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Clarification

Dans la rédaction dela thése de master, nous avons utilis¢é divers outils et ressources pour
améliorer la qualit¢ et la clart¢ du texte. Nous avons notamment fait usage de plateformes de
traduction en ligne pour vérifier la précision des termes et expressions utilis€s, ainsi que des
outils d'mntelligence artificielle pour améliorer la formulation des phrases et corriger les erreurs
grammaticales et syntaxiques. Ces moyens ont été précieux pour garantir la qualit¢ du contenu

rédactionnel et assurer sa compréhension optimale.
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Introduction générale

Depuis la premicre utilisation du terme en 1998, la métagénomique est devenue un
domaine nnovant et intégré de I'écologie microbienne. La métagénomique est un concept qui
consiste a analyser le matériel génétique extrait directement d'échantillons de I'environnement.
Le progres de la technologie du séquengage de nouvelle génération (NGS) a ouvert la possibilité
de réaliser des analyses du métagénome sur la base de séquences. Les plates-formes de la
génomique de nouvelle génération permettent aux scientifiques de collecter des données a haut
débit a faible cofit, ce qui favorise le développement des analyses métagénomiques fondées sur

les séquences et destintes a décrire des communautés microbiennes dans leur totalité

(Dudhagara, etal., 2015).

La métagénomique est une association de la génomique, de la bioinformatique, et de la
biodiversit¢ des écosystémes qui peut étre employée pour étudier les génomes de plusieurs
organismes en méme temps (Luiza et Dumitru 2021). Grace aux outils de la bio-informatique,
la phylogénétique a permis de définir de nouvelles especes bactériennes. Les biologistes, les
mformaticiens et les bio-informaticiens travaillent ensemble pour analyser, classer etinterpréter

les données biologiques (Vert, 2013).

Le séquencage du géne de IARN ribosomal 16S est crucial pour l'étude de la phylogénie
et de la taxonomie bactériennes, surtout lorsque les méthodes biochimiques classiques
échouent. Cette méthode permet d'identifier le genre bactérien dans plus de 90% des cas et
lespece bactérienne dans 65 a 85% des cas. Toutefois, entre 1 et 14% des isolats peuvent rester
non identifiés. Globalement, le séquengage de IARNr 16S surpasse les méthodes

bactériologiques traditionnelles (Lamoril et al., 2008).

L'objectif de notre travail de recherche est d'identifier et de classer des séquences
mconnues d'ARNr 16S afin de les attribuer a une famille, un genre ou une espéce spécifique.
Pour ce faire, nous nous concentrons sur lanalyse de séquences d'ARNr 16S obtenues a partir

de la base de données GenBank.
Plus précisément, notre étude vise a:

1. Rechercher, sélectionner et télécharger des séquences d'ARNr 16S des unités

taxonomiques opérationnelles (OTUs) a partir de loutil BLAST.
2. Utiliser des outils bioinformatiques pour aligner et traiter ces séquences.

3. Construire un arbre phylogénétique représentant les OTUs.
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4. Analyser cet arbre phylogénétique a laide de la méthode de délimitation ASAP
(Assemble Species by Automatic Partitioning).

Cette approche permettra non seulement de localiser les séquences inconnues, mais aussi
de les classer précisément, améliorant ainsi notre compréhension des relations phylogénétiques

et de la diversit¢ des espéces représentées.
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Chapitre 1 Métagénomique

1.1. Définition

« Meta “ signifie ” aprés “ et ” génomique » correspond a I'étude du contenant complet

de ADN d'un organisme (Chiriac et al., 2021).

. , i u . _ .
Ce terme consiste en une analyse génomique dun oupe de micro-organismes ar

extraction directement de ADN d'une communauté de bactéries (Handelsman, 2004).

La métagénomique permet de ne pas avorr a isoler ou a cultiver des micro-organismes.
Les stratégies métagénomiques basées sur un isolement direct des acides nucléiques a travers
des échantillons environnementaux se sont montrées des méthodes puissantes pour l'exploration
de nouvelles souches et de communautés de bactéries complexes. Ces communautés sont
souvent composées de germes non cultivables (99 %) des bactéries présentes dans la majorité

des environnements (Simon et Daniel, 2011 ; Diene et al., 2014).
1.2. Historique

L'é¢tude des communautés microbiennes est trés ancienne, mais elle s'est longtemps
limitée a lutilisation de techniques d'imagerie qui ne permettaient que lobservation de

caractéristiques morphologiques.

Dans ce contexte, seuls les organismes cultivables peuvent étre testés. Ainsi, avant les
techniques de biologie moléculaire, seule une petite partie des micro-organismes existants
pouvait étre étudiée a une faible résolution. L'ARN ribosomique a ét¢ décrit comme un
mdicateur pour la classification des especes. Ces méthodes ont été utilisées pour les données
environnementales par Pace et al, qui ont suggéré en 1986 le séquencage direct de ARN
ribosomique dans le milieu, sans qu'l soit nécessaire de cultiver des bactéries. Le concept de
métagénomique fait référence au séquencage direct de ’ADN dans un environnement donnant

potentiellement accés aux génomes de tous les membres d’une communauté (Guyomar et

Lemaitre, 2023).

Par la sutte, le terme métagénomique a progressivement été utilis€ pour faire référence a
des études telles que la génomique environnementale, la génomique des communautés, la
génomique €écologique, la génomique environnementale et la génomique microbienne.
L'objectif de cette nouvelle approche de I'écologie microbienne est de mieux déchiffrer Ia
diversit¢ microbienne présente dans les niches environnementales. Vous pourrez mieux
comprendre les relations évolutives des différents taxons déterminés et caractériser des

nouveaux genes et des nouvelles fonctions (Pauline et al., 2013).
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1.3. Différentes approches de la métagénomique :
Il y a deux types de données métagénomiques utilisées pour mener ces analyses :
1.3.1. Métagénomique globale (shotgun, plein-génome)

La métagénomique du génome entier ou métagénomique implique le séquencage de tout
I’ADN d’un échantillon. Au lieu d’amplifier des régions spécifiques du génome, ’ADN entier
du génome ou du métagénome est découpé au hasard en fragments et séquencé a I’aide de
techniques traditionnelles a haut débit. Cela signifie que nous pouvons séquencer les génomes

de tous les membres de notre communauté (Guyomar et Lemaitre, 2023).

Genome bactérien .

Fragment d'ADN ‘HEE‘“
R s " e -
. — e — e — — —
- ~ —_——T —_——
= - - - T =
A
Echantillon d’un Extraction et fragmentat Séquengage globale Alignement sur tous les génomes
microbiote des ADN bactériens connus

Figure 1. Vue d'ensemble de l'approche globale de la métagénomique (Schutz, 2016).
1.3.2. Métagénomique ciblée (Metabarcoding)

La premicre approche est une stratégie ciblée qui immplique l'amplification et le
séquencage d'une ou plusieurs parties précises d'un ou plusieurs génome(s) particulier(s). Cette
approche est particuli¢rement utilisée pour la détermination des microbes (tel que, les genes
codant pour 'ARNr 16S afin d'identifier les bactéries) ou la recherche de résistance (par

exemple, les génes liés a des mutations de résistance chez les virus) (Marchand et al., 2024).
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microbiote (ARNT 16S) bactériens connus

Figure 2. Vue d'ensemble de l'approche ciblée de la métagénomique (Schutz, 2016).
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ARNr 16S

Généralement, les marqueurs moléculaires sont considérés comme des études de codes-
barres et/ou des études taxonomiques ou évolutives. Bien que plusieurs régions ou génes aient
été proposés, lacide ribonucléique ribosomal 16S (ARNr 16S) a été initialement proposé par
Pace etal en 1986, ou il a été proposé comme un bon choix pour la classification bactérienne.
L’idée a été rapidement adoptée par la communauté scientifique et les séquences d’ARNr 16S
ont ¢té utilisées pour construire des bases de données spécialisées. Ce qui précede permet aux
séquences d’ARNr 16S de servir d’outl important pour reconstruire les relations
phylogénétiques. L'ARNr 16S est un polyribonucléotide d'environ 1 500 nucléotides codé par
le géne de ADN ribosomal 16S. Cependant, ’ARNr est suffisamment variable pour distinguer
non seulement les organismes les plus éloignés, mais également les plus proches, et peut

distinguer les especes, les souches ou les variantes (Fabiola et al., 2015).

