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ADN: Acide DésoxyriboNucléique.

ADNmMt : ADN mitochondrial.

ARN: Acide RiboNucléique.

BLAST: Basic Local Alignement Search Tool.

cyt b : cytochrome b.

DAMBE: Data Analysis in Molecular Biology and Evolution.

DDBJ: DNA Data Bank of Japan.

DnaSP: DNA Sequence Polymorphism.

EMBL: European Molecular Biology Laboratory.

HAMAP: High-quality Automated and Manual Annotation of microbial Proteomes.
IUCN: International Union for Conservation of Nature.

MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis using Maximum Likelihood.
MPI: Message Passing Interface.

NCBI : National Center for Biotechnology Information.

PAUP*: Phylogenetic Analysis Using Parsimony *and other methods.
PCR : Polymerase Chain Reaction / Réaction de polymérisation en chaine.
PDB: Protein Data Bank.

PHYLIP: PHYLogeny Inference Package.

PIR: Protein Information Resource.

UE: Unités Evolutives.

UPGMA: Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages.
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GLOSSAIRE

Ancétre : spécifique ou infra-spécifique (sinon, il est paraphylétique et équivaut au «
groupe ancestral » classique, qui n’est pas un groupe naturel).

Boostrap est une méthode statistique utilisée pour évaluer la robustesse d'un arbre
phylogénétique. Elle part de [I'hypothése que les sites évoluent de maniere
indépendante.

Caryologie : une branche basée sur le caryotype de la cellule nucléaire.

FASTA : algorithme proposé par Pearson basé sur I’identification rapide de
fragments strictement identiques entre la séquence cible et les séquences de la banque
(Comet, 1998).

Homologie est une similitude héritée d’un ancétre commun, contrairement a
I’homoplasie (Lankaster, 1870).

Homoplasie est divisée en convergence (apparition indépendante d’un caractére chez
deux especes) et réversion (apparition d’un caractere ayant 1’apparence de la
morphologie ancestrale).

IUCN (la liste rouge) est un outil important pour surveiller la biodiversité et la gestion
risques d'extinction (Barmann et al., 2012).

Jackknife Cette méthode a été appliquée aux probléemes de phylogénie par Mueller
et Ayala (1982). Supposons une matrice de données constituée de K caractéres. Le
Jackknife consiste a effectuer K reconstructions phylogénétiques différentes, chacune
d'elles ayant été obtenue en supprimant un caractere différent.

Lignée est le regroupement de toutes les especes issues du méme ancétre.

Matrice de dissimilarités ou matrice de distances est un tableau a double entrée
comprenant horizontalement comme verticalement la méme série d'espéces. Chacune
des cases de la matrice contient la distance de dissimilarité qui sépare les deux
especes concernées. La valeur de dissimilarité est égale a zéro pour deux especes
identiques.

Maximum de parcimonie est une approche statistique non-paramétrique tres utilisée,

notamment pour l'inférence phylogénétique. Sous I'hypothése du maximum de



parcimonie, I'arbre phylogénétique inféré est celui qui requiert le plus petit nombre de
changements évolutifs.

Maximum de vraisemblance est une approche statistique courante utilisée pour
inférer les paramétres de la distribution de probabilité d'un échantillon donné. Elle est
tres employée dans le domaine de la bioinformatique.

Taxon (Lam, 1950 ; Mayr, 1953) : groupe d’organismes reconnu en tant qu’unité
formelle & chacun des niveaux de la classification (Simpson, 1961) biologique
hiérarchisée . Unité de la taxinomie,

Taxonomie (Candolle, 1813), devenu Taxinomie (Littré) : Théorie et pratique de la
classification des organismes (Code International de Nomenclature Zoologique, 4™
édition, 2000)

Transition est une mutation au cours de laquelle une base purique est remplacée par
une autre base purigue ou par une base pyrimidique.

Transversion est une mutation au cours de laquelle une base purique est remplacée
par une base pyrimidigue ou vice-versa.

Unité Evolutive (UE) ou Taxon terminal : taxon dont les données sont observées a
priori,

UPGMA : une méthode utilisée pour construire des arbres phylogénétiques si les

séquences ne sont pas trop divergentes (Golding et al, 2003).



