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Introduction

Introduction

Les champignons jouent un réle essentiel dans notre environnement en tant que
décomposeurs, symbiotes et agents pathogénes. Comprendre leur diversité et leur
fonctionnement moléculaire est essentiel pour de nombreuses applications, allant de
I’agriculture a la pharmacologie (Hussenet, 2017). Ces dernieres décennies, les outils bio-
informatiques ont révolutionné le domaine de la caractérisation moléculaire des organismes, en

permettant une analyse approfondie des données genomiques et protéomiques.

Le genre Saccharomyces est composé de levures, dont certaines sont largement utilisées
dans I’industrie alimentaire et de la biotechnologie, notamment Saccharomyces cerevisiae, une
espece clé pour la production de levure de boulangerie et pour la fermentation dans I’industrie
brassicole et vinicole. Malgré I’importance économique de ces levures, leur diversité génétique
et leur potentiel biotechnologique restent encore mal compris. Ainsi, la problématique de cette
étude est de caractériser moléculairement les différentes espéces et souches de Saccharomyces

en utilisant des outils bio-informatiques, afin de mieux comprendre leur diversiteé.
Les objectifs spécifiques de cette étude sont les suivants :

1. Réaliser une analyse phylogénétique des especes de Saccharomyces, en utilisant de
données génomiques disponibles dans les bases de données publiques, pour reconstruire

les relations évolutives entre les différentes especes.

2. ldentifier les génes spécifiques des différentes espéces de Saccharomyces, en comparant
les génomes et en utilisant des approches de génomique comparative.

3. L'utilisation de diverses approches de délimitation des espéces permet d'établir des
frontieres claires entre les especes existantes et de mettre en évidence de potentielles

nouvelles especes putatives.

Nous formulons les hypothéses de travail suivantes pour cette étude : Les différentes

especes de Saccharomyces présenteront des variations significatives au niveau de leur génome.

Pour atteindre nos objectifs, nous utiliserons une approche bio-informatique intégrée.
Nous recueillerons les données génomiques des différentes especes de Saccharomyces a partir
des bases de données publiques, en mettant I’accent sur les séquences de génomes. Nous
effectuerons une analyse phylogénétique en utilisant des méthodes d’alignement multiple et
d’inférence phylogénétique pour reconstruire les relations évolutives entre les différentes

especes.
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Chapitre 1 Généralité sur les Saccharomyces

1. Levure de Saccharomyces
Le nom de Saccharomyces désigne, champignon « myces » qui se nourrit du sucre
saccharose « saccharo ». C’est un terme utilisé pour désigner le petit champignon
microscopique qui compose les différentes sortes de levures qu’on utilise pour la fermentation
(Larpent et Gourgaud, 1985).

Figure 1 : Saccharomyces en microscopie DIC sous microscope optique Olympus
BX61(Masur, 2010).

La cellule du champignon est minuscule, microscopique, ovale ou sphérique, souvent
présentes sous forme de cellules isolées chaque cellule est délimitée par une paroi cellulaire
composée de chitine. Dans le cytoplasme il y a des mitochondries, des ribosomes, un noyau
vacuole etc. La paroi cellulaire étant perméable, les substances alimentaires se diffusent
facilement dans la cellule. De méme les déchets sont éliminés de la cellule par diffusion. Le
protoplasme contient deux types d’enzymes, a savoir I’invertase extracellulaire qui sort de la
cellule et hydrolyse le sucre de canne en dextrose. La zymase intracellulaire qui reste dans la
cellule. 11 agit sur le sucre et le convertit en alcool et en dioxyde de carbone. La levure est le
premier organisme eucaryote dont le génome (environ 6000 genes) a été completement
séquenceé (Gofieau et al, 1996).

Cell membrana Mhachondrion

Coll wan

Sloraga granules Eyloplasm

Nuclaas pore
Nucloar momprane

Nusisus
Mitoehondrion
Vacuolar granle

vacuole

Slorage granuta

Tonoptasl

Figure 2 : Structure de la cellule Saccharomyces sous microscope électronique.
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Les cellules sont des micro-organismes unicellulaires, classé comme étant anaérobie

facultatif (Visser et al, 1990) avec une préférence pour le mode fermentatif (Barnett, 2003).
Classifications de I’espéce (Barnett, 1992) :

- Régne : Fungi.

- Embranchement : Ascomycota.

- Sous- Embranchement : Saccharomycotina.
- Classe : Saccharomycetes.

- Ordre : Saccharomycetales.

- Famille : Saccharomycetaceae.

- Genre : Saccharomyces.

2. Diversité du genre Saccharomyces
Parmi les alternatives possibles, les probiotiques (levures) sont utilisés pour soutenir la
santé et les performances des animaux et les levures ont été largement utilisées pour améliorer

la santé intestinale tant chez I’homme que chez 1’animal (Geraldine et Gebreyohannes, 2014).

La diversité des especes du genre Saccharomyces est trés importante et la derniére
classification (Kurtzman et al, 2011) a défini trois groupes dont celui regroupant toutes les
souches de Saccharomyces cerevisiae, qui est donc considérée comme 1’espéce fermentaire. Le
genre Saccharomyces est également largement étudié en recherche biomédicale pour étudier la
biologie cellulaire et la génétique, en raison de leur morphologie unicellulaire et de leur génome
relativement simple. De nombreuses études ont analysé son évolution et sa dispersion
géographique a travers le monde afin de mieux comprendre cette espéce. Elle est généralement
associee aux boissons alcooliques (vin, biere), au pain ou encore a des souches utilisées pour la
recherche (Borlin, 2015).

3. Importance en nutrition et santé

Les espéces de Saccharomyces sont d'importance économique, notamment S. cerevisiae,
utilisee depuis des siécles dans la production de biére, de vin et de pain. S. boulardii est utilisée
comme probiotique pour traiter certaines infections gastro-intestinales. Dans le secteur
alimentaire, il s’agit de la production des levures et ferments pour la production du pain, des
fromages et des boissons alcoolisées, mais aussi des ardmes, de certains acides et de (Zaid et
al, 2020). Avec I'évolution des biotechnologies. Dans le domaine pharmaceutique et médical,
elle est utilisée pour la production de vaccins, de probiotiques ou de protéines comme I’insuline
(Celton, 2011).
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Les levures deviennent des agents biologiques importants pour les biotransformations
(éthanol, glycérol, acide ascorbique, lactique...). Le genre Saccharomyces est utilisé pour la
fabrication de la biére depuis plus de 3000 ans, mais ce n’est qu’entre 1857 et 1863 que Louis

Pasteur démontre son rdle dans la fermentation alcoolique (Hussenet, 2017).

4. Barcode chez les champignons

Le barcode chez les champignons consiste a utiliser une région d’ADN spécifique,
géneralement la région ITS (Internal Transcribed Spacer), pour identifier de maniére fiable et
rapide les especes de champignons. Le gene ITS (Internal Transcribed Spacer) est une région
non codante de I’ADN génomique des eucaryotes située entre les genes codant pour I’ARNr
26S et 18S. Elle est composée de deux partie : I'ITS1, I'TTS2 et séparées par le gene ribosomal
5.8S (Voir figure ci-dessous). Il est utilisé en phylogénie des eucaryotes et en barcoding
moléculaire des champignons pour mettre en évidence une différence génétique entre deux

espéces (Sumida et al, 2004).

St 7 2 5
—{ 700 - 900 b T
1Ts1 P P

trnl —mM8 trnF

Intron

—] ~450 bp |—
runC rnk

Figure 3 : Structure d'ITS.

La région ITS est maintenant largement utilisée comme « code-barre » génétique pour
caractériser la diversité des champignons (Nguyen et Seifert, 2008). L’utilisation du barcode
chez les champignons peut également étre appliquée a des domaines de recherche tels que
I’écologie, la biogéographie et la phylogénie des champignons. Il permet de comprendre la
distribution géographique des especes, leurs relations évolutives et leurs interactions avec

d’autres espéces au sein de 1’écosystéme (Schoch et al, 2014).

Le barcode permet également de détecter les espéces de champignons qui peuvent
présenter une menace pour la santé publique ou pour I’environnement, telles que les
champignons toxiques ou les agents pathogénes des plantes. Cette méthode peut aider a prévenir
la propagation des maladies des plantes et des animaux, et a protéger I’environnement contre

les espéces invasives (Nilsson et al, 2014).
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En somme, I’utilisation du barcode chez les champignons est un outil précieux qui
contribue a une meilleure compréhension de la diversité fongique, a I’identification des especes

et a la protection de la santé publique et de I’environnement (Xu et al, 2014).
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Chapitre 2 Etude phylogénétique

1. Définition de la phylogénie

Le terme phylogénie ou phylogenese provient du grec phalon qui signifie « tribu, famille,
clan, espéce » et génesis « création, origine ». Le terme de « phylogénie » a été inventé en 1866
par le biologiste allemand Ernst Haeckel pour désigner cette relation de filiation qui unit les

étres vivants (Heackel, 1860).

En biologie, la phylogénie consiste ainsi en I'étude de I'évolution des relations entre des
groupes d'organismes (par exemple, des espéces, des populations), et de ce qui est découvert
par le biais des données de séquencage moléculaire et morphologique des matrices de données
(site web1l).

2. Phylogénie moléculaire

La phylogénie moléculaire permet d’étudier les especes végetales, animales et
microbiennes, sur les deux plans phénotypique et génotypique, afin de les classer en fonction
de leurs ressemblances et en fonction de leurs structures géniques (liens de parenté). La
phylogénie étudie, en fait, les relations de parenté entre les individus et représente sous forme
d’arbre le résultat de ces relations (Luchetta et al, 2005).

Donc face a ce tas de données, il y aura besoin d’outils adéquats pour pouvoir traiter
toutes ces informations et tirer un meilleur profit. La manipulation correcte des données initiales
va permettre d’aboutir a des interprétations et des concluions pertinentes : Grace aux résultats
de la phylogénie, le chercheur peut tirer des hypotheses sur les liens génétiques des especes, les
états ancestraux des caracteres étudiés, la divergence ou la convergence des caractéeres. Il existe
aujourd’hui une large gamme de marqueurs moléculaires qui peuvent étre utilisés pour

accomplir ce type de recherche. (Patwardhan et al, 2014).

3. Arbre phylogénétique

L'arbre phylogénétique présente les relations de parenté entre organismes vivants. Un
arbre phylogénétique est une forme de classification des espéces. Cette classification traduit les
relations de descendance des especes avec modification de leurs caracteres. Les caracteres sont
transmis d’une génération a I’autre a travers les mécanismes d’hérédité. Il montre qui est proche

de qui, et non pas qui descend de qui (site web 2).
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Un arbre est composé de quatre éléments principaux (Deriham, 2017).
- Laracine : désignant I’ancétre commun des especes représentées dans ’arbre.

- Les neeuds externes : ou feuilles, qui représentent les unités taxonomiques (les espéces)

dont les informations ont été utilisées lors de la construction de 1’arbre.
- Les neeuds internes : représentant des ancétres hypothétiques.

- Les branches : qui montrent les relations de descendances entre les nceuds de 1’arbre.

Racine

‘ Neuds internes

Nauds externes
ou feuilles

- Branches

Figure 4 : Exemple d'un arbre phylogénétique

4. Différents arbres phylogénétiques

4.1. Arbre non enraciné
Un arbre non enraciné, il existe un seul et unique chemin menant d'un sommet a un autre.
Les arrétes représentent les liens de parenté entre les especes. Dans un tel arbre, nous ne

pouvons pas définir la relation entre un ancétre et ses descendants (Rawlings, 2002).

4.2. Arbre enracine
Un arbre enraciné comprend une racine qui represente 1’ancétre commun de toutes les
espéces représentées. Lorsque I’ancétre commun est identifié. 1l est orienté dans le sens du
temps d’évolution des especes et présente une relation de descendances entre les nceuds.
Souvent, il est impossible d’identifier I’origine de diversification des espéces. Il est impossible
de retrouver la racine d’un arbre phylogénétique sans faire 1’hypothése de I’horloge
moléculaire. Cette hypothese suppose que les événements mutationnels se produisent a cadence

réguliére au cours du temps. Elle est peu réaliste en biologie, d’ou I’intérét accordé aux arbres

7



Chapitre 2 Etude phylogénétique

non enracinés. Les notions de temps et d’ancétres se perdent avec ce type d’arbre. Il est souvent

utilisé pour la classification des especes (Rawlings, 2002).

La figure ci-dessous présente les deux types d’arbres pour quatre especes a, b, c, d. Les
figures (b) et (c) montrent la différence dans 1’évolution entrainée par un changement de la
position de la racine. Sur la figure (b) le sous arbre X regroupe les espéces a et b tandis que sur

la figure (), le sous arbre X est composé des espéces b, ¢ et d.

racine racine
a c
X Y X Y X
Y
b d 2 Be @& 3 D ¢ @
(a) (b) (c)

Figure 5: Différents arbre phylogénétique : (a) arbre non enraciné, (b) et (c) arbre enracines.