L'ARNr 16S contient neuf régions moins conservées ou hypervariables (V1-V9) qui
fournissent les informations les plus utiles pour les études phylogénétiques et taxonomiques
(figure 3). Les régions conservées sont d’une grande aide dans la conception d’amorces
universelles capables d’amplifier différentes régions hypervariables de 'ARNr 16S de la

grande majorité des micro-organismes présents dans la communauté (Fabiola et al., 2015).

v2 v4 V6 v8
137-242 576-682 986-1043  1243-1294
Vi v3 V5 v7 V9
69-99 433-497 822-879 1117-1173 1435-1465

Figure 3. Régions conservées (gris) et hypervariables (bleu) de ’ADNr 16S bactérien
(Siegwald, 2017).

1.4. Avantages de la métagénomique

La métagénomique offre plusieurs avantages, notamment :

Etude de la biodiversité : Permet d'analyser la diversité génétique de communautés
microbiennes complexes sans besoin de cultiver les micro-organismes en laboratoire (Sauvage

et al., 2017).

Découverte de nouvelles espéces : Facilite l'identification de nouvelles espéces de micro -

organismes, y compris celles qui sont difficiles ou impossibles a cultiver (Sauvage et al., 2017).


https://dialnet.unirioja.es/servlet/autor?codigo=4738412
https://dialnet.unirioja.es/servlet/autor?codigo=4738412
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Séquencage en parallele pour une efficacité optimisée : Le séquencage métagénomique
permet d'analyser simultanément plusieurs échantillons au cours d'une seule opération de
séquencage. Cette capacité de séquencage réduit considérablement les colts, rendant cette

méthode plus économique pour les études a grande échelle (Lamoril et al., 2008).
1.5. Applications de la métagénomique

Les applications de la métagénomique démontrent I'étendue et la diversit¢ des domaines
ou cette technologie peut étre mise en ceuvre. Elle ouvre des perspectives innovantes tant pour
la recherche scientifique que pour les développements industriels, en permettant des avancées
significatives dans des secteurs variés tels que la santé, I'écologie, lagriculture, l'industrie

alimentaire, et la biotechnologie (Diene etal., 2014).
1.5.1. Application médicale

L'emploi de méthodes de métagénomique permet de comprendre par exemple comment
le microbiote intestinal humain fonctionne. De plus, la découverte de traits microbiologiques
associés a diverses affections a donné lieu a [élaboration d'approches préventives,

diagnostiques ou thérapeutiques novatrices en médecine, comme la cirrhose du foie (Calenge

etal., 2017).
1.5.2. Environnements naturels

Analyse de la diversit¢ microbienne dans des écosystemes variés, tels que les océans, les
sols, et les eaux douces, pour comprendre les cycles biogéochimiques et les imnteractions

¢cologiques (Faure et Joly, 2016).
1.5.3. Application agricole

Etude des communautés microbiennes du sol pour améliorer la fertilité et la santé des

cultures (Adjeroud, 2021).
1.5.4. En biotechnologie

La métagénomique présente un potentiel économique notable en raison de la disponibilité
de nouvelles enzymes et molécules bioactives tels que les antibiotiques et les anticancéreux. En
mtégrant les méthodes de criblage a haut débit, elle révele une grande diversit¢ de nouveaux
biocatalyseurs, ou molécules, dans le domaine des applications biotechnologiques et
pharmaceutiques. De nombreux environnements extrémes ont ét¢ explorés dans la littérature
pour identifier de nouveaux biocatalyseurs qui sont employés dans différentes ndustries

comme la fabrication de biocarburants et la dégradation de plastiques (Adjeroud, 2021).
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Chapitre 2 Biodiversité

2.1. Définition

Le terme « biodiversit¢ » a ét¢ mventé¢ au début des années 1970 par 1’Union
ternationale pour la conservation de la nature (UICN). 1l fait généralement référence au
nombre total d’espéces (plantes, animaux terrestres et marins, champignons et micro-
organismes) qui existent dans I’ensemble de la biospheére ou de I'écosystéme, mais il englobe
également la diversit¢ a différents niveaux (diversit¢ génétique, populations et sous-populations
d’espéces et communautés écologiques mixtes). Le terme « biodiversité » fait référence a la

variété¢ et a la variabilit¢ des diverses formes de vie et communautés écologiques qu’elles

habitent (Ramade, 2008 ; Rodriguez et al., 2023).
2.2. Niveaux de la biodiversité

La biodiversit¢ est essentiellement une question d'mtégration, car elle englobe Ia
variabilit¢ génétique des populations, la diversité des espéces et la diversité fonctionnelle des

€cosystemes.
2.2.1. Diversité génétique

La variation génétique est un indicateur de la sant¢ d'une population. Une moindre
diversit¢ génétique au sein d'une population entraine des risques de consanguinité et réduit la
durée de vie des individus, des populations et des espéces. A linverse, une population
démographiquement saine illustre une dynamique positive de renouvellement génétique. Cette
diversit¢ génétique se manifeste dans chaque individu, reflétant la diversit¢é morphologique et

physiologique (phénotypique) des organismes (Harold, 2007 ; Ramade, 2008).
2.2.2. Diversité spécifique

La diversit¢ des espéces est d'une grande importance et représente une référence
fondamentale dans toutes les mesures de protection de la biodiversité. Le nombre d'espéces d'un
groupe systématique donné au sein d'un écosystéme particulier est en effet d'une grande

importance en écologie, qui sert a protéger la nature et ses ressources (Ramade, 2008).

Contrairement a la diversit¢ génétique, qui rend I'évaluation de la biodiversit¢ plus
complexe, la richesse et la diversit¢ des especes au sein d’une communauté dépendent d’un
grand nombre de parametres. Ces parametres comprennent I'hétérogénéité de lhabitat, la

latitude géographique et la résilience des écosystemes (Harold, 2007).

En biologie de la conservation, on distingue trois catégories générales de diversit¢ des

espéces : La diversité au niveau d'une communauté est appelée diversité alpha, et la diversité
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entre les communautés est appelée diversité béta. Généralement définie comme un gradient
mesurable et quantitatif a travers le paysage (par exemple, le pH du sol, 'humidité, etc.), la

diversit¢ gamma se réfere a la diversit¢ unique que lon trouve dans les larges paysages
(Virginie, 20006).

2.2.3. Diversité écosystémique

An assemblage dynamique consistant d'une communauté d'organismes et de leur milieu

abiotique est appelé un écosysteme (Virginie, 2006).

Le niveau supérieur de I’écosysteme (ou diversit¢ écologique) est inclus dans I’échelle de
la biodiversité. En réalité, ce qui le distingue le plus dunombre d'especes qu'il contient, ce sont
les caractéristiques résultant de la disposition des espeéces qui composent sa communauté. Des
particularités qui différencient l'écosysteme d'un autre émerge de ce regroupement d'especes

mterconnectées propres a un écosysteme donné¢ (Ramade, 2008).
2.3. Méthodes d’analyse en écologie microbienne

La capacit¢ a déterminer le nombre et le type de micro-organismes au sein d'une
communauté est essentielle pour comprendre la structure et la fonction d'un écosystéme. La
forme simple de la plupart des micro-organismes fournit peu d'indices pour leur identification
et leurs caractéristiques physiologiques sont souvent floues. En outre, de nombreux organismes
sont résistants a la culture, ce qui est nécessaire pour les caractériser. La technologie de TADN
recombinant a permis de dépasser bon nombre des difficultés Lées a la culture et a la
caractérisation et a fourni depuis lors une multitude de nouvelles informations sur la complexité
des communautés microbiennes naturelles. Les approches moléculaires utilisant l'analyse des
séquences d'ARN ribosomique (ARNT) 16S permet d'étudier en direct la structure, la diversité
et l'évolution des communautés microbiennes dans presque tous les environnements.
L'hybridation acide nuckique peut €galement é&tre utilisée pour quantifier des espéces
individuelles de micro-organismes ou des communautés microbiennes entieres. De plus,
I'utilisation de sondes d’ARNr spécifiques a une population marquée par fluorescence permet
I’examen microscopique de cellules individuelles et d’interactions in situ au sein d’assemblages

microbiens complexes (Theron et Cloete, 2000).