RESUM]Z:

Ce mémoire expose I’utilisation des outils de bioinformatique dans les analyses
phylogénétique du genre Gazella, tel que la reconstruction de I’arbre phylogénétique,
I’identifier des haplotypes, et avoir 1’évolution des especes. Nous avons tout d’abord
présenté le genre Gazella, leur morphologie, leur distribution dans le monde et en Algérie en
particulier ; nous avons exposé les méthodes de reconstruction phylogénétique pour inférer

les phylogénies de genre Gazella.

Les analyses phylogénétique obtenues dans ce travail ont été ¢laborées a 1’aide des
différents logiciels tel que, MEGAS5 pour la reconstruction de 1’arbre phylogénétique,
DnaSP pour I’identification des haplotypes, Network pour avoir I’évolution des espéce, et
DAMBE pour faire des calcule statistique, avec 1’utilisation de différentes méthodes comme
UPGMA, Kimura- 2 parameters ; ces analyses appliquée sur 66 séquences de cytochrome b
et 16 séquences de D-loop de I’ADN mitochondrial de 19 espéces appartiennent au genre
Gazella prises dans différentes régions géographiques démontrent la monophylie du genre

Gazella.

Les méthodes d’analyses phylogénétiques, que ce soit en bifurcation, les haplotypes
ou en réseau par les logiciels MEGA, DnaSP, Network ont montré pour le genre Gazella

I’existence de deux clades distincts.

Mots clés : Gazella, cytochrome b, D-loop, phylogénétique, logiciel, monophylie.



Summ ary

This memory exposes the use of useful of bioinformatic in the analyses phylogenetic
of the genus Gazella, such as the reconstruction of the phylogenetic tree, to identify
haplotypes, and have the evolution of the species. First of all we have presented the genus
Gazella, their morphology, their distribution in the world and Algeria in particular; we have

outlined the methods of phylogenetic reconstruction to infer phylogenies of kind Gazella.

The phylogenetic analysis obtained in this work have been developed using the
different software such as, MEGAJS for the reconstruction of the phylogenetic tree, DnaSP for
the identification of haplotypes, Network for having the evolution of species, and DAMBE to
make calculates statistics, with the use of different methods as, UPGMA, Kimura- 2
parameters; these analysis applied on 66 sequences of cytochrome b and 16 sequences of D-
loop of mitochondrial DNA of 19 species belong to the genus Gazella taken in different
geographical regions demonstrate the monophyly of the genus Gazella.

The methods of phylogenetic analyzes, either in Junction, the haplotypes or in
network by the MEGA, DnaSP, Network softwares have shown for the kind Gazella the

existence of two distinct clades.

Key words: Gazella, cytochrome b, d-loop, phylogenetic, software, monophyly.
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Introduction

La bioinformatique est un domaine multidisciplinaire qui associe la biologie,
Iinformatique et les mathématiques. Le développement récent et rapide de la génomique et
de la protéomique suscite une collaboration de plus en plus étroite entre les spécialistes des
sciences de la vie et de l'informatique, afin de développer de nouvelles approches et de
nouvelles méthodes analytiques permettant d'examiner la quantité massive de données
biologiques disponibles. Pour la réalisation de 1’arbre phylogénique (Darlu et al., 1993 ; Le
Guyader, 2003), il existe cependant quelques limites a l'utilisation de I'outil bioinformatique
pour la reconstruction de 1’arbre phylogénétique. Cette reconstruction se base sur le fait que
certains caractéres ont ¢été hérités d’une espéce a l’autre, tandis que d’autres se sont
transformés au cours du temps, laissant ainsi des traces de 1’évolution. L’évolution des
espéces est comprise comme un processus divergent, modélisé le plus souvent sous la forme
d’un arbre dont les feuilles représentent les espéces contemporaines et les nceuds, les espéces
ancestrales. On parle alors d’arbre d’évolution ou plus communément de phylogénie (Berry,

1997).

Pendant la derniére décennie, plusieurs études ont conduit sur les gazelles (Barmann
et al., 2013), gazelle désigne un mammifére ruminant voisin de I'antilope, mais qui a une plus
petite taille. La gazelle est un animal tres rapide qui vit dans les steppes d'Afrique et d’Asie.

La gazelle fait partie de la famille des Bovidés.

L’examen des gazelles sur longue période a permis de mieux comprendre la fagon
dont elles pouvaient croitre. En particulier, il apparait que, pour une grande majorité d’entre

elles, cette croissance a lieu sur une période relativement restreinte.