5. Construction d’arbres phylogénétiques

La construction d'un arbre phylogénétique débute par ce que I’on appelle « alignement »
qui consiste a mettre en correspondance les sites des séquences des especes de maniere a
pouvoir les comparer les unes aux autres. Les séquences utilisées pour la reconstruction peuvent
étre de I'ADN ou de I’ARN. Les méthodes d’inférence phylogénétique présentées sont exposées
en details dans (Swofford, 1996).

Il existe quatre grandes approches pour inférer des arbres phylogénétiques :

L’approche de distances, le maximum de parcimonie, le maximum de vraisemblance et

I'approche bayésienne (Felsenstein, 2004).
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Chapitre 3 Méthodes de délimitation

1. Délimitation

Les méthodes bio-informatiques de délimitation des espéces sont des méthodes
analytiques qui permettent de séparer les séquences génétiques en groupes, qui sont
biologiquement distincts, afin de delimiter des espéces. Ces méthodes sont de plus en plus
utilisées pour I'identification des especes, I'élucidation de leurs relations évolutives et I'étude de
leur biologie.

Les méthodes de code a barres sont 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 quatre (4) méthodes : mPTP, bPTP, ABGD et ASAP.

1.1. mPTP (multi-rate Poisson Tree Processes)
Est une méthode améliorée qui atténué les lacunes théoriques et techniques du PTP. I
integre différents niveaux de diversité génétique intraspécifique provenant de différences dans
I’histoire évolutive ou I’échantillonnage de chaque espece (Kapli et al, 2017).

Tree upload and cutgroup specification

Newick file upload

Figure 6: mPTP.
1.2. bPTP (Bayesian Poisson Tree Process)

bPTP est une implémentation bayésienne du modele PTP pour la délimitation des espéces.

Figure 8 : bPTP.
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1.3. ASAP (Assemble Species by Automatic Partitioning)
Méthode pour construire des partitions d'especes a partir d'alignements de séquences de

locus uniques (c'est-a-dire des ensembles de données de codes a barres) ASAP est la mise en
ceuvre d'un algorithme de clustering hiérarchique qui n'utilise que des distances génétiques par

paires, évitant ainsi la charge de calcul de la reconstruction phylogénétique (Puillandre et al,
2021).

ASAP web

Assemble Species by Automatic Partitioning

Figure 7: ASAP.

1.4. ABGD (Automatic Barcoding Gap Discovery).

La méthode ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery) est un exemple de mise en
ceuvre largement utilisée de la délimitation phylogénétique des espéces. Le but du programme

ABGD (Coissac et al, 2012) est d'identifier les seuils d'écart des codes-barres dans un processus

automatisé.
' AscD

abgd web

**SAFARI USERS"* : we are experiencing some problems . Please use Chrome or Firefox

tanees and Kimura 2-P are available, but Tamura-Nei will be added very soon (please use an inpu

ive gap width. For more details, please refer to the ABGD manuseript.

of Prior Intraspecific divergence from Pmin to Pmax, with P Steps. The X value is a proxy for the

‘mat from phylip dnadist or MEGA)

ALIGNED fasta file or a distan

@® MEGA O MEGA CSV/

Figure 8 : ABGD.
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1. Origine des séquences

La méthode de téléchargement et de curation des séquences de génes ITS a partir de la
base de données GenBank est importante pour I’¢tude et 1’analyse du genre Saccharomyces.
Elle commence par une recherche dans la base de données pour identifier les sequences d’ITS
correspondant au genre Saccharomyces. Les sequences sont téléchargées et soumises a une
analyse de qualité pour éliminer les séquences de mauvaise qualité ou les doublons. Les
séquences sont ensuite alignées pour identifier les régions conservées et les régions variables
d’ITS. Finalement, les sequences alignées peuvent étre utilisées pour construire des arbres
phylogénétiques afin d’étudier les relations évolutives entre les différentes espéces de

Saccharomyces.

Notre analyse a débuter par une recherche de « Saccharomyces » dans la banque de

données publiques Genbank.

1.1. GenBank
Banque de données publiqgue complete de séquences nucléotides et d'annotations
bibliographiques et biologiques. Il est construit et distribuée par le National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Benson et al, 2018).

E=  An official website of the United States government Here's how you know v

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

GenBank Nucleotide ~ @
GenBank « Submit Genomes WGS « Metagenomes TPA « TSA - INSDC = Documentation QOther

Figure 9: Bangues de données publiques GenBank.

Nous avons obtenu a partir de recherche, des séquences combinés avec différents

marqueurs. (Voir figure ci-dessous).

E=  An official website of the United States government Here's how you know

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nucleotide saccharomyces  search |

Create alert  Advance d Help
Summary ~ 20 per page~ Sort by Default order + Sendto:~  Filters: Manage Filters

Results by taxon

Top Organisms [Iree]
acel

TAXONOMY Was this helpful? ol .
Saccharomyces
Saccharomyces is a genus of budding yeast in the family Saccharomycetaceae. All other taxa (167704)

P
omic DNA/RNA (1,219,948) More...
Taxonomy 1D: 4930

Taxonomy browser Genomes Find related data

Datab;

Source databases atabase: | Seles

INSDC (GenBank) (1,222,968)

RefSeq (142,725)

Cust e

equence Type Items: 1 to 20 of 1374620

e o Search details =

v Nucleotide (1.374.620) Page [1_| of 66731 MNext- | Last== Saccharomyces[organisn] o8

Genetic @ Filters activated: Nucleotide. Clear all saccharamyces[ALl Ficlds]) AND

partment: _nuccore[filter
Chioroplast (2 ) Kazachstania sauigeensis genome assembly. contig: scaffold_01, whole genome shotgun

Figure 10 : Une recherche de « Saccharomyces » dans GenBank.
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Nous avons par la suite choisi une sequence S. cerevisiae avec marqueur ITS dont le
numéro d’accession est comme suit : MWO057253.1 (annexel), pour la blaster dans la
plateforme BLAST, puis on a saisi le genre Saccharomyces dans la case ADD organism et
sélectionner le nombre maximum de seéquences alignées 5000 dans la case Max target

sequences et appuyer sur la touche BLAST.

m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BLAST @ » blastn suite Home Recent Results Saved Strategies Help

m blastp blastx tblastn tblastx

Standard Nucleotide BLAST

BLASTN prog search i using a ide query. more... Reset page

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ cCear ¢ Query subrange @

ATACTGAGCGTATTGGAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCCTCTAGGCGAA
CAATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAAATCAG From [ ]
GTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

v To

Or, upload file Choisir un fichier | Aucun fichier choisi @

Job Title [ MW057253 1 S cerevisiae |
Enter a descriptive title for your BLAST search (2]
[ Align two or more sequences @

Choose Search Set

Database @) Standard databases (nretc ) O rRNAITS databases () Genomic + transcript databases () Betacoronavirus

Try experimental taxonomic nt databases

For more info see What are taxonomic nt databases?

 vew @) Experimental databases

[ Nucleotide collection (nr/nt) v @

Organism

G2 | Saccharomyces (laxid:4930) = U:\ exclude (“Add organism

Figure 11: BLAST.

& Feedback

== Algorithm parameters

[ Restore default search parameters |

General Parameters
Max target J
sequences +[ 5000 v

Select the maximum number of aligned sequences to display 2]

Short queries Automatically adjust parameters for short inpul sequences @
Expect threshold (7]

Word size e
Max matches in a D (7]

query range

Scoring Parameters

Match/Mismatch e

Scores
SspCosts  [lew v 10
Filters and Masking
Filter Low complexity regions @
O Species-specific repeats for:|_Homo sapiens (Human) v 1@
Mask Mask for lookup table only @

|| mask lower case letters @

ﬁ Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

Show results in a new window
Figure 12: BLAST suite.
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Parmi les 5000 séquences alignées nous avons obtenus 3500 séquences combinés.

BLAST ® » blastn suite » results for RID-73ZG35SM6013

< Edit Search Save Search Search Summary v

I 0 Your search is limited to records that includg: Saccharomyces (taxid:4930)

Home

© How to read this report? @ BLAST Help Videos

Recent Results

Saved Strategies

Help

“DBack to Traditional Results Page

Job Title MW057253.1 § cerevisiae’ Filter Results
RID 737G3SMB013  Search expires on 05-28 20:56 pm Download All v -
i only top 20 will appear exclude
Program BLASTN@  Citation v Organism_anics o L
Type common name, binomial, taxid or group name
Database nt  See details v ‘ w group |
=+ Add organism

Query ID Icl|Query_96535
Description MW057253.1 S cerevisiae Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna | ‘ fo | | ‘ i | | ‘ ‘ B ‘
Query Length 843
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy ‘/

x

Qo

@

Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ¥ Show | 5000V | @ E
select all 3500 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer o
qeq - Max Total Query E Per
u Descr_lplmn Scientiic Nama Score  Score  Cover wvalue  Ident AEC_LQ“ Accession | 3

Figure 13 : BLAST suite.

En se basant sur les valeurs de (Query coverage, E-Value et Percent Identity), nous

avons pu faire un curage manuel de ces 3500 séquences combinés. On a procedé a la

suppression des séquences identiques similaires, des séquences contenantes des bases ambigués

et des séquences complétes et enfin éliminer les doublons ce qui nous a permis de réduire le

nombre de séquences a 136 sequences.

Sequences producing significant alignments Download *~ Select columns ¥ Show | 5000 | @

FASTA (complete sequence)

o

select all

136 sequences selected

Description GenBank (complete sequ
bt Hit Table (text)
Saccharomyces cerevisiae strain 2019_SD56 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transc Hit Table (CSV)
Saccharomyces cerevisiae isolate YN2 185 rib | RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. ! Text
Descriptions Table (CSV)

Saccharomyces cerevisiae YJM1419 chromosome XIl sequence <L
Saccharomyces cerevisiae isolate A3 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spt ASN.1
Saccharomyces cersvisiae strain KSD-Yc chromosome 12 U
Saccharomyces cerevisiae strain P1 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.83 ri... Saccharomycesc..
Saccharomyces cerevisiae strain LL2013_040 MATalpha ho: kanMX4 ade2:.hphNT1 chromosome XI| Saccharomyces c..
Saccharomyces cerevisiae YJM451 chromosome XIl sequence Saccharomyces ¢
Saccharomyces cerevisiae YJM1388 chromosome Xll sequence Saccharomyces c
Saccharomyces ceravisiae YJM1387 chromosome Xl sequence Saccharomyces c..
Saccharomyces cerevisiae YJM1355 chromosome Xl sequence Saccharomyces c..
Saccharomyces cerevisiae strain Y12 chromosome XI| Saccharomyces c .
Saccharomyces ceravisiae S288C chromosome Xl Saccharomyces c..
Saccharomyces cersvisiae strain F chromosome X1 Saccharomyces c
Saccharomyces cersvisiae strain A chromosome XII Saccharomyces c .

Saccharomyces cersvisiae isolate YN3 185 ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88... Saccharomyces c..

: Saccharomyces cerevisiae strain X68-2 185 ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.8... Saccharomyces c..

Figure 14 : BLAST suite.

FASTA (aligned sequeTices)

ence)

1544
1544
1544
1544
1544
1544
1544
1544
1544
1544
1544
1543

Distance tree of reg

ulis

MSA Viewer

Total

Score
-

1557
1550
2026405
1544
10709
1544
26827
1.159e+05
1591205
19168405
19772205
7682
6174
3089
3089
1544
1543

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

100.00%
99.88%
99.76%
99.76%
99.76%
99.76%
99.76%
99.76%
99.76%
99.76%
99.76%
99.76%
99.76%
99.76%
99.76%
99.76%
99.76%

Acc. Len)
-

843
342
2886794
341
1068606
241
1141845
1673802
1929697
2124835
2249648
1098723
1042676
1019143
1024519
241
341

»
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Cet ensemble de données vont nous permettre de les télécharger sous format FASTA,
pour notre analyse phylogénétique visant a mieux comprendre la diversité et la taxonomie du

genre Saccharomyces.