Il existe plusieurs fagons d’étudier différentes communautés microbiennes au sein d’un

habitat :
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2.3.1. Approches microbiologiques classiques

Apres la découverte des boites de Pétri, celles-ci ont été largement utilisées pour la culture
en laboratoire. Les colonies peuvent étre isolées par des coupes répétées sur des milieux solides
(ou en les versant dans des boites ou des tubes d'agar). Les cellules peuvent également étre
isolées par dilution dans un milieu liquide. L'enrichissement et les cultures pures sont utilisés
pour sélectionner les micro-organismes d'intérét. Cependant, les milieux et les conditions
utilisés dans les cultures de laboratoire ne reproduisent souvent pas les conditions naturelles, ce
qui empéche la croissance des microbes. Cette méthode classique semble étre plus efficace pour
les micro-organismes a forte croissance, qui constituent une petite proportion de toutes les
communautés microbiennes naturelles. Il est donc nécessaire de développer de nouvelles

méthodes pour cultiver une plus large gamme de micro-organismes (Van et Jaisoo, 2012).
2.3.2. Approches métagénomique

La prise de conscience du fait que la plupart des micro-organismes de I'environnement ne
peuvent pas étre cultivés a laide de méthodes standard a stimulé le développement de la
métagénomique, ou analyse génomique des micro-organismes non cultivés. Deux types
d'analyse sont utilis€s pour récupérer des nformations a partir des banques métagénomiques.
L'une est lapproche basée sur les fonctions, ou les banques métagénomiques sont d'abord
sélectionnées sur la base des traits exprimés, et lautre est lapproche basée sur les séquences,
ou les banques sont d'abord sélectionnées sur la base de séquences d'ADN spécifiques. De
nouveaux antibiotiques et enzymes ont été parmi les premiéres découvertes en métagénomique.
Les améliorations futures des méthodes d'enrichissement en geénes dotés de fonctions

spécifiques accéléreront la découverte de molécules utiles (Patrick et Handelsman, 2003).
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Pour atteindre les objectifs de notre travail, nous avons étudi¢ les différentes séquences
génétiques des bactéries trouvées par le chercheur Adjeroud Moussa dans le cadre de son étude
sur un échantillon d'une source thermale prélevé a la station thermale « Hammam FEssalihine »
dans la wilaya de Khenchela. Cette recherche, publi¢e dans sa thése mtitulée « Investigation
métagénomique de la biodiversit¢ des Bactéries et Archaea productrices de substances
bioactives a partir de quelques sources hydrothermales en Algérie », se concentre sur la
biodiversité des bactéries et des archées produisant des substances biologiquement actives. Le
chercheur a extrait 'ADN génomique d'échantillons d'eau a 68-70°C et cblé la région V4-V5
de ARNr pour amplification, séquengage et analyse.

3.1. Matériel
3.1.1. Présentation du matériel

Cette étude a été effectuée sur des outils en biomformatiques sur des plateformes en ligne

et des applications (installé), a partir deux simples ordinateurs, ses caractéristiques sont

détaillées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1. Caractéristiques des ordinateurs utilisées

Les caractéristiques Ordinateur 1 Ordinateur 2
Nom de I’appareil DESKTOP-9CGVMTG DESKTOP-GPT3520
Processeur Intel(R) Core (TM) 13- Intel(R) Pentum(R) Dual
6006U CPU @ 2.00GHz CPU T2370 @ 1.73GHz
2.00 GHz 1.73 GHz
Version 22H2 21H2
Systeme d'exploitation Windows 10 Professionnel | Windows 10 Professionnel
64 bits 64 bits

3.1.2. Construction de I'arbre phylogénétique

La construction d'un arbre phylogénétique est un processus complexe qui permet de
représenter les relations évolutives entre différentes especes, autres unités taxonomiques ou

difrents geénes (Taguan, 2015).

Ce processus se déroule selon les étapes clés suivantes
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3.1.2.1. Collecte des Données

Une recherche dans GenBank (https//www.ncbinlm.nih. gov/nuccore) des séquences
nucléotidiques bactériennes déposées par le chercheur sous le nom Adjeroud a révélé 120
séquences bactériennes avec des numéros d’accessions numérotées de MH394069 a

MH394186 + (MK309929 et MK309930) (Figure 4).

Toutes ces séquences sont signalées par une définition : Clone A d'une bactérie non
cultivée, géne de IARN ribosomal 16S, séquence partielle. Elles ne sont assignées a aucun

groupe taxonomique (Taxon), mais seulement sous a un organisme bactérien non cultivé.

- S

[&] T ncbinlm.nih.gov/nuccore

NIH National Library of Medicine

National Center for Biotechnology information

:
Nucleotide |Nucleotide | Adjeroud | | | Search |
LCLEaI.LalEB_AdMaDLEd] Help
— clear Summary = 50 per page ~ | Sort by Accession » Sendte:~  Filters: Manage Filters
+ Bactena (120)
ltems: 101 to 120 of 120 Find related data
Molecule types Database:
genomic DNA/RNA (120) s<First | <Prev Page[3 |of3
Customize ... © Fiters activated: Bacteria. Clear al
Source databases [0 Uncultured bacterium clone M01945_72_000000000-BD7H6_1_2104_11672_8269 16S ribosomal
INSDC (GenBank) (120) 101. RNA gene,_partial sequence
Customize ... 376 bp linear ONA Search details =
Sequence Type Accession: MH394169.1 GI: 1393195162 Adjeroud[All Fields] AND
Nuclectide (120) Taxonomy bacteria[filter]
Sequence length GenBank FASTA Graphics PopSet
Custom range. — _ 4
() Uncultured bacterium clone M01945_72_000000000-BD7H6_1_2101_5497 9839 168 ribosomal

Release date 102. RNA gene, partial sequence Search See more...
Custom range... 377 bp linear DNA
Revision date Accession: MH394170.1 GI- 1393195163 - .

Taxonomy Recent activity
Custom range... -

GenBank FASTA Graphics PopSet Tum Off - Glear

Figure 4. Numéros d'accessions des séquences nucléotidiques bactériennes déposées par le
chercheur Adjeroud dans une base de données GenBank.

GenBank

Est une vaste base de données accessible au public qui contient des séquences de
nucléotides ainsi que des annotations biologiques et bibliographiques. Le National Center for
Biotechnology Information (NCBI), une branche de la National Library of Medicine (NLM),
est responsable de la construction et de la distribution de la GenBank. La NLM est située sur le
campus des National Institutes of Health (NIH) a Bethesda, dans le Maryland (Dennis et al.,
2017).
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Elle comprend des séquences nucléaires accessibles au public pour plus de 340 000
especes partiellement décrites. Est disponible sur son site web https//www.ncbi.nlm.nih. gov/

(Clark etal., 2016).

Nous avons ajouté 75 séquences identifiées soit au niveau de l'espéce, du genre, ou de la
famille, en les soumettant toutes les séquences a logiciel BLAST et en les téléchargeant

lorsqu'elles présentaient une identit¢ supérieure a 93 % (figure 5).