La selection de gazelles sur la base d’une période plus restreinte permettrait a la fois
de mieux coller a ce constat statistique et d’examiner le devenir des gazelles ainsi

sélectionnées sur le reste de la période d’étude.

Notre travail est basé sur les analyses phylogénétiques. Le but de ce mémoire repose
sur I'utilisation de plusieurs logiciels de bioinformatique et utiliser une base des données de
biologie moléculaire pour traiter les séquences afin de trouver 1’arbre phylogénétique et la

position de différentes especes de genre Gazella.

On commence le chapitre | par un rappel bibliographique, il ce divisé en trois parties:




<> Présenter notre modele d’étude Genre Gazella, leur classification et leur distribution
géographique dans le monde et particulierement en Algérie ainsi que leur morphologie.

X Définir la phylogénie, un arbre phylogénétique et les caractéristiques générales de
I’arbre ; citer aussi les différents marqueurs phylogénétiques qui aident a la reconstruction
phylogénétique des especes.

X Présenter les différentes banques des données et les différentes étapes et logiciels

d’une étude phylogénétique.

Le chapitre Il, fournit le matériel et les méthodes que nous utiliserons pour réaliser

notre projet.

Le chapitre I11, rapporter les résultats obtenus ainsi qu’une discussion a la lumiére des

données bibliographiques.

Enfin, on terminera ce mémoire par une conclusion générale ou nous dégagerons les

principaux résultats ainsi que les perspectives ouvertes par ce travail.




I.1. Terminologie et modéle d’étude

|.1.1. Présentation de I’espéce

Les gazelles sont des mammiferes, de la famille des bovidés, comportent quatre

genres monophyletique : Antilope, Nanger, Eudorcas et Gazella (Lerp et al., 2013). La tribu

Antilopiné comporte aujourd’hui 13 genres : Raphiceros, Ourebia, Madoqua, Dorcatragus,

Saiga, Litocranius, Ammodorcas, Antidorcas, Procapra, Eudorcas, Nanger, Antilope et
Gazella, (Effron et al., 1976; Gentry, 1992; Rebholz et al., 1999; Groves, 2000; Grubb,

2005; Groves et al., 2011; Hassanin et al., 2012). Notre travail sera basé sur
Gazella, exemple : G.dorcas (Figurel), G.cuvier (Figure2).

La classification systématique de ces mammiféres est la suivante :

Classification

Reégne
Embranchement
Classe
Ordre
Sous/Ordre
Famille
Genre

Especes :
G.arabica
G.bennettii
G. cuvieri
G. dorcas
G. dorcas x leptoceros
G. erlangeri

G.gazella

Animalia

Chordata

Mammalia

Artiodactyla

Ruminantia

Bovidae

Gazella (Blainville, 1816)

Sous-especes :

G. dorcas pelzelnii

G.gazella gazella

G.gazella muscatensis

le genre




G. leptoceros

G. saudiya

G. spekei

G. subgutturosa G.subgutturosa marica
G.subgutturosa sairenses
G.subgutturosa subgutturosa
G.subgutturosa yarkandensis

G.bilkis

G.dama

G.granti

G.rufifrons

G.rufina

G.soemmerringii

G.thomsonii

Figure 1 : Gazella dorcas, Hamma
2017

Figure2 : Gazella cuvieri, Hamma
2017

1.1.2.Distribution
géographique de genre
Gazella

Le genre Gazella (bovidae,

Artiodactyla) est I'un des taxons les plus communs dans la faune des « Hipparion »,

largement distribuées en Eurasie et en Afrique. (Arambourg, 1959 ; Gentry., 1970, 2010).

< Distribution dans le monde

Les gazelles sont distribuées a travers I'Afrique et I'Asie et sont adaptées aux

environnements arides et semi-arides (Lerp et al., 2013), leurs gamme géographique

enjambe I'Afrique du nord, Arabie, Moyen-Orient, Inde, la Chine, et la Mongolie (Barmann

et al., 2013) (Figure 3).
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Figure 3 : Répartition de genre Gazella dans le monde (Original).

Distribution en Algérie




En Algérie, les travaux ont permis de dénombrer 107 espéces de mammiferes, selon le

livre «les mammiféres d’Algérie, des origines a nos jours » Kowalski a mentionné la

distribution de genre Gazella en différents régions en Algérie(Figure 4).
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Figure 4 : Répartition géographique de genre Gazella en Algérie (Orginal).