4

Fichier Edition Format Affichage Aide
>KY1@5144 .1 Saccharomyces cf. cerevisiae/paradoxus culture (CBS:6751 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal Rk A
GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT CATTAAAGAAATTTAATAATTTTGATATTGGATTTTTTTGTTTT

GGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTC

TTGCTAGGCTTGCAAATTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGACTTCTCTGTTTTTGT TATAGGACAAT TAAAACCGT

TTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATACTTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCTTCGAGCAATCGAGCCCAGAGGTAACA

AACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAAT TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAATAATTAA

AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGLGATACGTAATGTGAATTGLAGAA

TTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCC

TTCTCAAACATTCTGTT TGGTAGTGAGTGATACTCTCTGGAGTTAACT TGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTT

TTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGG TATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGT TTTACCAACTGCGGCTAATC

TTTTTTGTACTGAGCGTATTGAAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCCTTAAMGTTGACCTCA

AATCAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA

>KY1@5171.1 Saccharomyces cf. cerevisiae/paradoxus culture (CBS:2834 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RN
TGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAAT TTAATAATTTTGATATTGGATTTTTTTGTTT

TGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGT

CTTGCTAGGCTTGCAAATTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGACTTCTCTGTTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCG

TTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATACT TTTGCAACTTTTTCTTTGGGCTTCGAGCAATCGAGCCCAGAGGTAAC

AAACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTT TTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTT TAAAAATAATTA

AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGA

ATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGLATGCCTGTTTGAGCGTCATTTC

CTTCTCARACATTCTGT TTGGTAGTGAGTGATACTCTCTGGAGT TAACT TGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTT

TTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTT TACCAACTGCGGCTAAT

CTTTTTTGTACTGAGCGTATTGAAACGT TATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTTGACCTC

AAATCAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA

>KY1@4983.1 Saccharomyces cf. bayanus/pastorianus culture CBS:375 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA
GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT CATTAAAGAAATTTAATAATTTTGATATTGGATTTTTTTGTTTT

GGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTC

TTGCTAGGCTTGCAAATTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGACTTCTCTGTTTTTGT TATAGGACAAT TAAAACCGT

TTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATACTTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCTTCGAGCAATCGAGCCCAGAGGTAACA

AACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAAT TTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAATAATTAA

AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGLGATACGTAATGTGAATTGLAGAA

TTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCC

TTCTCAAACATTCTGTT TGGTAGTGAGTGATACTCTCTGGAGTTAACT TGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTT

TTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATC

TTTTTTGTACTGAGCGTATTGAAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTGACCTCAA

ATCAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA R
<

Figure 15: Séquences téléchargées avant nettoyage.

|

Fichier Edition Format Affichage Aide

>KY185144.1 S cf. cerevisiae/paradoxus

GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAT TAAAGAAATTTAATAATTTTGATATTGGATTTTTTTGTTTT
GGCAAGAGCETGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGLGGTT
TTGCTAGGCTTGCAAATTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGACTTCTCTGTTTTTGT TATAGGACAATTAAAACCGT
TTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATACTTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCTTCGAGCAATCGAGCCCAGAGGTAACA
AACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAATAATTAA
ABACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGLGLCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTLL
TTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTCTGEAGT TAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTT
TTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATC
TTTTTTGTACTGAGCGTATTGAAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCCTTAAAGTTGACCTCA
AATCAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA

>KY105171.1 § cf. cerevisiae/paradoxus
TGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGATATTGGATTTTTTTGTTT
TGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGT
CTTGCTAGGCTTGCAAATTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGACTTCTCTGTTTTTGT TATAGGACAATTAAMACCG
TTTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATACTTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCTTCGAGCAATCGAGCCCAGAGGTAAC
ARACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAATAATTA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGATTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGATATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTC
CTTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTCTGGAGTTAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTT
TTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAAT
CTTTTTTGTACTGAGCGTATTGAAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTTGACCTC
ABATCAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA

>KY104983.1 S cf. bayanus/pastorianus

GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAT TAAAGAAATTTAATAATTTTGATATTGGATTTTTTTGTTTT
GGCAAGAGCETGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGLGGTT
TTGCTAGGCTTGCAAATTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAGTGAGACTTCTCTGTTTTTGT TATAGGACAATTAAAACCGT
TTCAATACAACACACTGTGGAGTTTTTATACTTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCTTCGAGCAATCGAGCCCAGAGGTAACA
AACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAATAATTAA
ABACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTLC
TTCTCAAACATTCTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTCTGEAGT TAACTTGAAATTGCTGGCCTTTTCATTGGATGTTTTT
TTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGCAAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATC
TTTTTTGTACTGAGCGTATTGAAACGTTATCGATAAGAAGAGAGCGTCTAGGCGAACAATGTTCTTAAAGTTGACCTCAA

Figure 16: Séquences téléchargées apres nettoyage.
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Les séquences nucléotidiques utilisees dans notre analyse et leur numéro d’accession sont

présentés dans le tableau suivant :

Tableau 1: Espéces de Saccharomyces et leur numéro d'accession extraites de GenBank.

Taxon
(Genre Saccharomyces)

Numéro

D’accession (GenBank)

Saccharomyces sp. MK267682.1
Saccharomyces cf. cerevisiae/paradoxus KY105144.1
Saccharomyces cf. cerevisiae/paradoxus KY105171.1
Saccharomyces cf. bayanus/pastorianus KY104983.1
Saccharomyces cf. bayanus/pastorianus KY104974.1
Saccharomyces sp. Boulardii MZ377294.1
Saccharomyces sp. MK?271335.1
Saccharomyces sp. MT903454.1
Saccharomyces arboricola EF580917.1

Saccharomyces sp. Lalvin AY942706.1
Saccharomyces sp. 0OP919466.1

Saccharomyces sp. KU350338.1
Saccharomyces sp. 0OP934234.1

Saccharomyces sp. KU350336.1
Saccharomyces sp. MF438280.1
Saccharomyces sp. Lalvin AY942702.1
Saccharomyces sp. HG764814.1
Saccharomyces sp. Assmannshausen DQ153232.1
Saccharomyces cariocanus KY104991.1
Saccharomyces cariocanus NR 144772.1
Saccharomyces sp. Zymaflore AY942703.1
Saccharomyces cariocanus AJ229061.1

Saccharomyces sp. Anchor DQ153227.1
Saccharomyces cariocanus MH595331.1
Saccharomyces cariocanus KY104988.1
Saccharomyces arboricola KY104943.1
Saccharomyces arboricola MZ068118.1
Saccharomyces chevalieri AF005714.1

Saccharomyces ellipsoideus AF005716.1

Saccharomyces sp. isolate cerevisiae MT163713.1
Saccharomyces cf. cerevisiae/paradoxus KY109343.1
Saccharomyces cf. cerevisiae/paradoxus KY109359.1
Saccharomyces cf. cerevisiae/paradoxus KY109332.1
Saccharomyces chevalieri AF005707.1

Saccharomyces ellipsoideus AF005708.1

Saccharomyces eubayanus MW710882.1
Saccharomyces eubayanus 0OK051019.1
Saccharomyces eubayanus 0OKO051021.1
Saccharomyces eubayanus KM384476.1
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Saccharomyces eubayanus KR871556.1
Saccharomyces eubayanus KR871555.1
Saccharomyces eubayanus KR871554.1
Saccharomyces eubayanus NR 137586.1
Saccharomyces eubayanus 0OK051441.1
Saccharomyces eubayanus 0OKO051321.1
Saccharomyces pastorianus KJ507664.1
Saccharomyces pastorianus NR_165985.1
Saccharomyces pastorianus MW710905.1
Saccharomyces pastorianus MW710883.1
Saccharomyces pastorianus MW710918.1
Saccharomyces pastorianus MW710897.1
Saccharomyces pastorianus KY105221.1
Saccharomyces pastorianus AB279757.1
Saccharomyces pastorianus MW980898.1
Saccharomyces pastorianus KY109458.1
Saccharomyces bayanus MK267707.1
Saccharomyces bayanus NR 165984.1
Saccharomyces bayanus MH023214.1
Saccharomyces bayanus KJ706988.1
Saccharomyces bayanus D89887.1
Saccharomyces bayanus KY104950.1
Saccharomyces bayanus KY104956.1
Saccharomyces bayanus 795947.1
Saccharomyces bayanus Z795946.1
Saccharomyces bayanus KY104965.1
Saccharomyces paradoxus KY105212.1
Saccharomyces paradoxus MH013273.1
Saccharomyces paradoxus KY105208.1
Saccharomyces paradoxus KY105213.1
Saccharomyces paradoxus KY105211.1
Saccharomyces paradoxus 0K135369.1
Saccharomyces paradoxus 0OP899938.1
Saccharomyces paradoxus MZ185342.1
Saccharomyces paradoxus KY105219.1
Saccharomyces paradoxus KF057503.1
Saccharomyces paradoxus KT207224.1
Saccharomyces paradoxus KP250839.1
Saccharomyces paradoxus 0OKO052373.1
Saccharomyces paradoxus OK051055.1
Saccharomyces paradoxus NR 138272.1
Saccharomyces boulardii AY428861.1
Saccharomyces boulardii 0OP925906.1
Saccharomyces boulardii MH?266045.1
Saccharomyces boulardii MK672872.1
Saccharomyces boulardii MK672873.1
Saccharomyces boulardii MW959788.1
Saccharomyces boulardii OM722057.1
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Saccharomyces boulardii MW596413.1
Saccharomyces boulardii MZ148310.1
Saccharomyces cerevisiae KY105007.1
Saccharomyces cerevisiae MN158119.1
Saccharomyces cerevisiae KC183726.1
Saccharomyces cerevisiae MZ361705.1
Saccharomyces cerevisiae MT322849.1
Saccharomyces cerevisiae KU131578.1
Saccharomyces cerevisiae KJ502662.1

Saccharomyces cerevisiae AM?262830.1
Saccharomyces cerevisiae AM262827.1
Saccharomyces cerevisiae KT175188.1
Saccharomyces cerevisiae KJ502661.1

Saccharomyces cerevisiae MK439496.1
Saccharomyces cerevisiae MH453895.1
Saccharomyces cerevisiae KP132589.1

Saccharomyces cerevisiae MZ098648.1
Saccharomyces cerevisiae KC254082.1
Saccharomyces cerevisiae FN393995.1

Saccharomyces cerevisiae GQ376091.1
Saccharomyces cerevisiae FJ793809.1

Saccharomyces cerevisiae AM262826.1
Saccharomyces cerevisiae KC588952.1
Saccharomyces cerevisiae MW057253.1
Saccharomyces cerevisiae 0OP252624.1

Saccharomyces cerevisiae KP132590.1

Saccharomyces cerevisiae KC254075.1
Saccharomyces cerevisiae 0Q711762.1
Saccharomyces cerevisiae LC413776.1

Saccharomyces cerevisiae MG015999.1
Saccharomyces cerevisiae KU729071.1
Saccharomyces cerevisiae 0OM348909.1
Saccharomyces cerevisiae KT726924.1
Saccharomyces cerevisiae 0OL457918.1
Saccharomyces cerevisiae KY105021.1
Saccharomyces cerevisiae AM900400.1
Saccharomyces cerevisiae MG720174.1
Saccharomyces uvarum NR 153310.1
Saccharomyces uvarum EU145771.1
Saccharomyces uvarum KJ507662.1

Saccharomyces uvarum KY105228.1
Saccharomyces uvarum KY105229.1
Saccharomyces uvarum MW?710375.1
Saccharomyces uvarum 0Q747985.1
Saccharomyces uvarum MW980899.1
Saccharomyces uvarum MW980894.1
Saccharomyces uvarum MW980897.1
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2. 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 genes 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).

La construction phylogénétique, consiste a représenter sous forme d’un arbre les relations

évolutives entre nos séquences.

2.1. Méthodes de construction de I’arbre phylogénétique
Pour I’étude des relations phylogénétiques entre les champignons Saccharomyces, nous

avons utilisés la plateforme en ligne NG-phylogeny qui est disponible sur le lien suivant :

https://ngphylogeny.fr/.
NGPhylogeny.fr
A Home ¥ Phylogeny Analysis ~ = Tools i= Workspace @ W Documentation © Avout ~ =] Login

Wosze —

Robust phylogenetic analysis for everyone.

? Free, simple to use web service dedicated to reconstructing and /
analysing phylogenetic relationships between molecular sequences.

g

P Let's GO ! with One Click Workflow % %i

e b s P e — T T T TEa————

.
» One Click » Advanced » Ala Carte

Figure 17: NG-phylogeny.

Une fois la fenétre apparait a 1’écran nous avons mis le curseur sur phylogeny analysis
puis cliquez I’option a la Carte une fenétre apparait de nouveau qui rassemble les quatre étapes
de la construction de I’arbre (Multiple Alignment, Alignment Curation, Tree Inference,

Tree Rendering).

Chaque étape présente différents logiciels qu’on peut choisir pour notre traitement.
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> Name
;,‘
» Tools
Multiple Alignment Alignment Curation Tree Inference Tree Rendering

O MAFFT O FastME O Newick Display
m I:.:.:I Gplocks .

O clustal Omega O Noisy O PhyML+SMS
O trimal O PhymL

O FastTree

O MrBayes

Figure 18 : Etapes NG-phylogeny.