2%  blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi a
BLAST @ » blastn suite » results for RID-5K72FBUP013 Home RecentResults Saved Strategies  Help
Save Search Search Summary v @ How to read this report? E8 BLAST Help Videos  “DBack to Traditional Results Page
Job Title gb|MH394069.1| Filter Results
RID S5K72FBUPQ13 Search expires on 06-01 17.45pm Download All v o
Program BLASTN@® Citation v Organism only top 20 will appear |7\ exclude
Type common name, binomial, taxid or group name
Database nt  See details v ‘ - i : greup
=+ Add organism
Query ID MH394069.1
Description Uncultured bacterium clone M01945_72_000000000-BD7} Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type  nucleic acid ‘ to

to

to

Query Length 375

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download *~ Select columns ~  Show 2]
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
- P Tolal | Query E Per.
Descripion Scientific Name ey Accession
-
Tepidimonas sp. SPSPC-18 165 ribosomal RNA gene, pariial sequence Tepidimonas charontis 693 100% 00 100.00% MH590703.1
Tepidimonas sp. SPSP-6 16 ribosomal RNA gene, partial sequence Tepidimenas charontis 693 100% 0.0 100.00% WMH590702.1

Figure 5. Résultats de lalignement BLAST pour l'échantillon [MH394069.1 avec la souche
"Tepidimonas charontis"

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Le site Web du National Center for Biotechnology Information (NCBI), BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), constitue une ressource précieuse pour lalignement et la
recherche de séquences. Il s'agit d'un outil fréquemment utilisé pour trouver des similitudes de
séquences. BLAST est proposé par le National Center for Biotechnology Information (NCBI)
a la fois de maniéere mndépendante et par I'imtermédiaire de son site web

https//blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi (Grzegorz et al., 2013 ; Newell et al., 2013).

Plusieurs variantes de BLAST comparent toutes les combinaisons de requétes de

nucléotides ou de protéines avec des bases de données de nucléotides ou de protéines (Ye et
al., 2000).
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3.1.2.2. Alignement des séquences

L'alignement multiple des séquences est le processus de comparaison stratégique des
séquences d'ADN, d'ARN ou d'acides aminés afin d'identifier les similitudes et les différences.
Ce processus met en évidence les zones conservées et les différences entre les séquences, ce

qui peut donner des informations essentielles sur leur évolution, leur fonction et leurs relations

(Pevaner, 2006).

Les programmes utilisés dans lalignement multiple pour aligner les séquences sont
ClustalW, MUSCLE ou MAFFT. Dans le cadre de notre ¢tude, MEGA X version 11 a été utilisé
pour réaliser des alignements de séquences a l'aide de la méthode MUSCLE®, disponible a son
site https//www.megaso ftware.net/ (Figure 6).

MEGA
Logiciel MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) offre une collection d'outils
pour I'évolution moléculaire, tels que l'assemblage de séquences, la déduction d'arbres évolutifs

et l'estimation des distances et des diversités génétiques (Kumar et al., 2018).

Des le départ, MEGA a ét¢ développé dans le but d'étre "touyjours gratuit" pour le public
et de faciliter les analyses statistiques de I'évolution molkéculaire a laide d'ordinateurs
personnels (Caspermeyer, 2018).

m M11: Alignment Explorer
Data Edit Search Alignment ~ Web  Sequencer  Display Help

A=A EnEwB)r i «ODxbhxa/+&ar @238

[mi]

DMA Sequences  Translated Protein Sequences

‘SpeciesiAbbry

1. MH384068.1 Uncultured bacterium clone
2. MH394070.1 Uncultured bacterium clone
3. MH384071.1 Uncuttured bacterium clone
4. MH394072.1 Uncultured bacterium clone
5. MH384073.1 Uncuttured bacterium clone
6. MH394074.1 Uncultured bacterium clone
7. MH384075.1 Uncuttured bacterium clone
8. MH394076.1 Uncultured bacterium clone
9. MH394077.1 Uncultured bacterium clone
10. MH384078.1 Uncultured bacterium clone
11. MH394079.1 Uncultured bacterium clone
12. MH384080.1 Uncultured bacterium clone
13. MH394081.1 Uncultured bacterium clone
14. MH384082.1 Uncultured bacterium clone
15. MH394083.1 Uncultured bacterium clone
16. MH384084.1 Uncultured bacterium clone
17. MH394085.1 Uncultured bacterium clone
18. MH394086.1 Uncultured bacterium clone
18. MH384087.1 Uncultured bacterium clone
20. MH394082.1 Uncultured bacterium clone
21. MH384088.1 Uncultured bacterium clong
22. MH394090.1 Uncultured bacterium clone
23. MH384081.1 Uncultured bacterium clong
24. MH394092.1 Uncultured bacterium clone
25. MH384083.1 Uncultured bacterium clone
26. MH394094.1 Uncultured bacterium clone
27. MH394095.1 Uncultured bacterium clone
28. MH384086.1 Uncultured bacterium clone
29. MH394097.1 Uncultured bacterium clone
30. MH384088.1 Uncultured bacterium clong

31. MH394099.1 Uncuttured bacterium clone
<

Figure 6. Alignement multiple des séquences par la méthode Muscle par MEGA 11.
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3.1.2.3. Ajustement de I'Alignement (Alignment Curation)

L'ajustement de l'alignement est une étape cruciale et délicate dans la construction d'un
arbre phylogénétique. Il nécessite a la fois des outils automatisés et une expertise humaine pour
assurer que les séquences sont correctement alignées et que les analyses ultérieures sont basées
sur des données fiables (pour corriger les erreurs ou les ambiguités). L'ajustement automatique
de lalignement peut étre réalisé en utilisant des logiciels spécialisés. Ces outils, comme BMGE,
Gblocks, Noisy ou trimAl Ces programmes appliquent des criteres statistiques et des
algorithmes pour détecter et corriger les erreurs de lalignement initial, en garantissant une

meilleure qualit¢ des données alignées (Dereeper et al., 2008 ; Criscuolo et Gribaldo, 2010).
3.1.2.4. Construction de I'Arbre phylogénétiques
Plusieurs méthodes existent pour construire l'arbre phylogénétique :

- Méthode de Distance : Utilise des matrices de distances entre paires de séquences (ex.

: méthode UPGMA, Neighbour-Joining) (Meyer, 1991 ; Mao, 2007).

- Méthode de Parcimonie : Cherche larbre avec le plus petit nombre de changements

évolutifs (Meyer, 1991 ; Mao, 2007).

- Méthode de Maximum de Vraisemblance : Estime la probabilit¢ de l'arbre donné les

données et le modele d'évolution (Meyer, 1991 ; Mao, 2007).

- Méthode Bayésienne : Utilise des techniques statistiques bayésiennes pour estimer la

probabilit¢ des arbres (Meyer, 1991 ; Mao, 2007).
3.1.2.5. Visualisation de I'Arbre phylogénétiques

Pour dessiner et visualiser larbre phylogénétique en représentation graphique, des

logiciels utilisés comme Figlree, MEGA, Dendroscope ou la plateforme itol.embl.de.

Les arbres peuvent étre enracinés ou non enracinés, selon que l'on connait ou non

lancétre commun (Didier et Guindon, 2022).
ITol

Un logiciel en ligne qui est accessible a partir de n'importe quel site web récent
(httpsv//itol.emblde/). iTOL fournit une diversit¢ de services communs pour visualiser les
arbres phylogénétiques et offre plusieurs formats d'affichage, tel que enracinés ou non,

rectangulaire ou radial (Letuni¢ et Bork, 2021).
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3.1.3. Choix et construction de I'arbre

Pour construire un arbre phylogénétique de nos séquences collectées, nous avons utilisé
le logiciel MEGA pour réaliser I'étape d'alignement. Nous avons ensuite utilis¢é la plateforme
NGPhylogeny pour réaliser les autres étapes de (ajustement de l'alignement et construction de

larbre) et enfin nous avons utilis¢ itolemblde pour visualiser l'arbre.
NGPhylogeny

NGPhylogeny.fi est un site web spécialis¢ dans l'étude de la phylogénese. Il propose une
gamme complete d'outils et de méthodes de travaill qui conviennent a divers contextes et
niveaux d'expertise des usuels. Il est possible de déployer NGPhylogeny.fr sur n'importe quel
serveur ou ordmateur personnel, et il est accessible gratuitement sur https//ngphylogeny. fr

(Lemoine et al., 2019).