1.1.3. Description morphologique

La gazelle est I'un des genres les plus riches en espéces dans les ruminants a cornes.
En dépit de la similitude globale dans la taille du corps et la morphologie (Barmann et al.,
2013) (Tableau ).




Tableau I : La description morphologique de genre Gazella (Original).

Espéce Morphologie
e Mesurant entre 80 et 95 cm de long, de 50 a 65 cm de haut pour un poids
allant de 14 a 25 kg.
o Les femelles font généralement la moitié de la taille des méles, elles sont
plus minces et les anneaux sont moins prononces.

G. bennettii o Le pelage d'été de cette gazelle est de couleur_ roggeétre - _chamois sur le
dessus et blanc pale sur le ventre, avec un poil lisse et brillant. Le front
est marron foncé ou noir.

e Du coin de I'eceil jusqu'au museau on peut voir une bande blanche (Loder
et al., 1894).
e Estune gazelle de taille moyenne, son poids est d’environ de 35kg.

G. cuvieri e Le male se différencie de la femelle par son poids légérement supérieur.

e Les deux sexas possédent sensiblement les mémes mensurations (70 cm
au garrot).
e Les caractéristiques de crane distinguent le spécimen
G. arabica de toutes autres gazelles.
' o |l est trés improbable que le spécimen représente une ancienne
population sauvage des gazelles (Barmann et al., 2013).
e (C’est un ongulé de petite taille.
e Le male possede des cornes en forme de lyres recourbées vers 1’arriere,
puis vers le haut (18 a 28 anneaux peuvent étres dénombrés).
e Le pelage ras et lisse présent une coloration générale fauve pale avec
une bande plus foncée sur les flancs que accentue le contraste avec le

G. dorcas blanc du ventre, des culottes et de la face interne des membres, le dessus
du museau et le front brun roux sont marqués par une bande blanchatre
que s’¢tend de la base des cornes au museau, encerclant 1’ceil, la queue
de longueur moyenne, se termine par une touffe de poils noirs.
(Kowalski et al., 1991).

e Est une petite gazelle sombre avec un corps robuste et des jambes courtes

G. erlangeri

(Barmann et al., 2013).
e Est une petite gazelle mesurant de 98 a 115 cm de long pour un poids
allant de 16 a 30 kg. La queue mesure de 8 a 13 cm.

G. gazella e Les deux sexes sont dotés de cornes qui mesurent entre 5,8 et 29 cm de
long (Barmann et al., 2013).

G. bilkis e Une altitude de 1,230 — 2,150 m (Barmann et al., 2013).

G. granti e Mesurant entre 1,40 et 1,66 m de long, de 87 a 97 cm de haut, pour un

poids allant de 38 a 80 kg.
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Le dimorphisme sexuel est présent chez cette espéce, les méles étant plus
grands et plus lourds que les femelles.

La queue mesure entre 20 et 28 cm de long.

Les deux sexes disposent de cornes qui mesurent entre 60 et 80 cm chez
le male contre 30 a 40 cm pour celles des femelles.

Le pelage est de couleur sable sur la partie supérieure du corps et blanc
sur la partie intérieure des jambes et le ventre.

La caractéristique la plus distinctive de cette gazelle est la bande
verticale noire distincte qui descend de chaque c6té des fesses blanches

(Legendre, 1997).

G. leptoceros

Cornes du male lyrées et faiblement incurvées en forme de S, assez
droites, pointes dressées, écartement variables, section a la base ovale
allongé : 20 a 25 anneaux, quart supérieur lisse, cornes de la femelle plus
courtes, plus fines, plus arrondies, mais recourbées en S plus droites et
plus paralleles avec 20 & 26 faibles anneaux, souvent inégales ou
irréguliers. Oreilles et sabots trés longs et étroits, sabots latéraux courts et
larges. (Kowalski k et al., 1991).

G. saudiya

Est une petite gazelle.

Les jambes plus courtes que la gazelle dorcas.

Le pelage est également plus clair.

Les oreilles sont de couleur chamois clair et elle n'a pas de tache sur le
nez.

Les bandes lumineuses du visage sont blanc-chamois (Barmann et al.,
2013).

G. spekei

Mesurant entre 95 et 105 cm de long, de 50 a 60 cm haut, pour un poids
allant de 15 a 25 kg.

La longueur de la queue varie de 15 a 20 cm.

C'est la plus petite des espéces de gazelles actuelles (Farian, 2009).