Concernant la premiére étape qui est I’alignement multiple des séquences nous avons
choisis MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) est un logiciel
informatique pour I'alignement de séquences multiples de protéines et de nucléotides (Edgar,
2004).

Quant a la deuxieme étape celle du nettoyage des séquences nucléiques, nous avons
sélectionné la méthode BMGE (Block Mapping and Gathering with Entropy), qui est congu
pour sélectionner des régions dans un alignement de séquences multiples qui conviennent a
I'inférence phylogénétique. BMGE met également en ceuvre des méthodes d'élagage et de
recodage visant a minimiser les artefacts de reconstruction de la phylogénie dus a
I'nétérogénéité de la composition (Criscuolo et Gribaldo, 2010).

Cependant, la troisieme étape qui consiste a la construction d’arbre cas ML, nous avons
sélectionné la méthode PhyML (logiciel de phylogénie basé sur le principe du maximum de
vraisemblance). Ce logiciel a été largement utilisé en raison de sa simplicité et d'un bon

compromis entre précision et rapidité (Guindon et Gascuel, 2003).

Pour la construction d’arbre cas Bayes les etapes déja citer sont les méme pour les deux
arbres seulement pour ce cas nous avons sélectionné la méthode MrBayes (programme
d'inférence bayésienne de la phylogénie doté d'une interface en ligne de commande et devrait

fonctionner sur diverses plates-formes informatiques) (Huelsenbeck et Ronquist, 2001).
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Enfin pour la quatrieme ou derniere étape il s’agit de la visualisation de I’arbre nous
avons sélectionné directement Newick Display (format simple, strictement symbolisé,
représentant les arbres phylogénétiques) (Cardona et al, 2008).

Par la suite nous avons cliquez sur Create Workflow, une fenétré est apparue on a ajouté
le fichier contenant nos données (sequences nettoyées) puis on a cliquer sur Submit pour

obtenir des résultats qui nous permettent d’établir les méthodes de délimitation.

Multiple Aldignment Tree Tree

Input data Adignment Curation Inference Rendering
Fasta format > MUSCLE > BMGE > PhyML > Newick Display
-+ -+ <+ -+

Configure your workflow

W T AUSCLE Input data
/ = Choose a file or Paste content
BrMGE
{Fasta format with more than 3 sequences)
l/(y‘-,—m

[ Ghoisir un fichier | Sequence e 21 o &2
VN@'\-’JICK Display Blast runs

Files in session

Figure 19 : Etapes NG-phylogeny cas ML.

Workflow skeleton

MMultiple Alignment Tree Tree
Input data Aldignment Curation Inference Rendering
Fasta format =™ MUSCLE - BMGE - TrBaycs =#  MNewick Display
+ + + +

Configure your workflow

S ruscLE Input data
J - Choose a file or Paste content
BrMGE
(Fasta format with more than 3 sequences)
'/l'-.1rE!a}-’es ¢
J | Choisir un fichier ISequence...es 210t
MNewick Display Blast runs

— ~
Files in session

— ~

Figure 20: Etapes NG-phylogeny cas Bayes.

3. Délimitation des espéces
Méthodes de plus en plus utilisées pour séparer les séquences génetiques en groupes,
I'identification des espéces et 1’élucidation de leurs relations évolutives et I'étude de leur

biologie.
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Pour la réalisation de la délimitation des espéces nous avons appliqué quatre (4) méthodes
mPTP, bPTP, ASAP et ABGD.

3.1. mPTP (multi-rate Poisson Tree Processes)
Nous avons au départ accédé a la plateforme mPTP a partir du lien suivant :

https://mptp.h-its.org/#/tree

Tree upload and outgroup specification
Outg

ecification

Model selection Warning
Some features of mPTP (MCMC sampling. minimum branch identification)

Visualization options are curmrently not available in this webservice, but we are working on il Stay
tuned!

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

Overview

Submit Newick file upload

Tree must be either rooted or unrooted

e

Drop newick file or click to
upload

Figure 21: Plateforme mPTP.

Nous avons introduit notre fichier de L’arbre phylogénétique sous format ML-Newick

obtenu a partir des étapes précédentes.

Fichier Edtion Format Affichage Aide

(HE664110-1-Lachancea-kluyverd: @, 13450774, ({ (KY185229-1-S-uvarun:0.0000008L, (K706988-1-S-bayanus: 0. 1041137, TYPE IIR_163985-1-S-pastorianus: . 00060081) :0.00000001):9, (T
-1-S-uvarun: . 82000001,  ( (MW986839-1-S-uvarun:D, (W9B8897-1-S-uvarun:0. 00289082, KY185144-1-S-cf -cerevisiae/paradovus: . BAR00001) :6) :0.00511916, (MK267682-1-S-sp-:0.0812]
adoxus:0. 00862881, (D0153232-1-S-sp-Assmannshausen: 0. 80139458, AY942706-1-5-sp-Lelvin:0.00000001) : 0. 60000001 ) 0. 00662125, ((M7068118-1-S-arbaricola:0. 0077114, (EF80917-1-€
us: 0. 0009081, (4122996115~ cariocus . B0AROBL, TYPE IR 144772-1-S-cartocanus 0. 0800ARRL) :0.0013505) :0.000R00RL) :0. 00900881  (OKGS1055-1-S-paradoxus: 0. 00000A1, (MHB13272
S-cerevisiae:0. 00000001, (KC254082-1-S-cerevisiae:0.08254021, (0Q711762-1-S-cerevisiae:0. 0038173, ((MHAS3895-1-S-cerevisiac: 000126623, (AVA28861-1-S-boulardii: 1. 06093558,
00001 :0.00d¢22e1 ) :0..00000001):0. 00¢2aaR1 ) :0. 00000RL ) 2. BBRaRRL) :0.00000RAL): 0. 00GARAL, (MTOR3A54-1-S-5p-:0. 00000001, (KY185021-1-S-cerevisize: 0. 0000000,  (00747985-1-
0000L):0.000cace1):0.00420474):0.0822172) :0..00126732) . bceean1) :0. 000naenL ) :2. aeeadeL ) :0.00980ReL ) 0. 00000001 ) 0. 00eeRaR1 ) 0. 00L2673¢) :0.BE0AA00L) :0.0eeaeaet) 0. aoee

Figure 22 : Arbre phylogénétique format ML-Newick.

Nous avons ensuite sélectionné I’outgroup (exo groupe), espéce Lachancea kluyveri
(numéro d’accession de GenBank HE664110.1) puis appuyer sur Model selection et
Visualization options ensuite Contact details et enfin on introduit I’email et cliquer sur

Overview pour démarrer I’opération de délimitation et obtenir les résultats.
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3.2. bPTP (Bayesian Poisson Tree Process)
Nous avons au départ accéde a la plateforme bPTP & partir du lien suivant :

https://species.h-its.org/ptp/

bPTP web server

bPTP server: a Bayesian implementation of the PTP model for species delimitation
bPTP web server
Look up jobs with PhyloMap for visualization

Please cite: A General Species Delimitation Method with Applications to Phylogenetic Placements. Zhang, Jiajie, Kapli, P.,

Help
About PTP and bPTP Pavlidis, P., and Stamatakis, A. Bioinformatics (Oxford, England){2013), 29 (22). 2869-2876
PTP paper bPTP is an updated version of the original maximum likelihood PTP (maximum likelihood PTP search result is part of the bPTP

) results), it adds Bayesian support (BS) values to delimited species on the input tree. Higher BS value on a node indicates all
Rows vl UERE descendants from this node are more likely to be from one species. Note this web server only allows a single phylogenetic tree
as input - to run on multiple trees (from Bayesian analysis or bootstrap), please download the bPTP and PTP standalone.

Free cluster nodes: 8 If you are not familiar with Bayesian analysis, please read this first.

Total cluster nodes: 10
The server will only accept Newick format or NEXUS format with no annotations on the tree.

Here is an example of Newick format and an example of NEXUS format.

Special note on taxa name: A valid taxa name should only contains letters, numbers, _and -, and should NOT be pure numbers. Any
other characters, in particular space, §, #, %, (and ), will cause errors!

lmy phylogenetic input tree, if input file contains multiple trees. only the first tree will be used:

Choisir un fichier | Bays Nwk txt
My tree is

Rooted ~ | If unrooted, the tree will be rooted at the longest branch

MNo. MCMC generations

100000 For small trees (<50 taxa), 100000 is usually enough, but you should always check for convergence

Figure 23 : Plateforme bPTP.

Nous avons introduit notre fichier de I’arbre phylogénétique sous format Bayes-Newick

obtenu a partir des étapes précédentes.

chir Edion Fomat Afichage Aide
211
!

TATAB (AFDQST08-1-S-LLisoideus: . OAST3LIT AFOESTAT-L-S-chevalierd.

4,K(58895215cerev151a988%8411 0%, F1793800-1-3-ceravisize: 0, 0531539, 403 1389
1-S-cerevisae: 0, MOE 13062, KTL75188-1-S-conevisiae: . 0087567760, PB9938-1-S-naadovus:. 00163014, NBAB909-1--cerevisiae: . BR1104541, (¥
-1-S-paradonus: . 00103983, KY 104 lScamcanusﬂ%@?&ﬁ%ﬂ,K 105209-1-S-paradosus: . O02L447AL YIRA91-1-S-cartocanus:0. OSRASLTS, (TVRE
<1-S-pastordnus:. 0095518177):0. 030530920, 8675457, (TYPE IR L37580-1-S-eubayanus: . 001074181, KRBTLN-L-S-eubayanus: 0. A9QL7 KRETISS5-
S-bayanus: . 00ETAL5634 T L03T5- uvarum.8.%192983,0%51@21 -1-S-eubayenus: 0, 01035913, FHIBABSA-1-S-varun: 0, 004308, (7106E3-1-S-pastc

B, aamazm (4

8-1-S-pastordanus: 0, 06535966, (Y108

091-1-5-cerevisiae: 0. 0006
ji

;

30390, FIB93995-1--cenevisiae:d. g

S-boulardii;
[ S -cerevisiae. 0, 000%
e:0, 000U L1604, TYPE A6
radoxus:0, 001146039 K705
fanus: 0. 0ATLo437L 70
s 0. 0089315498 JHR2321

] l
fi

(Avg 0.4 0. 0.00212611 )
b- i ) 530, 60376 06038
830- ] - B-
13- B- 3-1- I
B97- 03 8 S
b1 -

|—-xs:-.g‘_1

b
i
Figure 24 : Arbre phylogénétique format Bayes-Newick.

Aprés I’introduction du fichier nous avons choisis 1’option arbre avec racine (Rooted)
puis cliquez sur Submit pour démarrer la délimitation et recevoir par la suite les résultats.

3.3. ASAP (Assemble Species by Automatic Partitioning)
Nous avons au départ accédé a la plateforme ASAP a partir du lien suivant :

https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/
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ASSemple Species by Aulomartic raruauaoning

This is a webserver to run ASAP for species delimitation

File can be either an already ALIGNED fasta file or a distance matrix (phylip dnadist and formats accepted). File name must only contain alphanumeric characters or

If you provide a distance file click
If you provide a fasta file, you can select the substitution model to compute the distances:

+ @ Jukes-Cantor(JC69)

« (OKimura (K80) ts-'t‘;

= (O Simple Distance (p-distances)

(See Help for explanations) J#e

Id
\

On a ensuite téléchargé le fichier sous format FASTA qui comporte toutes les séquences
du genre Saccharomyces qui sont déja alignées et nettoyé a partir de la plateforme NG-

phylogeny.

13. All tree 1images ~ -+ k=2 > = & tar
Newick
Displa

B 12 Tree image -~ + o > 2 || Edsvg
11 Mapping between short sequence \c% and names (useful - + = > * P
to interpert some bootstrap log files if any)

10 PhyML Newick tree o + TF > k3 @ nhx -+ Viewer
PhyhL

Q PhyML Statistics v -+ = > £ 3 @it

& PhyML log ~ + - > 2 || @t

7 BMGE Cleaned sequences Html v + Tk > k3 @ htmi

(5] BMGE Cleaned sequences Nexus " -+ o > £ @.nex
BMGE

5 BMGE Cleaned sequences Fasta - - = > E 3

4 BMGE Cleaned sequences Phylip o + T > 3 @ phylip

3 Muscle alignment (htmi) - + || = > | & | ormsa
MUSCLE

2 Muscle alignment - + | 5 5| 2| ®fasta m
Upload File 1 Sequences_Saccharomyces 210 txt - + = > &l o m

Figure 26 : Plateforme NG-phylogeny.