NGPhylogeny.fr

# Home £ Phylogeny Analysis » % Tols = Workspace @ W Documentation @ About =) Login

¥ Phylogeny Analysis

NP3

N

\

» One Click » Advanced »Ala Carte
Fully automatic workflow Semi automatic workflow Custom workflow
Default tools + default parameters. Default tools + custom parameters Custom tools + Custom parameters.
y ol
Institut Pdsg‘g Q’)ﬁ aLIHMM ATG@ E L ) iftb

Figure 7. Service web NGPhylogeny. fr
3.1.3.1 Cluster Mapping and Clustering with Entropy (BMGE)

Congue pour déterminer les régions dans lalignement de séquences multiples qui
conviennent a I'mférence phylogénétique, la méthode BMGE est capable d'effectuer des

coupures biologiques sur des alignements multiples de séquences d'ADN, de codons ou d'acides

aminés (Criscuolo et Gribaldo, 2010).

Le fichier utilis¢é par BMGE est un alignement de séquences multiples au format FASTA.
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Donc, BMGE est un outil efficace qui peut avoir de larges utilisations dans les analyses

génétiques. Il est accessible de maniere gratuite (Criscuolo et Gribaldo, 2010).
3.1.3.2. Construction d’un arbre phylogénétique

Un arbre phylogénétique est une représentation graphique des relations évolutives entre

différents groupes d'organismes, illustrant leurs liens de parenté (Taguan, 2015).

Ensuite, l'arbre est construit en utilisant le format d'inférence de l'arbre (phyML), puis en

lancant toutes les séquences pour créer larbre phylogénétique (figure 7).
PhyML

Les méthodes du maximum de vraisemblance prennent en compte la longueur des

branches de l'arbre phylogénétique et sont basées sur des caracteres observés (Taguan, 2015).

Elles permettent de comparer un grand nombre d'arbres génétiques possibles et de
sélectionner celui qui maximise la probabilit¢ pour observer les données, en dépendant du
modele de substitution de ADN employé. Cette probabilit¢ est appelée "vraisemblance" de
larbre. (Taguan, 2015)

» Tools
Multiple Alignment Alignment Curation Tree Inference Tree Rendering
O MAFFT O BMGE O Fastve O Newick Display
O MUSCLE O Ghlocks LJTNT
O Clustal Omega O Neigy L PhyML=SMS

O FastTree

O MrBayes
Figure 8. Utilisation de BMGE et de l'arbre PhyML sur le service web NGphylogeny. fr
3.1.4 Délimitation des espéces

La délimitation des espéces permet de déterminer quels groupes d'organismes individ uels

composent différentes populations d'une méme espece et lesquels constituent des especes

16



Chapitre 3 Matériel et Méthodes

distinctes. Les données génomiques jouent un role essentiel dans ce processus, en particulier

dans le cadre de plusieurs concepts d'especes récents (Rannala et Yang, 2020).

Il existe plusieurs méthodes de délimitation des especes : ASAP, ABGD, GMYC, mPtP,
bPTP.

v' IL y a deux méthodes basées sur la distance :
e ASAP (Assemble Species by Automatic Partitioning) (Puillandre et al., 2021).
e ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery) (Puilandre etal., 2012).

v' Trois autres basées sur larbre phylogénétique :

e GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent) (Pons et al, 2006 ; Fujisawa et
Barraclough, 2013)

e mPTP (le modele multi-rate Poisson Tree Processes) (Kapli et al., 2017)

e DPTP (le modele Bayesian Poisson Tree Processes) (Zhang et al., 2013)
Parmi celles-ci, la méthode ASAP a été utilisée pour identifier et différencier les espéces.
3.1.4.1. Assemble Species by Automatic Partitioning (ASAP)
Définition
Une nouvelle technique de création de partitions d'espéces basée sur lalignement de

séquences a des locus individuels, elle permet de partitionner un ensemble de données en une

grande séquence de 10* espéces putatives en quelques minutes (Puillandre et al. 2021).

ASAP est un logiciel indépendant qui peut étre utilisé par une interface web graphique
(https//bioinfo.mnhn. fr/abi/public/asap) ou qui est téléchargeable et disponible en version
compilée pour une utilisation locale (Puillandre et al. 2021).

Principe
Il s'agit d'une mise en ceuvre de lalgorithme de classement hiérarchique qui classe les

séquences en " groupes ", puis les fusionne en une séquence jusqu'a ce que toutes les séquences
forment un groupe. A chaque étape de la fusion, le positionnement de toutes les séquences dans
les groupes est appelé "partition". La premiére partition contient le nombre de groupes
correspondant au nombre de séquences (non encore regroupées), alors que la derniére partition
est un groupe unique contenant toutes les séquences. Les groupes plus importants sont formés

en fusionnant les groupes de la partition précédente (Puillandre et al. 2021).
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3.2. Taxonomie

GenBank a été utilisé pour classifier les especes bactériennes incultivables. En utilisant
loutil de taxonomie, il suffit de saisir le nom du genre recherché pour obtenir sa classification
taxonomique, incluant le nom de la famille, lordre et la classe associés a chaque genre. Le

logiciel Excel a été utilisé pour établir un tableau contenant les genres et leur classification.
Unité Taxonomique Opérationnelle (OTU)

Est une méthode utilisée pour classer des groupes d'organismes en fonction de la
similarit¢ de leurs séquences génétiques. Dans les ¢études de microbiologie et de
métagénomique, les OTU sont souvent utilisées pour identifier et comparer les
microorganismes présents dans des échantillons environnementaux. Chaque OTU représente
un groupe de séquences de genes (souvent des séquences d'ADN ribosomique 16S chez les
bactéries) qui sont suffisamment similaires pour étre considérées comme provenant d'un méme
groupe taxonomique, bien que le seuil de similarité puisse varier en fonction de I'étude. Les
OTU permettent de simplifier l'analyse des données de séquencage en regroupant les séquences
en unités comparables, facilitant ainsi I'étude de la diversit¢ microbienne et de la composition

des communautés microbiennes (Mysara et al., 2017).
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Chapitre 4 Résultats et Discussion

Ce chapitre présente les résultats obtenus aprés lanalyse de séquences d'ADN extraites
de bases de données a laide d'approches bioinformatiques telles que la construction d'arbres

phylogénétiques et la délimitation d'especes.
4.1. Téléchargement des séquences

Nous avons d'abord téléchargé les séquences bactériennes publiées par Moussa Adjeroud
dans GenBank avec des numéros d'acces compris entre MH394069 et MH394186 +(MK 309929
et MK309930). Nous avons ensuite ajouté¢ (75 séquences) d'autres séquences présentant un
degré ¢levé de similarité en comparant les séquences précitées un par un a l'aide du test BLAST.

Les longueurs de toutes ces séquences €taient comprises entre 372 et 381 pb.

Ces séquences ont ¢été identifiées, chacune représentant une unit¢é taxonomique

opérationnelle (OTU) (Adjeroud, 2021).
4.2. Identification et vérification des séquences

Pour vérifier les differentes séquences téléchargées (120 séquences de MH394069 a
MH394189+ MK309929, MK309930 et 75 séquences similaires), nous avons utilis¢ l'outil
BLAST. Parmi ces séquences similaires ont été sélectionnées les séquences les plus proches et
excluant les especes non identifiées incultivées. De plus, une seule espéce a été retenue pour

chaque genre.
4.3. Alignement des séquences

Nous avons aligné les séquences que nous avons collectées en utilisant la méthode de
Muscle pour pouvoir discriminer d'une part les régions de similarité susceptibles d'étre des
relations fonctionnelles, structurelles ou évolutives et d'autre part les régions de divergence

susceptibles de représenter différentes mutations (substitutions, délitions, insertion, ...).

Dans l'exemple ci-dessous, les mutations peuvent étre représentées :
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Figure 9. Partic de l'alignement des séquences montre les similitudes et les divergences.

4.4. Construction d’arbre phylogénétique

Pour construire l'arbre phylogénétique, nous avons employé la méthode du maximum de
vraisemblance (ML), en suivant une série d'étapes spécifiques. L'alignement des séquences a
été effectu¢ a laide du logiciel MEGA X, version 11, en utilisant l'algorithme MUSCLE. Le
curage des séquences alignées a été réalis€ avec loutii BMGE, accessible via la plateforme
NGPhylogeny. fr. Ensuite, I'arbre phylogénétique a ét€ construit en utilisant la méthode PhyML,
également disponible sur NGPhylogeny.fr. Enfin, la visualisation de larbre résultant a été
effectuée a laide de de la plateforme en ligne Itoolde.

