQ698073
GBPEZ1774-13-Terfezia-claveryi-HQ698072
GBPEZ1771-13-Terfezia-claveryi-HQ698075

GBPEZ1746-13-Terfezia-alsheikhii-HQ698100
GBPEZ1748-13-Terfezia-alsheikhii-HQ698098
GBPEZ1747-13-Terfezia-alsheikhii-HQ698099

GBPEZ1730-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698116
GBPEZ1732-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698114
GBPEZ1731-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698115
GBPEZ1735-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698111
GBPEZ1734-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698112
GBPEZ1712-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698134
GBPEZ1743-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698103

GBPEZ1701-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698145
GBPEZ1700-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698146
GBPEZ1744-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698102
GBPEZ1699-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698147
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GBPEZ2713-15-Terfezia-olbiensis-HM056224
GBPEZ340-13-Terfezia-trappei-AF276677
GBPEZ341-13-Terfezia-trappei-AF276676
GBPEZ2711-15-Terfezia-fanfani-HM056215
GBPEZ1697-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698149
GBPEZ1727-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698119
GBPEZ1714-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698132
GBPEZ1733-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698113
GBPEZ1757-13-Terfezia-leptoderma-HQ698089
GBPEZ1756-13-Terfezia-leptoderma-HQ698090
GBPEZ1754-13-Terfezia-leptoderma-HQ698092
GBPEZ1752-13-Terfezia-leptoderma-HQ698094
GBPEZ1753-13-Terfezia-leptoderma-HQ698093
GBPEZ1750-13-Terfezia-leptoderma-HQ698096
GBPEZ1755-13-Terfezia-leptoderma-HQ698091
GBPEZ1758-13-Terfezia-leptoderma-HQ698088
GBPEZ1749-13-Terfezia-leptoderma-HQ698097
GBPEZ1759-13-Terfezia-leptoderma-HQ698087
GBPEZ2712-15-Terfezia-fanfani-HM056216
GBPEZ1751-13-Terfezia-leptoderma-HQ698095

GBPEZ2716-15-Terfezia-sp-HM056211

GBPEZ1745-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698101
GBPEZ1722-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698124
GBPEZ1723-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698123
GBPEZ1698-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698148
GBPEZ1726-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698120
GBPEZ1704-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698142
GBPEZ1703-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698143
GBPEZ1721-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698125
GBPEZ1725-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698121
GBPEZ1705-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698141
GBPEZ1724-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698122
GBPEZ1720-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698126
GBPEZ1717-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698129
GBPEZ1715-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698131
GBPEZ1716-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698130
GBPEZ1718-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698128
GBPEZ1719-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698127
GBPEZ1711-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698135
GBPEZ1707-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698139
GBPEZ1709-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698137
GBPEZ1708-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698138
GBPEZ1710-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698136
GBPEZ1706-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698140
GBPEZ1741-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698105
GBPEZ1736-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698110
GBPEZ1738-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698108
GBPEZ1739-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698107
GBPEZ1737-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698109
GBPEZ1713-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698133
GBPEZ2715-15-Terfezia-sp-HM056210

GBPEZ1740-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698106
GBPEZ1728-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698118
GBPEZ1729-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698117
GBPEZ1702-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698144
GBPEZ2714-15-Terfezia-sp-DQ386140

GBPEZ1742-13-Terfezia-aff-olbiensis-HQ698104



Annexe 04: Résultat de Assemble Species by Automatic Partitioning-ASAP

Partition 1
Score:one

Proba: 6.526946e-01
nb groups : 9 (7)

Group[ 1 ] n: 2 ;id:
GBPEZ1209-13|Terfezia
GBPEZ2709-15|Terfezia

Group[ 2 ] n: 24 ;id:
GBPEZ1697-13|Terfezia
GBPEZ2711-15|Terfezia
GBPEZ1727-13|Terfezia
GBPEZ1714-13|Terfezia
GBPEZ341-13|Terfezia
GBPEZ1733-13|Terfezia
GBPEZ1699-13|Terfezia
GBPEZ1744-13|Terfezia
GBPEZ2713-15|Terfezia
GBPEZ340-13| Terfezia
GBPEZ1701-13|Terfezia
GBPEZ1700-13|Terfezia
GBPEZ1749-13|Terfezia
GBPEZ1750-13|Terfezia
GBPEZ1751-13|Terfezia
GBPEZ1752-13|Terfezia
GBPEZ1754-13|Terfezia
GBPEZ1756-13|Terfezia
GBPEZ1758-13|Terfezia
GBPEZ1759-13|Terfezia
GBPEZ1753-13|Terfezia
GBPEZ1755-13|Terfezia
GBPEZ2712-15|Terfezia
GBPEZ1757-13|Terfezia