Nous avons éliminé 1’outgroup (Lachancea kluyveri numéro d’accession de GenBank
HE664110.1) du fichier déja télécharger et enfin cliquez sur GO pour démarrer la délimitation

et obtenir des résultats.
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4
Fichier Edition Format Affichage Aide

>AY428861.1 S boulardii

——————— TCCTCCGCTA- - -TTGATATGCTTAAGTTCCTACCTGATTTGGTCAAACTT - - -GAACATTAACGT TCCAATACGCTCAGTATAAMMAAAATTAGCCGCAGTTGEACCTAAMA - - -CGACCGTACTTGCATTATA- - - - -CCT---- - - - - - - ~CAGCACE
>AFBB5787.1 S chevalieri
GGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA- - - - - - - - - GGAAAGAAACCAACCGGATTGCCT - - - - o m oo TAGTAACGGCGAGTGAAGC - -GECAAAAGCTCAAATTTGAMATCTTGCCCRAGTTGTAATTTGCTTTGEGGCCGTTCC - - - - - 1

>KY189359.1 S cf. cerevisiae/paradoxus

GAAGAGAGCGTTTAGGGAA- - CAATGTTCTTAAAGT - -CCTCAAATCAGGTAGGAGTAGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAAC - - CAACCGGRATTGCGCTCAAATTTGAAATCTTGCCCGAGTTGTAATTTGCTTTGGGGCCGTTCC - - - - - 1
>KY189343.1 S cf. cerevisiae/paradoxus

GAAGAGAGCGTCTAGGGAA- -CAATGTTCTTAAAGT - -CCTCAAATCAGGTAGGAGTAGCTGAACTT -~~~ - AAGCATATCAATAAGGGAGGAAAAGAACAACCGGEATTGCGCTCAAATTTGAAATCTTGCCCGAGTTGTAATTTGLTTTGEGGCCGTTCC - -~~~ 1
>AF@B5788.1 S ellipsoideus

GGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA- - - - ------- - GGAAAGAAACCAACCGGATTGCCT------------ TAGTAACGGCGAGTGAAGC - - GECARAAGCTCAAATTTGAAATCTTGCCCGAGTTGTAATTTGCTTTGEGGCCETTCC- - - - - 1
>KY189332.1 S cf. cerevisiae/paradoxus

GAAGAGAGCGTCTAGGGAA- -CAATGTTCTTAAAGT - -CCTCAAATCAGGTAGGAGTAGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAAC - -CAACCGGGATTGCGCTCAAATTTGAAATCTTGCCCGAGTTGTAATTTGCTTTGGGACCGTTCC - ---- -
>KY189458.1 S pastorianus

GAAGAGAGCGTCTAGGGAA- - CAATGTTCTTAAAGT - -CCTCAAATCAGGTAGGAGTACTTAAGCATATCATAAGCCGGAGGAAAGAA - - - - - - - - - ACCAACCGGGATTGCGLTCAAATTTGAAATCTTGCCCGAGTTGTAATTTGCTTTGGGACCGTTCC - - - - - 1
>MT163713.1 S sp.cerevisiae

---------------------------------------------------------------------- CTGGGCAAGAGTATAAGAGATGGAGAGTCCAG- -GGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTTCTAGACTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAC
>1Q914752.1 S arboricola

————————————— AAGAMATTTAATAATTTTGAAAATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAGTATAAGAGATGGAGAGTCCAGGCGGECCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTTCTAGACTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAE
>EF588917.1 S arboricola

GGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAARAT TTTTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAGTATAAGAGATGGAGAGTCCAGGLGGGLCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTTCTAGACTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACACL
>KY1e4943.1 S arboricola

-------------------------- ATTTTGAAAATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAGTATAAGAGATGGAGAGTCCAGGLGGECCTGCECTTAAGTGCGCGGTCTTTCTAGACTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAE
>HG764814.1 S sp.

---AGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATG- - AGCTTTTACTGGGCAAGAATACAAGAGATGGAGAGTCCAGTGGGECCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTACTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAE
>KT287224.1 S paradoxus
GGANGGATHATTAAAGNAATTTAATAATTTTGAAAATTTTTTTGTTTTGGCAGGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGTCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTTGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGE
>KY184991.1 S cariocanus
---AGGTCCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAAAGCTTTTACTGGGCCAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGTCGGECCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTTGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAE
»>MZ185342.1 S paradoxus

---------------- AAAATTAATAATTTTGA- -ATTTTTTTGTTTTGGCAGGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATEGAGAGTCCAGTCGGECCTGCECTTAAGTGCECGGTCTTGCTTGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGE
>KY185211.1 S paradoxus
GGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATTTTTTTGTTTTGGCAGGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGTCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGATCTTGCTTGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGE
>KY185213.1 S paradoxus

GGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAARAT TTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGTCGGGLCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTTGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGE

Figure 27 : Fichier format FASTA sans outgroupe.

3.4. ABGD (Automatic Barcoding Gap Discovery).
Nous tout d’abord accédé a la plateforme ABGD a partir du lien suivant
https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html

It can either be an already ALIGNED fasta file or a distance matrix (format from phylip dnadist or MEGA)

Choisir un fichier'\NLGMGECIleanog fasta

IMPORTANT:If vou have a distance MEGA distance file please select format: ® MEGA O MEGA CSV

If you provided a phylip dnadist matrix,it has to be symetrical and the samples name should not contain space. See Thomas Sauvage GitHub page if you need to reformat your matrix|

Or paste vour data (FASTA alignement) here '/

if you select a file AND paste data, only the pasted data will be processed

Pmin|0.001 | Pmax[0.1 | steps[10 |

X (relative gap ‘.\'idth):‘ 0.5 |

If you enter a fasta file vou can select your distance: @ Jukes-Cantor(JC69) imple Distance

Kimura (K8o) TS/TV

[ save multipartion Spart file

Wb bins (for distanece distribution) :| 20

Go Z

Figure 28 : Plateforme ABGD.

On a ensuite introduit notre fichier format FASTA avec outgroupe (Lachancea kluyveri
numéro d’accession de GenBank HE664110.1), et cliquez sur GO pour lancer la délimitation

et obtenir des résultats.
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4

Fichier Edition Format Affichage Aide

>AYA28861.1 S boulardii

——————— TCCTCCGCTA-- -TTGATATGCTTAAGTTCCTACCTGATTTGGTCAAACTT - - -GAACATTAACGTTCCAATACGCTCAGTATAAAMAAAATTAGCCGCAGT TGGACCTAAAA - - -CGACCGTACTTGCATTATA- - - - -CCT--- - - --- - - -CAGCACE
>AFB@5787.1 S chevalieri
GGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA- - - - - - oo - - GGAAAGAMACCAACCGGATTGCCT - - - == - o TAGTAACGGCGAGTGAAGC - - GGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTTGCCCGAGTTGTAATTTGCTTTGGEGCCGTTCC - - - - - 1

>K¥1@89359.1 S cf. cerevisiae/paradoxus

GAAGAGAGCGTTTAGGGAA - -CAATGTTCTTAAAGT - - CCTCAAATCAGGTAGGAGTAGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAAC - - CAACCGGGATTGCGCTCAAATTTGAAATCTTGCCCGAGTTGTAATTTGCTTTGGGGCCGTTCC - - - -- 1
>KY1@9343.1 S cf. cerevisiae/paradoxus

GAAGAGAGCGTCTAGGGAA - -CAATGTTCTTAAAGT - - CCTCAAATCAGGTAGGAGTAGCTGAACTT - - - - - AAGCATATCAATAAGGGAGGAAAAGAACAACCGGGATTGCGCTCARATTTGAAATCTTGCCCGAGTTGTAATTTGCTTTGEEGCCETTCC - - -~ 1
>AF@E5788.1 S ellipsoideus

GGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA- - ---------- GGAAAGAAACCAACCGGATTGCCT------------ TAGTAACGGCGAGTGAAGC - - GGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTTGCCCGAGTTGTAATTTGCTTTGGGGCCGTTCC--- -~ 1
>K¥1@9332.1 S cf. cerevisiae/paradoxus

GAAGAGAGCGTCTAGGGAA - -CAATGTTCTTAAAGT - - CCTCAAATCAGGTAGGAGTAGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAAC - - CAACCGGGATTGCGCTCAAATTTGAAATCTTGCCCGAGTTGTAATTTGCTTTGGGACCGTTCC----- -
>KY1@9458.1 S pastorianus

GAAGAGAGCGTCTAGGGAA - -CAATGTTCTTAAAGT - - CCTCAAATCAGGTAGGAGTACTTAAGCATATCATAAGCCGGAGGAAAGAA - - - - - - - - - ACCAACCGEGATTGCGCTCAAATTTGAAATCTTGCCCGAGTTGTAATTTGCTTTGGGACCGTTCC - - - -~ 1
>MT163713.1 S sp.cerevisiae

---------------------------------------------------------------------- CTGGGCAAGAGTATAAGAGATGGAGAGTCCAG- -GEGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTTCTAGACTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAC
»>1Q914752.1 S arboricola

————————————— AAGAAATTTAATAATTTTGAAAATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAGTATAAGAGATGGAGAGT CCAGGCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTTCTAGACTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAE
>EF58@917.1 S arboricola

GGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATTTTTTTGT TTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAGTATAAGAGATGGAGAGTCCAGGLGEGCCTACGCTTAAGTGCGCGGTCTTTCTAGACTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACACE
>KY1@4943.1 S arboricola

-------------------------- ATTTTGAAAATTTTTTTGT TTTGGCAAGAGCGTGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAGTATAAGAGATGGAGAGT CCAGGLGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTTCTAGACTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACACE
>HG764814.1 S sp.

---AGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATG- -AGCTTTTACTGGGCAAGAATACAAGAGATGGAGAGTCCAGTGGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTACTAGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACAE
>KT2087224.1 S paradoxus

GGANGGATNATTAAAGNAATTTAATAATTTTGAAAATTTTTTTGT TTTGGCAGGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGT CCAGTCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTTGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGE
>KY184991.1 S cariocanus
---AGGTCCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATTTTTTTGT TTTGGCAAGAGCATGAAAGCTTTTACTGGGC CAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGTCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTTGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACACE
>MZ185342.1 S paradoxus

---------------- AAAATTAATAATTTTGA- -ATTTTTTTGT TTTGGCAGGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGTCGEGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTTGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGE
>K¥105211.1 S paradoxus

GGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATTTTTTTGT TTTGGCAGGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGTCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTTGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGE
>KY1@5213.1 S paradoxus

GGAAGGATCATTAAAGAAATTTAATAATTTTGAAAATTTTTTTGT TTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCAAGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGTCGEGCCTACGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTTGGCTTGTAAGTTTCTTTCTTGCTATTCCAAACGE

Figure 29 : Fichier forma FASTA avec outgroup.

25



Chapitre 5 : Résultats et
Discussion



Chapitre 5 Résultats et discussion

Dans ce chapitre, nous présenterons une analyse compléete des résultats obtenus,
accompagnée d’une discussion. Nous aborderons le processus de téléchargement des
séquences, leur identification, la construction de 1’arbre phylogénétique et la délimitation des

especes.

1. Bilan sur les données

Grace a I'utilisation de la plateforme GenBank, nous avons trouvé un total de 20 especes
appartenant au genre Saccharomyces. Ces espéces comprennent Saccharomyces cf.
cerevisiae/paradoxus, Saccharomyces cf. bayanus/pastorianus, Boulardii, Saccharomyces
arboricola, Saccharomyces sp. Lalvin, Saccharomyces sp. Assmannshausen, Saccharomyces
cariocanus, Saccharomyces sp. Zymaflore, Anchor, Saccharomyces chevalieri Saccharomyces
ellipsoideus, isolate cerevisiae, Saccharomyces eubayanus, Saccharomyces pastorianus,
Saccharomyces  bayanus, Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces boulardii,
Saccharomyces cerevisiae et Saccharomyces uvarum, Saccharomyces spl., Saccharomyces
sp2, Saccharomyces sp3 et Saccharomyces sp4. L’ensemble de ces espéces est représenté par
un total de 136 sequences, ce qui correspond a 136 enregistrements publiés. Chaque séquence

possede un numéro d’accession unique.

1.1. Arbre phylogénétique
Les analyses phylogénétiques des séquences des especes impliquées dans cette étude ont
été reconstruites dans les cadres du maximum de vraisemblance (ML) en utilisant des
ensembles de données ITS, avec Lachancea kluyveri (HE664110.1) comme outgroup
(Annexe2).

1.2. Délimitation des espéces
Bien que les méthodes de délimitation des especes basées sur le marqueur moléculaire
ITS aient généralement abouti a des unités taxonomiques opérationnelles (MOTU) plus ou
moins cohérentes avec les morphospécies, il y avait également quelques différences et

incohérences entre elles (Figure 31 ; tab 2, 3 et 4 ; annexes 3, 4 et 5).