La figure 10 montre l'arbre phylogénétique des séquences étudiées a laide de la méthode
de vraisemblance maximale ML, les clades colorés indiquent les différents groupes (subset) et
chaque groupe représente nombre des especes différentes (18, 14,7, ...etc.) selon la partition 3
des résultats de délimitation ASAP par contre les clades non colorés représentent des groupes

mndividuels.
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Figure 10. Arbre phylogénétique de la séquence étudiées par la méthode ML, Les couleurs
mdiquent le regroupement des séquences apres lanalyse réalisée par l'approche ASAP
(partition 3).

4.5. Délimitation des espéces

La méthode de délimitation des especes ASAP a donné 10 partitions meilleures, chacune
accompagnée d'un score indiquant leur robustesse. Plus le score est bas, meilleure est la
partition, nous avons choisi les trois scores les plus faibles, la premiére partition donne 177

subsets « sous ensemble », le deuxiéme donne 174 subsets et le troisitme donne 95 subsets.
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Figure 11. Affichage du graphique des sous-ensembles encadrés dans les résultats de l'outil
web ASAP.

e Partition 1

Dans la premicre partition, qui a obtenu le score le plus bas de 7,5, 177 subsets (sous-
ensembles) ont ét¢ trouvés. La plupart de ces sous-ensembles représentent des especes
mndividuelles, chaque espéce constituant un sous-ensemble distinct. Cependant, certains sous-
ensembles regroupent deux espéces ensemble, Comme Adjeroud en 2021 a défini les sous-
ensembles comme des OTUs (unit¢ taxonomique opérationnelle) au niveau des especes, nous

pouvons également considérer que sous-ensemble représente une espece.

- Le premier groupe : Une bactérie non cultivable, identifiée par le code d'accession
MH394069, est regroupée avec lespéce Tepidimonas charontis. Cette derniére appartient a
lordre des Burkholderiales et ala classe des Betaproteobacteria. Cela signifie que cette bactérie

non cultivable est taxonomiquement proche de Tepidimonas charontis.
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- Le deuxieme groupe a révélé une autre espece non cultivable, identifiée par le code
d’accession MH394070, est regroupée avec I'espece Acinetobacter oryzae, qui appartient a la
famille Moraxellaceae. Par conséquent, cette espéce non cultivable est également attribuée a

cette famille.

- Le troisitme groupe montre une espeéce non cultivable, identifiée par le code

MH394072, est classée au sein de la famille des Sphingomonadaceae.

- Le quatritme groupe comprend une espéce non cultivable, identifi¢e par le code
MH394078, est associée a lespéce Rossellomorea vietnamensis, qui appartient a la famille

Bacillaceae.

- Le cinquieme groupe comprend une bactéric non cultivable, identifiée par le code
MH394112, est regroupée avec l'espece Sutcliffiella horikoshii, également membre de la famille

Bacillaceae.

- Le sixitme groupe est représent¢ par 'espece Metabacillus indicus qui appartient a la

famille Bacillaceae avec un espéce non cultivable codé par MH394096.

- Le septiéme groupe contient I'espece Fictobacillus nanhhaiensis appartint a la famille

Bacillaceae, avec 'espéce non cultivable son code MH394108.

- Le hutitme groupe regroupée I’espece non cultivable son code est MH394091, avec
I'espéce Caldilinea aerophila, appartenant a la famille des Caldilineaceae, indiquant que cette

espece non cultivable appartient également a cette famille.

- Le neuvieme groupe représente une bactérie non cultivable, identifiée par le code
d’accession regroupée avec le genre Streptomyces, ce qui signifie que cette espece non cultivée

est attribuée a cette famille.

- Le dixieme groupe comprend une bactérie non cultivable, identifiée par le code
MH394118, est regroupée avec une espece Microbacterium foliorum, qui appartient a la famille

des Microbacteriaceae. Cette bactérie non cultivable appartient donc a cette famille.

- Le onziéme groupe est représenté¢ par deux espéces non cultivables, identifiées par les

codes d’acces MH394176 et MH394081, sont classées ensemble dans un méme groupe.

- Le douzieme groupe représente I'espéce Chloroflexus aurantiacus qui appartient a la

famille Chloroflexaceae avec espéce non cultivable son code est MH394077.

27



Chapitre 4 Résultats et Discussion

En résumé, la premiere partition réveéle une structuration précise des especes, avec toutes
les séquences des espeéces non cultivables obtenues par Adjeroud réparties dans des OTUs
(Unités Taxonomiques Opérationnelles) distinctes comme dans son étude (Adjeroud, 2020) et
correctement associées a des familles ou genres connus, ce qui démontre lefficacit¢ de la

méthode ASAP pour la délimitation des especes.
e Partition 2 : contient un score égal 10, a fourni 174 subsets, dans cette partition, i y a

une seule différence par rapport a la premiére qui représente par un groupe contient 04 especes,
une espece non cultivée son code d’accession MH394167 regroupée dans un subset numéroté
99 avec 3 especes connus : Agrobacterium deltaense, Peteryoungia ipomoeae, Rhizobium
daejeonense, qui appartient a la méme famille : Rhizobiaceae, cela signifie que cette espéce

incultivable appartient a cette famille.
e Partition 03 : le score de cette partition 13 et le nombre de subsets 95, La suite des
résultats du cette partition est montrée dans le tableau 02.

Tableau 2. Résultats du taxonomie des especes a partir la méthodes de délimitation « ASAP »
de la partition 03.

OTU Les séquences La famille L’ordre

Subset[1] | KY039329.1 Burkholderiales

MH394069.1 Uncultured bacterium
MH590703.1 Tepidimonas charontis
AF125877.1 Dehydroabietic acid-
degrading bacterium

MH394102.1 Uncultured bacterium
MH394127.1 Uncultured bacterium
MH394129.1 Uncultured bacterium
MH394168.1 Uncultured bacterium
NR 165749.1 Tepidicella Famille inconnu
baoligensis
MH394130.1 Uncultured bacterium Burkholderiales

n:18 bacterium

NR 173595.1 Aquaribacter albus
KP717085.1 Aquabacterium
citratiphilum

K (C492984.1 Rivibacter sp.
MK757933.1 Malikia sp.
KU360711.1 Macromonas Comamonadaceae
nakdongensis

NR 158120.1 Hydrogenophaga
aquatica

MHO046068.1 Azohydromonas
sediminis Sphaérotilaceae
MT893353.1 Piscinibacter lacus
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Subset|2]
n:14

MH394070.1 Uncultured bacterium
MN727125.1 Acinetobacter oryzae

MH394161.1 Uncultured
MH394124.1 Uncultured
MH394114.1 Uncultured
MH394151.1 Uncultured
MH394162.1 Uncultured
MH394088.1 Uncultured
MH394134.1 Uncultured
MH394144.1 Uncultured
MH394169.1 Uncultured
MH394186.1 Uncultured
MH394117.1 Uncultured
MH394113.1 Uncultured

bacterium
bacterium
bacterium
bacterium
bacterium
bacterium
bacterium
bacterium
bacterium
bacterium
bacterium
bacterium

Moraxellaceae

Moraxellales

Subset[3]
n: 7

MH394071.1 Uncultured
MH394119.1 Uncultured
MH394139.1 Uncultured
ABR834446.1 Rhizobiales

bacterium
bacterium
bacterium
bacterium

AF007948.1 Rasbo bacterium

Famille inconue

MN561030.1 Rhabdaerophilum
calidifontis

Rhabdaerophilaceae

MHO032761.1 Phreatobacter
cathodiphilus

Phreatobacteraceae

Hyphomicrobiales

MH394072.1 Uncultured bacterium
LC589090.1 Alphaproteobacteria
bacterium

KC248058.1 Erythromicrobium sp.
KX161397.1 Erythrobacter ramosus
MH394181.1 Uncultured bacterium
MH394116.1 Uncultured bacterium
MH394160.1 Uncultured bacterium

Famille inconnu

Subset[4]
n:14

AB220117.1 Sphingomonadaceae
bacterium

Sphingomonadaceae

OM190407.2 Erythrobacter oryzae
KX022854.1 Porphyrobacter sp.
MN746126.1 Erythrobacter
tepidarius

KC248039.1 Porphyrobacter sp.
NR 179814.1 Tsuneonella
suprasediminis

KT597071.1 Altererythrobacter sp.