G. subgutturosa

Gazelle subgutturosa est plus grande et plus lourd comparé aux dorcas.
Poids est d’environ de 23,2 kg (femelle) et 27,4kg (méles) (Barmann et
al., 2013).

G. rufifrons

Mesurant entre 90 et 110 cm de long, de 65 & 70 cm de haut, pour un
poids allant de 25 a 30 kg.

La taille de la queue varie de 20 a 30 cm.

Males et femelles sont tous deux de taille similaire.

Le pelage est généralement de couleur rouge fauve, sauf le ventre et le
croupion qui sont blancs. Il dispose d'une mince bande noire distincte de
2 a4 cm de haut qui va de coude au grasset (patte arriere).

Les cornes sont présentes chez les deux sexes. Elles forment une légere
courbe en S. Celles des femelles sont lisses et minces (Groves et al.,
2011).
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e Cornes du male lyrées, recourbées en arriére, redressées a 1’extrémité et

parfois de nouveau incurvées en avant, section de la base circulaire

ovale : 18 a 23 anneaux parfois lisses.

Cornes de la femelle semblables mais plus courtes et plus fine.

Anneaux plus plats.

Oreilles assez longues, pelage court et lisse.

Face supérieure de la queue portant une faible touffe de poils.

e (oloration variant selon 1’age, la saison et la région.

e Le cou, le dos, les flancs, la face externe des membres est fauve, marron
vif, mais la partie postérieure du corps et blanche, la téte est de teinte
clair a I’exception du front de couleur brunatre (Kowalski et al., 1991).

G. dama

e Cornes du male plus ou moins lyrées et faiblement incurvées en S.

e Pointers dressées ou convergentes, section de la base circulaire, 9 a 18
anneaux, quart supeérieur lisse.

G. rufina (G e Cornes de la femelle plus courtes et minces, plus droites, presque lisse

Rouge) avec seulement 13 anneaux, dessus (téte, cou, épaules, dos, cuisses, face
externe des pattes.

e Une tache foncée sur le museau et, le plus souvent, sourcil blanchatre de
la base des cornes au mufle (Kowalski et al., 1991).

e Mesurant entre 1,25 et 1,50 m de long, de 85 a 92 cm de haut, pour un
poids allant de 38 a 46 kg.

e La taille de la queue varie de 18 a 28 cm. La taille de la queue varie de
18428 cm.

e Les cornes des males sont en forme de lyrées et fortement striées. Elles
mesurent environ 58 cm de long.

e Le pelage est de couleur fauve rouge uniforme sur la partie supérieure du
corps avec une grande tache blanche sur la croupe. La partie inférieure,
I'intérieur des jambes et la queue sont également blancs.

e Les principales caractéristiques qui la distinguent des autres gazelles sont
la tache blanche sur le croupion qui s'étend sur les cétés, les couleurs de
la partie dorsale et ventrale qui se rencontre le long des flancs avec une
ligne nette, et les marques faciales présentes sur le visage. Des bandes
sombres descendent du nez et des yeux au nez, séparés par des bandes
blanches.

e La queue est courte et conique et se termine par une touffe noire
(Bardelli et al., 2014).

G. soemmerringii

e Elle mesure entre 80 et 120 cm de long, de 55 a 82 cm de haut, pour un
poids allant de 15 a 35 kg.

e Le dimorphisme sexuel est présent chez cette espece, les males étant plus
grands et plus lourds que les femelles.

e Le pelage est court et lisse. La partie supérieure est brun clair. Une bande
plus claire marque les flancs, soulignés d'une bande brune ou noire tres
visible. La partie ventrale ainsi que les fesses sont blanches.

e Le visage est marqué de blanc, de fauve, de brun foncé et de noir. Ces

G. Thomson

————
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couleurs varient selon les individus.
e Les cornes sont présentes chez les deux sexes (Kingdon et al., 2015).

Beaucoup d'especes de gazelle sont mises en danger ou menacées en raison de la
chasse, de la perte d'habitat, et de la concurrence avec bétail domestique (Cloudsley-
Thompson ; 1992; East, 1988, 1989, 1990, 1992, 1993 ; IUCN, 1988; Loggers et al., 1992;
Ryder, 1987; Saleh, 1987). I'TUCN a classé les espéces de G. arabica, G. bennetti, G.
cuvieri, G. dorcas,G. gazella, G. leptoceros, G. marica, G. saudiya, G. spekie, G.
subguttorsa, G. bilkis, G. dama, G. granti, G. rufina, G.soemmerringii, G. thomsonii comme

des espéces « éteinte a 1’état sauvage » et leur chasse est interdite.