Si lI'on compare les quatre méthodes de délimitation étudiées pour notre cas, nous

obtenons différents résultats qui sont les suivants :
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MPTP (multi-rate Poisson Tree Processes)

Le résultat présenté dans la figure 31 de la délimitation obtenue par I'analyse mPTP était

cohérent, 2 espéces supplémentaires ont été reconnues.

Le premier MOTU qui débute a partir de I’outgroup (Lachancea kluyveri) est composé
de 3 especes différentes S. uvarum, S. bayanus, TYPE_NR_S. pastorianus, sachant bien que
nous avons une espéce type qui ne ressemble pas aux autres espéces, cette fusion est dut soit a

une erreur dans leurs noms ou parce qu’elles ont été mal identifiées.

La deuxieme et les troisiémes MOTU sont composés de I’espéce TYPE_NR_S. bayanus

et S. bayanus il se peut qu’il y’ait un haut degré de similarite.

Le quatrieme MOTU présente deux espéces, TYPE_NR_S. eubayanus et TYPE_NR_S.
uvarum alors que les autres espéces sont totalement différents et présentent une fusion énorme

ceci est dut soit a une erreur dans leur nom soit a une mauvaise identification.

Le cinquieme MOTU est composé de différents espéces non identiques cela signifie qu’il
y’ait une mauvaise identification tandis que le sixieme clade présente une nette similarité entre

les 4 espéces S. arboricola.

Le septieme MOTU est composé de quelques especes totalement différent cela peut étre

dd a une erreur ou autre.

Le huitieme MOTU présente deux especes type regroupés ensemble cela est
probablement dut a un haut degré de similarité. TYPE_NR_S. paradoxus et TYPE_NR_S.

cariocanus.

La neuvieme jusqu’au dix-neuviéme MOTU les espaces sont complétement différentes

ceci est aussi dut a une erreur ou une mauvaise identification.

En fin pour le douziéme MOTU il existe une forte similarité entre les espéces du
TYPE_AM _S. cerevisiae.

27



Résultats et discussion

Chapitre 5

S o

2 o8y, . &
SESESSS9 9 ., S
SRR LSS§FET .
2838 5SSSSESFFEL
SLEESLSSSSES S, &
SPERJISSsSeffs e fe
ELRAD RIS S EL & &S ©
ROPCNORG A G
N >
4 === o
o NS

D

7918
9
)

DT S
ST S ; N
£ p

iy
"'«“

/ -1-S-sp
2DISINAL3)-G-T H%mmmwwlulmmunwmmox:m
j IW710883-1-S-pastorianus
-1-S-sp-isolate-b -1-5-
MZS77294°158 m@%%omkwm%ﬁmwmm wmmwwmaﬁwm%ﬂ .mw Mmm,mwgmé
< ev niy gy
Nﬁmwmwm%mm_w 3 ALd-5-I-cogy
O 5
0-1

AM
AB2 SOLey
e
%Q,V
(4
i
N,
==
==
83
e \,
$8 g
223 DALY
"y L 1 R\
& SR S¥Ren ¢ @
S TN ERERTR LR R
ﬂ%%%oomwoﬂ,awmn@lﬂ;@;
LEESRRL=%0% %
= == 2 QW
R MM

Figure 30: Arbre phylogénétique ML enraciné de genre Saccharomyces.
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Pour les trois autres méthodes de délimitations, nous avons enregistre :

bPTP (Bayesian Poisson Tree Process), composé de 7 clades (Annexe3 ; tab 2)

Tableau 2 : Résultats de la méthode de délimitation bPTP.

MOTUs

Espéces

MOTU

S-boulardii

MOTU

S.cerevisiae/S.cerevisiae/S.sp.cerevisiae/S.eIIipsoideus/S.bouIardii/S.cerevisiae/
S.pastorianus/S.cerevisiae/S.uvarum/S.bouIardii/S.bouIardii/S.sp.Zymarore/S.

sp/ S.sp/ S.sp.LaIvin/ S.cerevisiae/S.cerevisiae/S.cerevisiae/S.cerevisiae/S.cerevisiae/
s.cerevisiaelS.cerevisiae/S.cerevisiaelS.cerevisiaelS.cerevisiae/S.cerevisiael/S.cerevisiae
/S.boulardii/S.sp/S.sp.isolate.boulardii/S.sp/S.sp/S.cerevisiae/S.cerevisiae/S.cerevisiae/
S.sp.Anchor/S.chevaIieri/S.cerevisiae/S.cerevisiae/S.cerevisiae/S.cerevisiae/S.cerevisiae/
S.cerevisiae/S.cerevisiae/ S.paradoxus/ S.cerevisiae/S.cerevisiae/ TYPE_S.cerevisiae/
S.cerevisiae/S.paradoxus/S.cerevisiae/S.boulardii/S.bouIardii/S.sp/S.sp/S.bouIardii/
S.boulardii/S.cerevisiae/S.cerevisiae/S.cerevisiae/S.boulardii/ S.paradoxus/ S.paradoxus/
TYPE_S.paradoxus/ S.paradoxus/ S.paradoxus/ S.paradoxus/ S.paradoxus/ S.paradoxus/
S.paradoxus/ S.cariocanus/ S.paradoxus/ S.paradoxus/ S.cariocanus/ S.paradoxus
/S.cariocanus/TYPE_S.cariocanus/S.cariocanus/S.sp/S.arboricoIa/S.arboricola/
S.arboricoIa/S.arboricoIa/S.sp.Assmannshausen/S.paradoxus/s.sp.LaIvin/S.eubayanus/
TYPE_S.pastorianus/ S.pastorianus/ S.bayanus/ TYPE_S.bayanus/ s.uvarum/ S.bayanus/
S.pastorianus/ S.bayanus/ Lachancea—kluyveri/ S.pastorianus/ S.pastorianus/
TYPE_S.eubayanus/ S.eubayanus/ S.eubayanus/ S.eubayanus/ S.eubayanus/ S.eubayanus/
S.eubayanus/ S.eubayanus/ S.bayanus/ s.uvarum/S.uvarum/ S.bayanus/ S.bayanus/
S.bayanus/ S.sp/ S.cf.bayanus/pastorianus/ S.cf.cerevisiae/paradoxus/ TYPE_S.uvarum/
S.bayanus/ s.uvarum/ S.cf.cerevisiae/paradoxus/ s.uvarum/ S.cf.bayanus/pastorianus/
S.cerevisiae/S.uvarum/ S.pastorianus/ S.bayanus/ s.uvarum/ S.eubayanus/ s.uvarum/

S.pastorianus/ S.pastorianus

MOTU

S.elIipsoideus/S.chevaIieri

MOTU

S. pastorianus

MOTU

S.cf. cerevisiae/ paradoxus

MOTU

S.cf. cerevisiae/ paradoxus

MOTU

S.cf. cerevisiae/ paradoxus
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Les résultats de lI'analyse ASAP (Assemble Species by Automatic Partitioning) ont

permis d'obtenir une partition avec le meilleur score ASAP. Plus le score ASAP est faible (dans

ce cas, il est égal a 3), meilleure est la partition. La meilleure partition ASAP comprend 3
MOTU (Tab 3 ; annexe 4).

Tableau 3 : Résultats de la méthode de délimitation ASAP.

MOTUs

Especes

MOTU 1

S. boulardii

MOTU 2

S. chevalieri /S. eIIipsoideus/ S.cf. cerevisiae/paradoxus [s.cf.

cerevisiae/paradoxus [s.cf. cerevisiae/paradoxus/ S. pastorianus

MOTU 3

S.sp. cerevisiae/ S. arboricola /S. arboricola /S. arboricola/ S. arboricolals.
paradoxus/ TYPE_S paradoxus [s. paradoxus /s. paradoxus s. paradoxus/
S. paradoxus/ S. cariocanus /S. cariocanus /5. paradoxus /TYPE_S.
cariocanus /. paradoxus/ S. cariocanus/s. paradoxus [s. paradoxus// S.
paradoxus/ S. paradoxus/ S. cariocanus/S. cerevisiae/ S. cerevisiae/ S.
cerevisiaelS. cerevisiae/ TYPE_S. cerevisiae [s. cerevisiaels. cerevisiael S.
paradoxus/ S. cerevisiae/S. cerevisiae /S. cerevisiae /S. cerevisiae

S. cerevisiae/ S. chevalieri /S. sp. /S.sp. [ s. boulardii/s. cerevisiae/

S. cerevisiae /S. cerevisiae/ S. boulardii /5. boulardii /s. eIIipsoideus/ S.
cerevisiae /S. sp/S. sp/S.sp. isolate boulardii /S.sp. [ s. cerevisiael s.
cerevisiael S. cerevisiael S. cerevisiael S. cerevisiael S. cerevisiae /.
cerevisiae /S. cerevisiae/ S. cerevisiael S. cerevisiae /S. cerevisiae/S.sp.
LaIvin/S.sp. /S.sp. / S.sp. Zymaflore/ S. boulardii/ S. boulardii/ S. boulardii/ s.
pastorianus [s. cerevisiaels. boulardii /S. cerevisiae/S. boulardii/s.
boulardii/S. uvarum/ S. cerevisiaels. cerevisiaels. cerevisiaels. paradoxus/
S.sp. Anchor / S.sp. / S.sp. Lalvin/s. paradoxus/ S.sp. Assmannshausen/ S.
bayanus/ S. pastorianus/ S. bayanus/ S. uvarum/ . bayanus/ TYPE_S.
pastorianus / TYPE_S bayanus/ S. eubayanus /s. eubayanus/ S. eubayanus/ S.
eubayanus [s. eubayanus/ S. eubayanus /TYPE_ S. eubayanus/ S.
eubayanus/ S. eubayanus [s. bayanus/ S. pastorianus/ S. uvarum /s.
cerevisiae/S.cf. bayanus/ pastorianus/ S. uvarum//S.cf. cerevisiae/ paradoxus/ S.

uvarum/ S. bayanus / TYPE_ S. uvarum/ S.cf. bayanus/pastorianus/S. bayanus/

30




Chapitre 5 Résultats et discussion

S. bayanus [s. uvarum/s.cf. cerevisiae/ paradoxus/ S.sp. /[s. bayanus/ S.
bayanus/ S. pastorianus/
S. pastorianus/S. uvarum/s, pastorianus/S. pastorianus/ S. eubayanus/S.

pastorianus/ S. uvarum/ S. uvarum

L'outii ABGD (Automatic Barcoding Gap Discovery) avec distance maximale
préalable (P = 1.67e-03) a permis de délimiter 14 MOTU (Tab 4, Annexe 5).

Tableau 5 : Résultats de méthode de délimitation ABGD.

MOTUs Especes

MOTU 1 S. boulardii

MOTU 2 S. chevalieri /S. ellipsoideus

MOTU 3 S.cf. cerevisiae/paradoxus

MOTU 4 S. cf. cerevisiae/paradoxus

MOTU 5 S. cf. cerevisiae/paradoxus

MOTU 6 S. pastorianus

MOTU 7 S. sp. cerevisiae

MOTU8 | s. arboricola/ S. arboricola /S. arboricola /S. arboricola

MOTU 9 S. sp.
S. paradoxus/ S. cariocanus /. paradoxus [s. paradoxus/ S. paradoxus/

MOTU 10 TYPE_S. paradoxus/ S. paradoxus/ S. paradoxus/ S. cariocanus/ S.
paradoxus [s. cariocanus /s. paradoxus s. paradoxus/ S. cariocanus/ S.
paradoxus/ S. paradoxus/ TYPE_S. cariocanus
S. cerevisiael S. cerevisiae /. cerevisiae/ S. paradoxus [s. cerevisiae /S.sp.
S.sp. /TYPE_S. cerevisiae /S. cerevisiae /. cerevisiae /S. paradoxus s.
cerevisiae /S. cerevisiae /S. cerevisiae /S. cerevisiae /S. cerevisiae /S.
cerevisiae /S. cerevisiae /S. chevalieri /5. sp. Anchor/ S. cerevisiae /8.