Erythrobacteraceae

Alphaproteobacteria

Subset[5]
n: 1

MH394073.1 Uncultured bacterium

Famille inconue

Subset[6]
n: 1

MH394074.1 Uncultured bacterum

Famille inconue

Subset|7]
n: 3

MH394075.1 Uncultured bacterium
MH394174.1 Uncultured bacterium
LN896453.1 Rhodobacter sp.

Paracoccaceae

Rhodobacterales
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Subset[8] | MH394076.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 2 MH394148.1 Uncultured bacterium
MH394077.1 Uncultured bacterium
Subset[9] | NR 074263.1 Chloroflexus Chloroflexaceae Chloroflexales
n: 2 aurantiacus
Subset[10] | MH394087.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
MH394078.1 Uncultured bacterium
MG575986.1 Rossellomorea
vietnamensis
MH394112.1 Uncultured bacterium
Subset[11] | KU983874.1 Sutclifficlla horikoshii
n9 MH394096.1 Uncultured bacterium Bacillaceae Bacillales
KT899843.1 Metabacillus indicus
MH394172.1 Uncultured bacterium
KX170753.1Mesobacillus
selenatarsenatis
KT448561.1 Bacillus thioparans
MH394079.1 Uncultured bacterium
Subset[12] | NR 113020.1 Methylothermus Methylothermaceae Methylococcales
n: 2 subterraneus
Subset[13] | MH394080.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
MH394081.1 Uncultured bacterium Famille inconue
Subset[14] | MH394176.1 Uncultured bacterium
n: 3 MH394141.1 Uncultured bacterium
Subset[15] | MH394082.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 2 MH394152.1 Uncultured bacterium
Subset[16] | MH394083.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
Subset[17] | MH394084.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[18] | MH394085.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
MH394086.1 Uncultured bacterium Famille inconue
Subset[19] | MK067122.1 Anaerolincac Anaerolinecae
n: 2 bacterium
Subset[20] | MH394089.1 Uncultured bacterium
n: 2 MK 714260.1 Geminicoccaceae Geminicoccaceae
bacterium
Subset|[21] | MH394090.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset][22] | MH394091.1 Uncultured bacterium Caldilinecaceae
n: 2 NR 074397.1 Caldilinea aerophila
Subset[23] | MH394092.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[24] | MH394093.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
Subset|[25] | MH394094.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
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Subset[26] | MH394095.1 Uncultured bacterium Thermales
n: 2 NR 026244.1 Calidithermus Thermaceae
chliarophilus
Subset][27] | MH394097.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[28] | MH394098.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[29] | MH394099.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n1
Subset[30] | MH394100.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 2 MH394101.1 Uncultured bacterium
Subset[31] | MH394103.1 Uncultured bacterium
n3 MH394170.1 Uncultured bacterium Famille inconue
KC921197.1 Delta proteobacterum
Subset[32] | MH394104.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
MH394105.1 Uncultured bacterium Famille inconue
Subset[33] | JX125561.1 Firmicutes bacterum
n3 NR 109681.1 Thermoanaerobaculac | Thermoanaerobaculal
Thermoanaerobaculum aquaticum eae es
Subset[34] | MH394106.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[35] | MH394107.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[36] | MH394108.1 Uncultured bacterum
n: 2 KU983870.1 Fictibacillus Bacillaceae Bacillales
nanhaiensis
Subset[37] | MH394109.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[38] | MH394110.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[39] | MH394111.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
MH394115.1 Uncultured bacterium Famille inconue
Subset[40 -

" Isles[ | JX503943.1 Streptomyces sp. Streptomycetaceae Kitasatosporales
OR770160.1 Rhodococcus Nocardiaceae Mycobacteriales
gannanensis

Subset[41] | MH394118.1 Uncultured bacterium Microbacteriaceae Micrococcales
n: 2 OP986212.1 Microbacterium
foliorum
Subset[42] | MH394120.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[43] | MH394121.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n1
Subset[44] | MH394122.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
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Subset[45] | MH394123.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[46] | MH394125.1 Uncultured bacterium Fervidobacteriaceae Thermotogales
n: 2 NR 108234.1 Fervidobacterium
riparum
Subset[47] | MH394126.1 Uncultured bacterium Syntrophobacteraceae Syntrophobacterales
n: 2 DQ006288.1 Desulfatimicrobium
mahresensis
Subset[48] | MH394128.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[49] | MH394131.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[50] | MH394132.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
Subset[S1] | MH394133.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
Subset[52] | MH394135.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[53] | MH394136.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
MH394137.1 Uncultured bacterium Famille inconue
AB042502.2 Halophilic bacterium
Subset[S54] | KT581470.1 Idiomarina Idiomarinaceae Alteromonadales
n: 3 fontislapidosi
Subset[55] | MH394138.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[56] | MH394140.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset|[57] | MH394142.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[58] | MH394143.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[S9] | MH394145.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
Subset[60] | MH394146.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[61] | MH394147.1 Uncultured bacterium Calditerrivibrionaceae Deferribacterales
n: 2 NR 041643.1 Calditerrivibrio
nitroreducens
Subset[62] | MH394149.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[63] | MH394150.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[64] | MH394153.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[65] | MH394154.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
MH394155.1 Uncultured bacterium
Nevskiaceae Nevskiales
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Subset[66] | NR 173638.1 Flagellatimonas
n: 2 centrodinii
Subset[67] | MH394156.1 Uncultured bacterium
n: 2 JX125563.1 Bacteroidetes bacterium Famille inconue
phylotypeP11
Subset[68] | MH394157.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[69] | MH394158.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n1
MH394159.1 Uncultured bacterium
MN401348.1 Chloroflexi bacterium Famille inconue
MK 714243.1 Caldilineales
Subset[70] | bacterium
n: 4 MN264258.1 Tepidiforma Tepidiformaceae Tepidiformales
bonchosmolovskayae
Subset[71] | MH394163.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
Subset[72] | MH394164.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
Subset|[73] | MH394165.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[74] | MH394166.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
MH394167.1 Uncultured bacterium
PP411530.1 Agrobacterum
deltacnse
Subset[75] | OR358916.1 Peteryoungia ipomoeae Rhizobiaceae Hyphomicrobiales
n: 4 OR358915.1 Rhizobium
daejeonense
Subset[76] | MH394171.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[77] | MH394173.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset|[78] | MH394175.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n1
Subset|[79] | MH394177.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
Subset[80] | MH394178.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
MH394179.1 Uncultured bacterium
AJ006619.1 Sulfate-reducing Famille inconue
bacterium
Subset[81] | FJ040958.1 Syntrophobacteraceae
n: 4 bacterium
NR 075002.1 Syntrophobacter Syntrophobacteraceae Syntrophobacterales
fumaroxidans
Subset[82] | MH394180.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
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Subset[83] | MH394182.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
MH394183.1 Uncultured bacterium Famille inconue
KX078083.1 Brevibacillus Paenibacillaceae, Bacillales
Subset[84] | borstelensis
n:3
KU172820.1 Mycobacterum sp. Mycobacteriaceae Mycobacteriales
Subset[85] | MH394184.1 Uncultured bacterum Famille inconue
n: 1
Subset[86] | MH394185.1 Uncultured bacterium Famille inconue
n: 1
Subset[87] | EF566864.1 Mastigocladus Hapalosiphonaceae Nostocales
n: 1 lammosus
Subset[88] | OP776070.1 Methylomarinovum Methylothermaceae Methylococcales
n1 caldicuralii
Subset[89] | OL825729.1 Leptospira kirschneri Leptospiraceae Leptospirales
n 1
Subset[90] | NR 156937.1 Sulfuritortus Thiobacillaceae Nitrosomonadales
n1 calidifontis
Subset[91] | MK714253.1 Rhodospirillales Famille inconnue Rhodospirillales
n1 bacterium
Subset[92] | FJ802263.1 Denitrifying bacterium Famille inconnue
n: 1
Subset[93] | EU370953.1 Solimonas soli
n: 2 DQ118957.1 Gamma Famille inconue
proteobacterium
Subset[94] | HQ875492.1 Sinimarinibacterium
n: 2 flocculans NR 109471.1 Fontimonas Nevskiaceae Nevskiales
thermophila
Subset[95] | NR 134120.1 Paludibaculum Bryobacteraceae Bryobacterales
n: 1 fermentans

Ce tableau montre les résultats de la taxonomie des especes de partition 3 :

e Subset 1 comprend 18 séquences appartenant toutes a lordre des Burkholderiales.