I.2.Etude phylogénétique
1.2.1. Définition de la phylogénie

La phylogénie ou phylogenese se définit, en général, dans I’encyclopédie comme «
I’histoire de la formation et de 1’évolution d'une espéce». Le terme phylogenese provient du
grec phdlon « tribu » et genesis « origine » et il a été présenté par Haeckel des 1860
(Haeckel, 1860), qui I'a définie comme « I'histoire du développement paléontologique des
organismes par analogie avec l'ontogénie ou histoire du développement individuel ». La
phylogénie constitue un procédé pour construire des classifications d’espéces. La phylogénie
moléculaire, dont certaines méthodes de reconstruction seront présentées par la suite, I’étude

de I’histoire évolutive des espéces en se basant sur une portion de leur séquence moléculaire.

1.2.2.Phylogénie moléculaire

La phylogénie moléculaire utiliser pour comparer les séquences des molécules
d’ADN ou de protéines des €tres vivants dans le but de déterminer les liens de parenté qui les
unissent ainsi que pour appréhender leur histoire évolutive (phylogénese). Elle étudie

I’histoire évolutive des espéces étudiées a la base d’une portion de leur séquence moléculaire
(Diallo, 2009).

La phylogénie moléculaire est basée sur les principes suivants :




. Les mutations se produisent au hasard,
. Les mutations s’accumulent au cours de temps,

o Les mutations se produisant chez un individu et se fixent dans sa descendance.

I1 existe aujourd’hui une large gamme de marqueurs moléculaires qui peuvent étre

utilisés pour accomplir ce type de recherche.

Un marqueur génétique est un caractere mesurable qui peut détecter une variation
dans la séquence soit protéique, soit nucléique. Selon le niveau taxonomique étudié, il est
essentiel de choisir un type de marqueur qui lui adapté. Par exemple, si le but distinguer des
groupes d’individus au niveau de I’espece, les marqueurs utilisés devront étre plus conservés

que dans le cas des études de populations (Beaulieu, 2007).

Les marqueurs moléculaires concernant la molécule d’ADN elle-méme, et, comme

tels, sont considérés comme des mesures objectives de la variation (Vicente et al., 2003).
v' Marqueurs d’ADN nucléaire

Un certain nombre de marqueurs sont a présent disponibles pour détecter les
polymorphismes d’ADN nucléaire. Dans les études sur la diversité génétique, les marqueurs
les plus fréguemment utilisés sont les microsatellites. Les microsatellites sont a présent les
marqueurs les plus utilisés dans les études de caractérisation génétique des animaux
d’¢élevage (Sunnucks, 2001).

v' Marqueurs d’ADN mitochondrial

Le génome mitochondrial des animaux est formé par une petite molécule unique
d’ADN circulaire dont la taille varie dans une gamme assez étroite chez les vertébrés (16-
20kb) (Avise et al., 1987; Boore, 1999). Sa sequence code pour 37 genes dont 24
contiennent I’information pour une partie de la machinerie de traduction de la molécule elle-
méme (ARNt et ARNTr), et les 13 autres pour les sous unités de la chaine de transport des
électrons. En plus, il est reconnu une région régulatrice (ou de contrdle) des processus de
réplication et de transcription de ’ADNmt d’environ 0.8 Kb nommée D-loop chez les

vertébrés (Avise et al., 1987). Par ailleurs, il est décrit la présence, dans plusieurs ADNmt, de




petits fragments non codants avec des fonctions qui peuvent étre aussi régulatrice (Boore,
1999).

1.2.3. Représentation phylogéenétique

L’¢laboration de technologies a haut débit serait inutile si I’on ne disposait pas des
capacités d’analyse des données biologiques en croissance exponentielle. Ces données
doivent se stocker dans des bases de données électroniques associées a des logiciels
spécialement congus pour la mise a jour, I’interrogation et I’extraction. Les informations
doivent étre facilement accessibles et flexibles aux interrogations pour faciliter 1’extraction
des informations pouvant étre analysées pour éclaircir les voies métaboliques et le réle des

protéines et des genes impliqués (Rischkowsky et al., 2008).