MOTU 11 | cerevisiae /S. boulardii /S. cerevisiae /S. cerevisiae /S. cerevisiae /5.

boulardii /S. boulardii /S. cerevisiae /S. sp. /s. sp. /s. sp. isolate boulardii
S. sp. [ s. boulardii /S. cerevisiae /S. cerevisiael S. cerevisiae /S. cerevisiae

S. cerevisiae /S. cerevisiae /S. cerevisiae /S. cerevisiae/ S. cerevisiae/ S.

cerevisiael S. cerevisiae /S cerevisiae /S.sp. Lalvin /s. sp. [s. sp. /S.sp.
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Zymaflore /s. boulardii /s. boulardii /s. boulardii /s. uvarum /s.
cerevisiae/

S. boulardii /s. pastorianus/ S. cerevisiae/ S. boulardii /. ellipsoideus

MOTU 12 | s. sp. Lalvin /S. paradoxus /S. sp. Assmannshausen
MOTU 13 | S. bayanus

S. pastorianus [s. uvarum /s. bayanus /s. eubayanus/ S. pastorianus/

S pastorianus [s. uvarum /. uvarum /TYPE_ S. bayanus /[s. bayanus/

S. pastorianus/TYPE_S. pastorianus /[s. bayanus/ S. pastorianus /s.
uvarum/ S. cerevisiae/ S. cf. bayanus/pastorianus [s. uarum /5.cf.
MOTU 14 | cerevisiae/paradoxus [s. uvarum /s. bayanus /TYPE_S. uvarum /S.cf.
cerevisiae/paradoxus/ S. cf. bayanus/pastorianus /s. sp. /s bayanus/ S.
bayanus /s. bayanus /s. pastorianus [s. uvarum /s. uarum/ s. bayanus/
S. eubayanus /s. pastorianus/ S. eubayanus/ S. eubayanus /s. eubayanus/

S. eubayanus /s. eubayanus/ S. eubayanus /s. eubayanus/ TYPE_S.
eubayanus

Le barcoding permet généralement I'identification de plusieurs espéces mais pour notre

cas il n’a pas pu les identifier.

Le nombre de groupes enregistré est trés réduit, les résultats ne seront donc pas fiables
par rapport a la méthode mPTP (multi-rate Poisson Tree Processes), dont les résultats obtenus

sont plus proches de la réalité.

Nos résultats ont révelé une relation phylogénétique ambigué entre les différentes
méthodes de délimitations du genre Saccharomyces. Avec un regroupement plus ou moins
fiable des espéces (S. pastorianus, S. bayanus, S. eubayanus, S. uvarum, S. paradoxus, S.
cariocanus et S-cerevisiae) pour le cas de la méthode mPTP (multi-rate Poisson Tree

Processes).
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Conclusion

Notre travail basé sur I’utilisation d’outils bio-informatique combinée a des méthodes de
délimitation des especes nous a permis de realiser un arbre phyllogénétique du genre
Saccharomyces et ce pour mieux comprendre la diversité et les relations évolutives du

champignon.

Selon les données recueillis de la base de données GenBenk, le champignon du genre
Saccharomyces contient 20 espéces représentes par 136 séquences ces derniéres, ont étés
nettoyés (supprimées) manuellement puis introduites directement dans la plateforme
NG_phylogeny afin de construire 1’arbre phylogénétique en se basant sur les deux méthodes
Maximum likelihood (ML) et Mr Bayes.

Quant a la délimitation des espéces nous avons utilisés quatre méthodes, mPTP, bPTP,
ASAP et ABGD. Les résultats obtenus sont complétement différents les uns des autres seule la
méthode de mPTP est plus ou moins fiable voir une meilleure distribution et classification des

séquences dans 1’arbre phylogénétique.

Le Barcoding peut également étre utile pour décrire les groupes d’espéces du genre
Saccharomyces avec une taxonomie mal renseignée, ou présentant de fortes difficultés pour

I'identification.

Malgré les lacunes obtenues a partir des bases de données publiques GenBank, séquences,
répétées ou doublant, séquences ambigués, et spécimen mal identifié tous ces informations
peuvent perturber les résultats de 1’étude phylogénétique. Sachant bien que le réle le plus
important de ces bases de données est de préserver la biodiversité.

Enfin, l'utilisation d'outils bio-informatiques, combinée a des méthodes de délimitation
des especes, a permis de mieux comprendre la diversité et les relations évolutives des
champignons Saccharomyces. Cette recherche pourrait conduire au développement de
stratégies plus efficaces pour l'identification et le controle des pathogenes fongiques et d'autres
champignons bénéfiques. D'autres recherches sont nécessaires pour explorer d'autres

techniques moléculaires et outils bio-informatiques dans la délimitation des espéces.
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Annexe 1 : Exemple d’une séquence nucléotidique dans la base de données GenBank

(S. cerevisiae MW057253.1).

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

NIH

Nucleotide |Muc|e0tide v|| ‘ w
Advanced Help
GenBank = Sendto: = .
Change region shown &)
Saccharomyces cerevisiae strain 2019_SD56 small subunit ribosomal RNA gene, o
. s . . Customize view -
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal
: Analyze this sequence =
RNA gene, partial sequence v 4
Run BLAST
GenBank: MW057253.1 pick pri
ick Primers
FASTA  Graphics
Highlight Sequence Features
Goto B
Find in this Sequence
Locus MW@57252 843 bp DHA linear PLN @3-0CT-2820
DEFINITION Saccharomyces cerevisize strain 2019 _SDS6 small subunit ribosomal
RI\IJA gene, partial sequen.?a; internal tr‘ar}scrlbad spacer 1, 5.85 Related information -
ribosomal RMA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence. Taxonomy
ACCESSION  MWB57253
VERSION MWB57253.1
KEVKORDS .. . LinkOut to external resources —
SOURCE Saccharomyces cerevisiae (baker's yeast)
ORGANISM Saccharomyces siae SH1055078.05FU
Eukaryota; Fungi; Dikerya; Ascomycota; Saccharomycotine; [UNITE
Saccharomycetes; Saccharomycetales; Saccharomycetaceae;
Saccharomyces.
REFERENCE 1 (bases 1 to 843) Recent activity -
REFERENCE 2 (bases 1 to 843) w, SELLnEIUIy LSS | ssouey) _
AUTHORS Do Ngoc Anh,D., Le Tran Anh,D., Hguyen Van Tuan,B., Nguyen T Nhu peisetes
Quynh,B., Le Quoc Tuan,M. and Nguyen Khac Luc,D. Q, saccharomyces AND (is_nuccoreffilter])
TITLE Direct Submission (1374620) Nucleotide
JOURNAL  Submitted (@2-0CT-2028) Parasitology, Vistnam military medical
university, Phung Hung road, Hadong district, Hanoi, Hsnoi 100608, Saccharomyces paradoxus strain LL12_025
viet Nam internal transcribed spacer 1, partial Nucieotide
COMMENT ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing See more...
##Assembly-Data- END#E
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..843
Jorganism="Saccharomyces cerevisiae"
/mol_type="genomic DMA"

/strain="201%_sD56"
/isolstion_source="vaginal discharge”
/host="Homo sapiens"
/db_xref="taxon:4332"

/country="viet Nam: Hanoi"

1..»843
/note="contains small
transcribed spacer 1,
transcribed spacer 2,

subunit ribosomal RMA, internal
5.8% ribosomal RNA, internal
and large subunit ribosomal RNA"
ORIGIN

1 tccgtaggts

61 ttttgtttig
cagccgggee
tccasacggt
acacactgtg
geccagaggt
asttttegta
tegeategat
atcatcgast
agegteattt
tgaaattgct
cttgagetat
atactgageg
asagtttgac
gg=

aacctgegga
gcaagageat
tgegettaag
gagagatttc
gagtttteat
aacaaacaca
actggaaatt
saagaacges
ctttgaacge
ccttcteaaa

aggatcatta
gagagctttt
tgegeggtct
tgtgctitty
tatctttgea
aacaatttta
ttaaaatatt
gcgaaatgeg
acattgegee
cattctgttt
ttggatgttt
cggtegtttt
ttatcgatas
gtaggagtac

aageaattta
actgggeaag
tgctaggett
ttotaggacs
actttttett
tttotteatt
aasaactttc

ataattttga
aagacaagag
gtaagtttct
attaaaaccg
tgggeatteg
aaatttttgt
aacaacggat
tgaattgeag
ccagggggea
gatactcttt
aagagagstt
aactgegget
tctaggegaa
taagcatate

aastggattt
atggagagtc
ticttgetat
tttcaataca
agcaatcggg
cazaaacaag
ctettggttc
aattcegtga
tgectgttty
ggagttaact
tetetgegts
aatctttttt
caatgttctt
aataagcgga

atacgtaatg
ccttggtatt
getagtgagt
ttttttteca
aggttttace
gasgagagcsg
ccgetgaact

ggecttttea
aatgcaagta
tattggaacg
ctcasatcag
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Annexe 2 : L’outgroup de 1’arbre phylogénétique.

4 Lachancea thermotolerans(NC_006626.1)
glnchancca thermotolerans(L.K392297.1)
i 9 Lachances thermotolerans(LK392298.1)
9 —$ slnchancca thermotolerans(LK392302.1)
‘@ Lachancea thermotolerans(L.K392303.1)
¥ Lachancea nothofagi CBS 11611(HE983612.1)
@ Lachancea sp. PJ-2012a(HE983610.1)

1Anced X
(s stz
Saccharomyces bayanus NBRC1948(AP014934 1)
Saccharomyces pastonanus(CPO49014.1)
Saccharomyces pastorianus(NC_031515.1)
Saccharomyces pastorianus Weihenstephan 34/70(AP014935.1)
Saccharomyces pastorianus(AP014932.1)
Saccharomyces pastorianus CBS 1513(AP014931.1)
Saccharomyces pastorianus CBS 1503(AP014930.1)
lSacchammyccs pastorianus Weihenstephan 34/70(NC _012145.1)
;Sacchammyccs cubayanus(0X291648.1)
9 Saccharomyces eubayanus(OX291507.1)
@ Saccharomyces arboricola(KX657741.1)
3Sacchatomyccs paradoxus(CP020275.1)
o ¥ Saccharomyces paradoxus(KP712796.1)
@ Saccharomyces paradoxus(KP712786.1)

2
9

39




Annexes

Annexe 3 : Arbre phylogénétique rectangulaire de la méthode de délimitation bPTP.

- POAF D0S 708-1-S-allipsoidaus
FIAFOOS7O7-1-S-chavalier

S

e

1 08468-1-
Ve 1

ATy 109350 1-S-cl-carevisiae/paradoxus

Ae¥ 109002-1-S-cr-carevisina/paradaxUa

pastorianus

et e

(Lo
ol Praro13z73-1-5-paradaxus
EL AMH805331-1-5-carioaanus
!

OKO5237 51-S-paradoxus
OKOS1055-1-5-paradaxus
IPicv1058213-1-5-paradoxus
HEG 764814-1-S-=0-
LPIQB147 521 Searboricola
MZ088118-1-S-arboncola
 bernon

—arboricoin

v 1048451
108212 1-5 paradasus
el avoazross s-co-tanin
oo .
P 1091 81-5-pastoranus
VY7 10897-1-5-pastaranua

arboricola

MWD BOB94-1 -S-uvarum
VY 7 1088 3-1-S-pastorianus
VY 7 10D05-1-S-pastarianus
O KO51021-1-S-aubayanus
MV T 1037 5-1 -S-uvaram
MHOZ 32 14-1-S-bayanus
K507 664-1-S-pastorianua

K507 662-1-S-uvarum

Y 10600 7-1-S-carevisiae

i ]: M2 677 07-1-S-bayanus
P v PE MR 153310-1-S-uvarum
E KY 1049 74-1-S-cof bayanus/pastorianus

|
I L

fLesseee Penonne
| loorosrora sl i
fLeciesioisy ==t
e
=l A10-1 Ly i

K7 OBOBE-1-S-bayanus
o KY106221-1-S-pastarianus
Zo6847-1-S-bayanus
¥ 106228-1-S-uvarum
TYRE_NR_165884-1-S hayanus
?| boassa7-1-s-bayanus
EL B BOBBE-1-5 partar e
lo

TYPE_MR_165985-1-S-pastorianus
7 1 oB8 2

E S
L
= MH288045-1-S-boulardii

MZ148310-1-S-boulardil
S-ap-
PO 1946615 ap-

CPasazaa-

lo)

| OM3IABO00-1-S cerevisiae
[ AMVVO57 2551 -S-carevisiae
| MZIE17056-1 -S-carevisiae
| borranacs® il

5026621 -S-caravisias
KJE02661-1-S corovisiao
GLasFe1s- 1 S csrevisias
'AFO0S57 14-1-S-chevalier

DG 163227 1-S-sp-Anchor
T

—caravisine
AMZEZB26-1 -S-carevisias
KY 10502 1-1-S-coravisiae
KUBEO33E-1-S mp-
KU3E0336-1-S-sp-
MZ377204-1-S-ap-isclate-boulardii
PrFA38280-1-S-5p

MKE7Z872-1-5-boulardil
ARMZEZB27 15 core

MIKA30496-1 -S-carevisiae
1 32508-1-S-cerevisias
Orzooncan-

S-caravisias
FN393996-1-S-corevisine
G QB7E081-1-S-cerevisiae
Pr Jroa800-1-S-carsviaias
KCE88952-1-S-coravisiae
LEA13776-1-S-carevisian