Certaines de ces séquences sont réparties en deux familles distinctes : trois appartiennent
a la famille Comamonadaceae et deux a la famille Sphaerotilaceae, tandis que les autres

ne sont affili¢es a aucune famille.
Subset 2 regroupe 14 séquences collectées dans la méme famille, Moraxellaceae.

Subset 3 ce groupe contient 7 séquences appartenant au méme ordre, les

Hyphomicrobiales. Il y a des séquences qui n’appartiennent a aucune famille, et deux
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autres séquences sont divisées en deux familles, Rhabdaerophilaceae et

Phreatobacteraceae.

e Subset 4 : regroupe les 14 séquences au méme ordre Alphaproteobacteria. Il y a des
séquences divisées en deux familles différentes : Erythrobacteraceae et

Sphingomonadaceae. Alors que les autres séquences n'appartiennent a aucune famille.
e Subset 7 : comporte 3 séquences retient a la méme famille, Paracoccaceae.
e Subset 9 : contient deux séquences appatenant a la meme famille Chloroflexaceae
e Subset 11 : composé 9 séquences de la méme famille Bacillaceae.
e Subset 12 : Comprend deux séquences de la méme famille Methylothermaceae

e Subset 19 : contient deux séquences appartenant au méme ordre, les Anaerolineae, et a

une famille inconnue.
e Subset 20 : composé de deux séquences comporte a la méme famille Geminicoccaceae
e Subset 22 : contient deux séquences appartenant a la méme famille Caldilineaceae
e Subset 26 : Comprend deux séquences de méme famille Thermaceae

e Subset 31 : contient trois séquences regroupées en méme classe Deltaproteobacteria, et

ala famile inconnue.

e Subset 33 : comporte trois séquences, L'un d'entre eux se trouve dans une famille

Thermoanaerobaculaceae, les deux restes appartient a la phylum Bacillota
e Subset 36 : contient deux especes retient a la méme famille Bacillaceae

e Subset 40 : a recueilli 3 séquences, mais l'une d'entre elles appartenait a la famille
Streptomycetaceae, une autre a la famille Nocardiaceae et la troisitme n'a pas €té

reconnue.
e Subset 41 : comprend deux séquences au méme famille Microbacteriaceae.

e Subset 46 : regroupé deux séquences a la méme famille Fervidobacteriaceae.
e Subset 47 : comporte deux séquences au méme famille Syntrophobacteraceae.

e Subset 54 : contient trois séquences, dont l'une appartient a la famille Idiomarinaceae et

les deux autres a une famille inconnue.

e Subset 61 : comporte deux séquences au méme famille Calditerrivibrionaceae.
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e Subset 66 rassemble deux séquences appartenant a la méme famille, Nevskiaceae.

e Subset 70: se compose de quatre séquences, dont l'une appartient a la famille
Tepidiformaceae, tandis que les trois autres ne sont connues pour appartenir a aucune

famille.
e Subset 75 : ce groupe contient quatre séquences collectées dans la méme famille.

e Subset 81: Il contient quatre séquences, dont deux appartiennent a la famille

Syntrophobacteraceae et deux dont on ne sait pas a quelle famille elles appartiennent.

e Subset 84 : comporte trois séquences, mais l'une d'entre elles appartenait a la famille
Paenibacillaceae, une autre a la famille Mycobacteriaceae, et autre séquence n'a pas été

reconnue.
e Subset 87 comporte une séquence appartenant a la famille Hapalosiphonaceae.

e Subset 88 contient une séquence appartenant a la famille Methylothermaceae

e Subset 89 contient une séquence appartenant a la famille Leptospiraceae

e Subset 90 : contient une séquence appartenant a la famille Thiobacillaceae

e Subset 93 comporte deux séquences appartiennent a la classe Gammaproteobacteria.
e Subset 94 compose de deux séquences appartiennent a la famille Nevskiaceae

e Subset 95 contient une séquence appartenant a la famille Bryobacteraceae

Dans tous ces résultats, 31 séquences non cultivées ont été identifies et classées dans la
famille a laquelle elles appartiennent. Cependant, certaines séquences n'ont pas pu étre

identifiées, ce qui nous amene a penser qu'elles pourraient appartenir a de nouvelles familles.
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Conclusion

Notre ¢tude a mis en évidence la capacit¢ des technologies de métagénomique et de
séquencage denouvelle génération (NGS) a analyser et a classer les populations microbiennes.
En associant la génomique, la bioinformatique et I'é¢tude de la biodiversit¢ des écosystemes,
nous avons réussi a étudier simultanément les génomes de plusieurs organismes, illustrant ainsi
les progres significatifs effectués dans lidentification et la classification des espéces

bactériennes.

En utilisant la méthode de délimitation ASAP (Assemble Species by Automatic
Partitioning) pour notre arbre phylogénétique construit a partir des séquences d'ARNr 16S, nous
avons pu attribuer des séquences a des familles, des genres ou des espéces précises, mais aussi
améliorer notre compréhension des relations phylogénétiques et de la diversité des especes

rencontrées.

En conclut, ce travail apporte une contribution significative a la classification des
séquences microbiennes, ce qui ouvre des perspectives pour de futures recherches dans le

domaine de la métagénomique.
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Résumé :

Les analyses métagénomiques ont révolutionné Iécologie microbienne en permettant I'étude
directe du matériel génétique présent dans les échantillons de I'environnement. Avec les technologies
de séquencage de nouvelle génération (NGS), les analyses métagénomiques sont désormais
économiques et rapides, ce qui rend I'étude des communautés microbiennes plus facile. Ce projet a
pour but d'identifier et de classer des séquences d'ARNr 16S inconnues a l'aide de la base de données
GenBank. La méthodologie comprend la recherche, la sélection, le téléchargement, l'alignement et le
traitement des séquences, suivis de la construction et de l'analyse d'un arbre phylogénétique a travers
la méthode ASAP. Les résultats obtenus révelent une classification précise des séquences inconnues,
ce qui permet d'améliorer notre compréhension des relations phylogénétiques et de la diversité des
espéces. Enfin, cette approche est significativement efficace par rapport aux approches
traditionnelles.

Mot clés : Métagénomique, l'écologie microbienne, technologies de séquencgage de nouvelle génération (NGS), ARNr

16S, Arbre phylogénétique
Abstract:

Metagenomics has transformed microbial ecology by enabling the direct study of genetic
material in environmental samples. Thanks to next-generation sequencing (NGS) technologies,
metagenomic analyses have become mexpensive and rapid, facilitating the study of microbial
communities. The aim of this project is to identify and classify unknown 16S rRNA sequences via
the GenBank database. The methodology involves searching, selecting, downloading, aligning and
processing sequences, followed by the construction and analysis of a phylogenetic tree using the
ASAP method. The results show an accurate classification of unknown sequences, improving
understanding of phylogenetic relationships and species diversity. In conclusion, this approach

significantly outperforms traditional methods.

Keywords: Metagenomics, microbial ecology, NGS, 16S rRNA, Phylogenetic tree