Group [3] n: 36; id:

GBPEZ1702-13|Terfezia
GBPEZ1729-13|Terfezia
GBPEZ2714-15|Terfezia
GBPEZ1742-13|Terfezia
GBPEZ1728-13|Terfezia
GBPEZ1737-13|Terfezia
GBPEZ1740-13|Terfezia
GBPEZ1713-13|Terfezia
GBPEZ2715-15|Terfezia
GBPEZ1715-13|Terfezia
GBPEZ1716-13|Terfezia
GBPEZ1719-13|Terfezia
GBPEZ1717-13|Terfezia
GBPEZ1718-13|Terfezia
GBPEZ1738-13|Terfezia
GBPEZ1739-13|Terfezia
GBPEZ1741-13|Terfezia
GBPEZ1736-13|Terfezia
GBPEZ1704-13|Terfezia
GBPEZ1726-13|Terfezia
GBPEZ1698-13|Terfezia
GBPEZ1722-13|Terfezia
GBPEZ1723-13|Terfezia

boudieri FN395016
boudieri AF092097

aff.olbiensis HQ698149
fanfani HM056215
aff.olbiensis HQ698119
aff.olbiensis HQ698132
trappei AF276676
aff.olbiensis HQ698113
aff.olbiensis HQ698147
aff.olbiensis HQ698102
olbiensis HM056224
trappeil AF276677
aff.olbiensis HQ698145
aff.olbiensis HQ698146
leptoderma HQ698097
leptoderma HQ698096
leptoderma HQ698095
leptoderma HQ698094
leptoderma HQ698092
leptoderma HQ698090
leptoderma HQ698088
leptoderma HQ698087
leptoderma HQ698093
leptoderma HQ698091
fanfani HM056216
leptoderma HQ698089

HQ698144
HQ698117

aff.olbiensis
aff.olbiensis
sp.DQ386140

aff.
aff.
aff.
aff.
aff.

olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis

sp.HM056210

aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.

olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis

HQ698104
HQ698118
HQ698109
HQ698106
HQ698133

HQ698131
HQ698130
HQ698127
HQ698129
HQ698128
HQ698108
HQ698107
HQ698105
HQ698110
HQ698142
HQ698120
HQ698148
HQ698124
HQ698123
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GBPEZ1720-13|Terfezia
GBPEZ1705-13|Terfezia
GBPEZ1724-13|Terfezia
GBPEZ1703-13|Terfezia
GBPEZ1725-13|Terfezia
GBPEZ1721-13|Terfezia
GBPEZ1745-13 | Terfezia
GBPEZ1708-13|Terfezia
GBPEZ1709-13|Terfezia
GBPEZ1711-13|Terfezia
GBPEZ1710-13|Terfezia
GBPEZ1706-13|Terfezia
GBPEZ1707-13|Terfezia

Group[ 4 ] n: 1 ;id:
GBPEZ2716-15|Terfezia

Group[ 5 ] n: 7 ;id:

GBPEZ1712-13|Terfezia
GBPEZ1731-13|Terfezia
GBPEZ1743-13|Terfezia
GBPEZ1730-13|Terfezia
GBPEZ1732-13|Terfezia
GBPEZ1734-13|Terfezia
GBPEZ1735-13|Terfezia

Group[ 6 ] n: 3 ;id:

GBPEZ1746-13|Terfezia
GBPEZ1747-13|Terfezia
GBPEZ1748-13|Terfezia

Group[ 7 ] n: 16 ;id:
GBPEZ1760-13|Terfezia
GBPEZ1761-13|Terfezia
GBPEZ1766-13|Terfezia
GBPEZ1768-13|Terfezia
GBPEZ1770-13|Terfezia
GBPEZ1771-13|Terfezia
GBPEZ1764-13|Terfezia
GBPEZ1773-13|Terfezia
GBPEZ1774-13|Terfezia
GBPEZ2710-15|Terfezia
GBPEZ1765-13|Terfezia
GBPEZ1762-13|Terfezia
GBPEZ1767-13|Terfezia
GBPEZ1769-13|Terfezia
GBPEZ1763-13|Terfezia
GBPEZ1776-13|Terfezia

Group[ 8 ] n: 2 ;id:
GBPEZ1772-13|Terfezia
GBPEZ1775-13|Terfezia

Group[ 9 ] n: 5 ;id:

GBPEZ1777-13|Terfezia
GBPEZ1778-13|Terfezia
GBPEZ1780-13|Terfezia
GBPEZ1781-13|Terfezia
GBPEZ1779-13|Terfezia

aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.

sp.

aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.

olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis

HM056211

olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis
olbiensis

HQ698126
HQ698141
HQ698122
HQ698143
HQ698121
HQ698125
HQ698101
HQ698138
HQ698137
HQ698135
HQ698136
HQ698140
HQ698139

HQ698134
HQ698115
HQ698103
HQ698116
HQ698114
HQ698112
HQ698111

alsheikhii HQ698100
alsheikhii HQ698099
alsheikhii HQ698098

claveryi
claveryi
claveryi
claveryi
claveryi
claveryi
claveryi
claveryi
claveryi
claveryi
claveryi
claveryi
claveryi
claveryi
claveryi
claveryi

claveryi
claveryi

arenaria
arenaria
arenaria
arenaria
arenaria

HQ698086
HQ698085
HQ698080
HQ698078
HQ698076
HQ698075
HQ698082
HQ698073
HQ698072
GQ888690
HQ698081
HQ698084
HQ698079
HQ698077
HQ698083
HQ698070

HQ698074
HQ698071

HQ698069
HQ698068
HQ698066
HQ698065
HQ698067
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Annexe 05 : L’arbre de la délimitation par la méthode mPTP.

00098319

[ GBPEZ2TOA- |3 Terfieria- bouieri- AFO92097

e GBPEZ1209- 13- Terfezis-boudicr FN395016
GBPEZI 777-13- Terfezia-arenaria- HQGY3069

GBPEZITH0- 13- Terferis-srenaria- HQG93066

| GBPEZI 778- 13- Terfezia-arenaria- HQGY3063
(GBPEZI 779 13- Terforiz-arenaris-HOG98067
'GBPEZITSI- 13- Terfezu-arenara- HQG98063

_# GBPEZITTS-13-Terferia-claveryi-HQS98071
(GBPEZIT72-13 - Terfezia-claveryt HQES3074

GBPEZI767-13-Terfezia-claveryi-HQG8070

(GPEZIT6.13 Terferi-avey HQUO8083
(e GBPEZIT60-13Tereiscvery QU980
(GBPEZ176.13 Teferi-avey HQU98080
(GBPEZIT6S.13-TafincereryiHOU98081
(GPEZITI6 13 Teferiveyt HQUAB0TD
(GBPEZ176.13-Terfeincaveyi HQUOAOTT
|GPEZI76213 Tefericvey HQU08084
(GBPEZ1761-13 Tefei-aveyi HQUOA085
(GPEZIT64-13-TererisaveyHQU08082
(GBPEZI7H0.13 Teferi-haveyi HQUAA0TS
(GBPEZ2TI015-Tereis-cvery G389
| GBPEZIT6613-Tereris cveryi QUORATH
(GBPELITT3.13-Terfeis-caveryHQUOROTS
(GBPELITIAI3 Terei cveyi HQUAR0T2
(GBPEZIT-13-Terei-caveyHQUOROTS
[ GBPELITA T QORI

|GBI’F1! 301 3-Terfezis-aff-olbinsi-HOG% | 16
GBPEZIT32-13-Terfema-aff-olbiensis- G981 14

GBPEZITI Tl hinsis HORHLLS
GBPEZIT35-13-Terfema-aff-olbsensis-HQS981 11

_|camuu.u.rmmwowm n

(GBPEZIT12-13-Terferin-aff olbiensis-HG981 34

e GBPEZIT43.15 TerenafTlinsis Q63103
GBPELITILI3 Terrsafalbesis BQS155

i (GRPEZITINI3 Tafraaff-olbicsis HO9E1 45
GBPELITALI3 Tereinffalensis Q102
(GBPEZIG98.13 Tk s Q14T
(GBPELYTIL IS Trainsis HMISE224

[T Re—
GBPELMII3 Tk e AFZTT6
(GAPERYTI1I5 T HNSG2IS
GBPEZIG9711 Tz fEclbinss KOS 148
GRPEEITY-I3TefzisfLaiass HOGB8119
(GBPEEI?| 413 Tereioaff sl QU132

1 E (GBPEZI 43-13-Terferia-alshelkhii-HQG98098
GBPEZI747-13-Terfezia-alsheikha HQES8099

GBPEZIT313-Terfema-aff-olbuenss-HOG981 13

GBPELI41-13-Terferia-aff-olbiessis- HQS58105

GBPEZIT36-13-Terfezia-aff-olhiensis- HQG%8 110

GBPEZI738-13-Terferiz-aff-albiensis- 63108

GBPEZITH-13-Terfezia-aff-olbienss-HOG98 107

|GBPEZI737-13-Terfexia-aff-albicnsis-HOG% 19

p== GBPEZ713-13-Terferia-aff-olbicasis- HQ698 133

= GBPEZ2715-1 - Terfezia-sp-HMO36210

| GBPEZI740-13-Terfezia-aff-olbienss-HO)G98 106

|GBPEZI728-13-Terfexia-aff-albicnsis-HOG% | 13
GBPEZIT29-13-Terfezia-aff-olbiensis- HQE%8 117
GBPEZIT02-13-Terferz-aff-albiensis-HO6%8 144
GBPEZ2714-15-Terfezia-sp-DO386140
GBPEZ1742-13-Terferis-aff-olbiensis-HQE93 104