RGO 1690015 corevisias

KT 72602415

MTBO3A54-1-S-np-
PAY84Z703-1-S-sp-Zymalore
MWOESTEE-1-S-boulardil
MIKE7 26871-1-S-boulardil

MG720174-1-S-caravisian

ABZTO7S7-1-S-pastarianus
ARBO0A00-1-S-corovisiae

MV S96413-1-S-boulardi

. 0
o
. OOAF 005 716-1-S-allipscideus

OlmT1I6a7 13

S-ap-caravisias

SIGG 7 11762-1-5 - carevisias

e 264082-1-S-carevisias

28861
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NI subsets/asap score
Rank

AY428861.1 S boulard

AFO0O5707.1 8 ¢ i

AFO05708.1 S ellipsoideus

KY 1093591 § of. cerevisine/paradoxus
KY109332.1 S cf. cerevisine/paradoxus
KY 1093431 8 of. cerevisine/paradoxus
KY 1094581 S pastorianus
MTIG3713.1 S sp.cere
MZO68118.1 S arboricola
10914752.1 S arboricola
EFS80917.1 S arboricola
KY104943.1 S arboricola
KT207224.1 S paradoxus
TYPE MR_138272.1 8
KY 1052081 S paradoxus
KP250839.1 S paradoxus

KYI105211.1 S paradoxus
KY 1052131 8 paradoxus
AJ229061.1 S cariocus

KY104988.1 S cariocanus
OKO051055.1 S paradoxus
TYPE_NR_144772.1 8 carioeanus
MHOI13273.1 8 paradoxus
MHS95331.1 S cariocanus
OKO052373.1 S paradoxus

KY 1052191 8 paradoxus
MZIE5342.1 S paradoxus
KFOS7503.1 S paradoxus
KY104991.1 S cariocanus
OOQ711762.1 8 cerevisiae
KO254082.1 8 cerevisioe
OM3I48I09.1 S cerev,
KTI75188.1 S cerevisine
TYPE_AM262830
MWOS7253.1 8 cere
MZ3I61705.1 S cerevisiae
OKI135369.1 S paradoxus
MNISEII9.1 8 cerevisine
KCIB3IT26.1 8 cerevisioe
MT322849.1 S cerevisiae
KUI31578.1 S cere
KJIS02662.1 8 cerev
KIs020601
OL457918.1 S cerev,
AFO05714.1 S chevalieri
OPR 194661 S sp.
OP934234.1 S sp.
©OP925906.1 S boulard,
KC254075.1 S cerevisine
KP132590.1 S cerevisiae

S cerevisine

KY 105021.1
KU350338.1
KU350336.1
MZ377294.1 S sp. isolate boulardii
ME43H2ZE0.1 S sp.

AM262827.1 S cerev
MK439496.1 S cerevisine
KP132589.1 S cerevisiae
MZOIBO4E. 1 S cerevisi

KU72907
KT726924.1 S cerev
AY942702.1 S sp. Lalvin
MK271335.1 S sp.
MT903454.1 S sp.
AY942703.1 S sp. Zymaflore
MW95975E.1 S boular
MK672873.1 S boulardii
OM722057.1 S boulard
AB279757.1 S pastor
AMS00400.1 S cerev
MWS396413.1 S boulard
MGO15999.1 S cerevisine
MK672872.1 S boulard.
MK672871.1 5 boulardii
©O747985.1 S uvarum
MGT20174.1 S cerevisine
MH453895.1 8 cerev|
AM202820.1 § cerevis
OPE99938.1 S paradoxus
DOI53227.1 8 sp. Anchor
HG764814.1 S sp.
AY942700.1 S sp. Lalvin
KY105212.1 S paradoxu
DOI53232.1 8 sp. Assmannshausen
KJ706098E.
KY105221.1 S ¢
795947.1 S bayanus
KY105229.1 S uvarum
DR9RR7 .1 S bayanus
TYPE_NR_ 1659851
TYPE_NR_165984.1 S bayanus

nu.

OKO051021.1 S cubayanus
OKO051321.1 8 eubayanus
OKO51441.1 S cubayanus

56.1 S cubayanus
555.1 S eubayanus
54.1 S cubayanu
NR_137580.1 S eubay
KM384476.1 S cubayanus
OKO051019.1 S cubayanus
MHO23214.1 S bayanus

S uvarum

KY 1050071 e
KY104983.1 S of. bayanus/pastorianus
KY 1052281 S uvarum

KYI105171.1 S cf. cerevisine/paradoxus
EUI45771.1 S uvarum

MK267707.1 8 bayanus

TYPE_NR_1 m

KY104974.1 S cf. bayanus/pastorianus
KY 1049651
KY 1049501 S bayanus

MWOROES9.1 § uvarum

KY105144.1 S of. cerevisine/paradoxus
MK267682.1 8 sp.

KY104956.1 S bayanus

Z95946.1 S bayanus

MW710905.1 S pastorianus

MW7 108831 S pastorianus
MW710375.1 S uvarum

MW710897.1 § pastorianus
MW710918.1 S pastorianus

MW7 I0882.1 S cub
MWSOB0E9E. 1 S pastorianus
MWOROES7.1 § uvarum
MWo80894.1 S uvarum

17

||
|

[180.5] [1570] [140.5] [1212.0] [1190] [10:55] [943.0] [67.5]
61 141 171 1 [ 21 ! 151
17

[3:2.5]
i

Annexe 4 : Résultats de la méthode de délimitation ASAP format graphe.
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Annexe 5 : Résultats de la méthode de délimitation ABGD.

AY428861.1 S boulardii

AF005707.1 S chevalieri
AF005708.1 S ellipsoideus

KY109359.1 S cf. cerevisiae/paradoxus

KY109343.1 S cf. cerevisiae/paradoxus

KY109332.1 S cf. cerevisiae/paradoxus

KY109458.1 S pastorianus

MT163713.1 S sp. cerevisiae

MZ068118.1 S arboricola
JQ914752.1 S arboricola
EF580917.1 S arboricola
KY104943.1 S arboricola

HG764814.1 S sp.

KT207224.1 S paradoxus [ KY104991.1 S cariocanus /MZ185342.1 S paradoxus

/KY105211.1 S paradoxus /KY105213.1 S paradoxus /TYPE_NR_138272.1 S paradoxus/

KY105208.1 S paradoxus /KP250839.1 S paradoxus /A3229061.1 S cariocanus
/KY105219.1 S paradoxus /KY104988.1 S cariocanus /KF057503.1 S paradoxus
/MH013273.1 S paradoxus/ MH595331.1 S cariocanus /OK052373.1 S paradoxus
JOK051055.1 S paradoxus /TYPE_NR_144772.1 S cariocanus
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Group[ 11 ] n: 60 ;id:

0Q711762.1 S cerevisiae /K C254082.1 S cerevisiae /[OM348909.1 S cerevisiae /OP899938.1
S paradoxus /KT175188.1 S cerevisiae /OP919466.1 S sp. /OP9342341 S sp.
/TYPE_AM262830.1 S cerevisiae /MW057253.1 S cerevisiae /MZ361705.1 S cerevisiae
JOK135369.1 S paradoxus /MN158119.1 S cerevisiae/ KC183726.1 S cerevisiae
IMT322849.1 S cerevisiae /[KU131578.1 S cerevisiae /KJ502662.1 S cerevisiae /KJ502661.1
S cerevisiae /OL457918.1 S cerevisiae /AF005714.1 S chevalieri/ DQ153227.1 S sp. Anchor
/MH453895.1 S cerevisiae / AM262826.1 S cerevisiae /OP925906.1 S boulardii /KC254075.1
S cerevisiae /KP132590.1 S cerevisiae /OP252624.1 S cerevisiae /MH266045.1 S boulardii
/MZ148310.1 S boulardii /KY105021.1 S cerevisiae /KU350338.1 S sp. / KU350336.1 S sp.
[ MZ377294.1 S sp. isolate boulardii /MF438280.1 S sp. /MK672872.1 S boulardii
[AM262827.1 'S cerevisiae /MK439496.1 S cerevisiae /KP132589.1 S cerevisiae/
MZ098648.1 S cerevisiae /FN393995.1 S cerevisiae /GQ376091.1 S cerevisiae /F1793809.1
S cerevisiae /KC588952.1 S cerevisiael LC413776.1 S cerevisiae /MG015999.1 S cerevisiae
[KU729071.1 S cerevisiae [KT726924.1 S cerevisiae/ AY942702.1 S sp. Lalvin /MK271335.1
S sp. [ MT903454.1 S sp. /AY942703.1 S sp. zymaflore /MW959788.1 S boulardii/
MK672873.1 S boulardii /MK672871.1 S boulardii /0Q747985.1 S uvarum /MG720174.1 S
cerevisiae /OM722057.1 S boulardii /AB279757.1 S pastorianus /AM900400.1 S cerevisiae
/MW596413.1 S boulardii /AF005716.1 S ellipsoideus

Group[ 12 ] n: 3 ;id:

AY942706.1 S sp. Lalvin/KY105212.1 S paradoxus /DQ153232.1 S sp. Assmannshausen
Group[ 13 ] n: 1 ;id:

KJ706988.1 S bayanus

Group[ 14 ] n: 42 ;id:

KY105221.1 S pastorianus /MW980894.1 S uvarum/ Z95947.1 S bayanus/ OK051021.1 S
eubayanus/ MW710897.1S pastorianus/ MW?710918.1 S pastorianus /MW710375.1 S uvarum
/KY105229.1 S uvarum /TYPE_NR _165984.1 S bayanus/ D89887.1 S bayanus/
MW980898.1 S pastorianus/ TYPE_NR_165985.1 S pastorianus/ MH023214.1 S bayanus/
KJ507664.1 S pastorianus /KJ507662.1 S uvarum/ KY105007.1 S cerevisiae /KY104983.1 S
cf. bayanus/pastorianus/ KY105228.1 S uvarum /KY105171.1 S cf. cerevisiae/paradoxus/
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EU145771.1 S uvarum/ MK267707.1 S bayanus/ TYPE_NR_153310.1 S uvarum/
KY105144.1 S cf. cerevisiae/paradoxus/ KY104974.1 S cf. bayanus/pastorianus
IMK267682.1 S sp. /KY104965.1 S bayanus /KY104956.1 S bayanus /KY104950.1 S
bayanus/ MW710905.1 S pastorianus /MW980899.1 S uvarum /MwW980897.1 S uvarum/
795946.1 S bayanus/ MW710882.1 S eubayanus /MW710883.1 S pastorianus /KM384476.1
S eubayanus /OK051321.1 S eubayanus /OK051019.1 S eubayanus /OK051441.1 S

eubayanus /KR871556.1 S eubayanus/ KR871555.1 S eubayanus /KR871554.1 S eubayanus/
TYPE_NR_137586.1 S eubayanus
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.Phylogeny «¢ 159 2a5 <NG_phylogeny «GenBank <Saccharomyces :saliiall cilalsl)

Résumé

L'objectif de cette étude était d'utiliser des outils bio-informatiques pour caractériser
moléculairement et délimiter les especes de champignons Saccharomyces. La compréhension
de la phylogénie et de la diversité des champignons est cruciale pour comprendre leurs
propriétés biologiques, et les outils bio-informatiques se sont révélés particulierement utiles
pour analyser de grandes quantités de données de séquence dans la recherche sur les
champignons. Les séquences ont été téléchargées a partir de la base de données publique
GenBank, les ont nettoyées manuellement, puis les ont introduites dans la plateforme
NG_phylogeny pour construire un arbre phylogénétique en utilisant les méthodes du maximum
de vraisemblance (ML) et Mr Bayes. Les résultats obtenus ont confirmé la répartition des
séquences en dix-neuf MOUTUs grace a la méthode de délimitation mPTP. Ainsi, cette étude
démontre l'utilité des outils bio-informatiques pour la caractérisation moléculaire et la
délimitation des espéces de champignons Saccharomyces, ce qui contribue a une meilleure
compréhension de leur phylogénie et de leur diversité biologique.

Mots clés : Saccharomyces, GenBank, NG_phylogeny, Délimitation des espéces, Phylogénie.
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Abstract

The objective of this study was to use bioinformatics tools to molecularly characterize and
delimit Saccharomyces fungal species. Understanding the phylogeny and diversity of fungi is
crucial to understanding their biological properties, and bioinformatics tools have proved
particularly useful for analyzing large amounts of sequence data in fungal research. The
sequences were downloaded from the public GenBank database were manually cleaned, then
fed into the NG_phylogeny platform to construct a phylogenetic tree using maximum likelihood
(ML) and Mr. Bayes methods. The results confirmed the division of sequences into nineteen
MOUTUs using the mPTP delimitation method. This study demonstrates the usefulness of
bioinformatics tools for the molecular characterization and delimitation of Saccharomyces
mushroom species, contributing to a better understanding of their phylogeny and biological
diversity.
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