GBPEZI T06-13-Terferia-aff-albiensis- HOS9%140

GBPEZITST-13 Tz kpoderme HOGO8Y
r GBPEZ173%6-13-Terfezia-leptoderma- HQ638090
(GBPEZITS413-Tafri kpodenma HQU080)
(GRPEZI752-13-Terfeza-leptoderma- HQO%8094.
(GBPEZI7513- Tafri kptodenma HQU08093
(GBPEZI730-13- Terfezia-leptoderma HQA95096
(GBPEZITS-13-Tafri kptodenma HQU08091.
(GBPEZI738-13- Terferia-leptoderma HQA93088
(GBPEZI749-13-Terferia-leptoderma- H()G9809T
GBPEZI739-13- Terfezia-eptoderma HQG98087
(GBPEZ2712-15-Terfezia-fanfani- HMOS6216
GBPEZIT3 1-13- Terfezia-leptoderma- HQB95093
GBPEZ2716-15-Terferia-sp- HMO36211
GBPEZI743-13- Terfezia-aff-albicnsis-HQG98 101
GBPEZ1722-13-Terfezia-aff-olhiensis-HQG%8 124
GBPEZIT23-13-Terfezn-aff-olbsensis HOE98123
GBPEZI 698 13- Terfezia-aff-olbienss-HQ698 148
(GBPEZI 213 Tz afFobinsis HQW120
GBPEZI TOM- |3 Terfezia-aff-albiensis-HQ698142
GBPEEITIR-13 TerferieafFobiensis HOWB143
GBPEZIT21-13-Terferia-aff-albiensis- HQS98125
GBPEZITIS-13 TerferieafFobiensis HORB121
GBPEZITO5-13-Terfezia-aff-albiensis-HOG98 141
GBPELITM-13 Tarrinaalbinsi HORB122
GBPEZITIN-13-Terfema-aff olbiensis-HG981 26
L GBPEZITIT-13 TerferieafFobiensis HORB120
GBPEZITIS-13-Terfema-aff olbsensis-HOG98131
GBPEZI716-13 Terfrzaff-albices’s Q8130
GBPEZ1718-13-Terfizia-aff-olhiensis-HQ6% 128
GBPEZI718-13-Terfera-aff.olbéensis-HOG98127
GBPEZI711-13- Terfezia-aff albiensis-HQG698 135
iBPEZITIT-13-Terfemia-aff-olbéensis-HQG9E130
p== GBPEZ|705-13-Terfera-aff-olbsensis-H(§98137
BPEZITIR-13-Te lbsensis-HQS981 38
GBPEZITI0-13-Terfera-aff-olbiens s-H6981 36
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Résumé

Le code-barres moléculaire est un outil d'identification et de classification des especes
inconnues ou d'identification d'un échantillon par rapport a la base de données. Cette étude a porté
sur la classification moléculaire de Terfez et la construction de l'arbre phylogenétique des
séquences du genre Terfezia a travers plusieurs étapes, les séquences téléchargees des bases de
données ont éte alignées en utilisant I'algorithme MUSCLE trouvé dans le logiciel MEGA 11, et
notre arbre phylogénétique a été construit a travers la plateforme NG-phylogeny par la méthode du
maximum de vraisemblance (ML). Les sequences sont réparties dans l'arbre phylogénétique en
neuf clades principaux, et cette classification a été confirmée par les deux méthodes de
délimitation des espéces (MPTP et ASAP).

Motes clés : Code-barre ADN, arbre phylogénétique, Terfezia, ITS, MEGA, ASAP, mPTP.

ﬁbstrat \

The molecular barcode is a tool for identification and classification of unknown species or

for identification of a sample against the database. This study focused on the molecular
classification of Terfez and the construction of the phylogenetic tree of the sequences of the genus
Terfezia through several steps, the sequences downloaded from the databases were aligned using
the MUSCLE algorithm found in MEGA 11 software, and our phylogenetic tree was constructed
through the NG-phylogeny platform by the maximum likelihood (ML) method. The sequences are
partitioned in the phylogenetic tree into nine main clades, and this classification was confirmed by
the two species delimitation methods (mPTP and ASAP).

\jwords: DNA barcode, phylogenetic tree, Terfezia, ITS, MEGA, ASAP, mPTP. /
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