La bioinformatique est fondamentale pour associer les informations provenant de
sources différentes et générer une connaissance nouvelle a partir de données existantes. Elle
dispose également des potentialités pour simuler la structure, la fonction et la dynamique des
systemes moléculaires et est donc utile pour la formulation des hypothéses et pour la conduite
du travail expérimental (Rischkowsky et al., 2008).

1.2.4.Arbre phylogénétique

Un arbre phylogénétique ou un dendrogramme est une représentation graphique de la
phylogénie. Il exprime les liens entre les taxa sous la forme d’une succession de
branchements (Rasmont, 1997 ; Gattolliat, 2002 ; Schmidt, 2003).

Il contient quatre éléments principaux :

+ La racine (au cas ou l'arbre serait enraciné) qui indique I'ancétre commun des espéces
représentées dans l'arbre.

+ Les nceuds externes (ou feuilles) représentent les especes contemporaines pour
lesquelles les informations ont été disponibles lors de la construction de l'arbre. lls sont
communément appelés taxons.

+ Les nceuds internes qui représentent des ancétres inférés, hypothétiques.

+ Les branches (ou arétes) de I'arbre qui montrent les relations de descendance entre
les nceuds (les taxons). Ces arétes peuvent avoir des longueurs. Ces longueurs peuvent

correspondre a plusieurs informations dont, le taux de mutation, la distance génomique, etc.
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Figure 5 : Exemple d'un arbre phylogénétique.

1.2.4.1.Caracteristiques generales des arbres

Il est nécessaire de distinguer d'abord entre réseaux et arbres, ces derniers pouvant étre

non enracinés ou enracinés.

a) Un arbre enraciné est un arbre dans lequel un des nceuds est désigné pour étre la
racine, et la direction des rapports héréditaires est déterminée (Figure 6- a).

b) Un arbre non enraciné est une représentation intemporelle des relations
phylogénétiques, les liens entre nceuds ne sont pas orientés, et un seul et unique
chemin permet de passer d’un sommet a I’autre. Cet arbre n’induit donc aucune

hiérarchie (Figure 6- b).

Espeéce 2

Espéce 1 Espéce 6
Fsnece 4
Espéce 6 Espece 3 Espéce 4
Espece 5
Esnéce 3

Espéce 5 Espeéce 2

(a) Espéce 1 (b)

Figure 6 : Les différents arbres phylogénétiques : a) arbre enraciné, b) arbre non enraciné.




c) Monophylie, paraphylie et polyphylie: D’aprés Rasmont (1997) et Tourasse
(1992), dans le domaine de la reconstruction phylogénétique, on distingue trois
groupes taxonomiques : le groupe monophylétique, le groupe paraphylétique et le
groupe polyphylétique :

% Groupe monophylétique : est un ensemble d’espéces issu d’un méme ancétre
commun, ¢’est le cas de groupe (X, Y, Z) de la Figure 7

% Groupe paraphylétique : c’est lorsqu’une ou plusieurs especes d’un groupe
monophylétique partage(nt) un ancétre commun avec des especes appartenant a
d’autres lignées, comme par exemple I’ensemble (1, 2, 3) (Figure 7)

% Groupe polyphylétique : si les différentes espéces d’un groupe dérivent d’ancétres

différents, celui-ci est dit polyphylétique, c’est le cas de groupe d’especes (A, B, C)

(Figure 7).

Figure 7 : Diverses catégories de groupes taxonomiques. Les taxa X, Y, Z forment un groupe
monophylétique. Les taxa 1, 2 et 3 forment un groupe paraphylétique. Les taxa A, Bet C

forment un groupe polyphylétique (Tourasse, 1992).

1.2.4.2.Différentes représentations graphiques pour les arbres

Les arbres phylogénétiques ont la capacité de véhiculer de nombreuses informations.

Toutefois, avoir la capacité ne signifie pas forcément que celles-ci soient toujours exploitées.




Selon la représentation graphique adoptée, il est possible de reconnaitre le type d’arbre et

généralement le type d’information véhiculée.

a) Le dendrogramme : Le dendrogramme est un arbre exprimant les liens entre taxons
sous la forme d'une succession de branchements. 1l ne désigne rien d'autre qu'un arbre dont
les éléments terminaux sont les taxons ou UE observés. Ce terme est assez large pour ne rien
exprimer quant a la procédure utilisée pour son obtention.

b) Le cladogramme : Le cladogramme est un dendrogramme exprimant les relations
phylogénétiques entre taxons et construit & partir de I'analyse cladistique ou les points de
branchements (les nceuds) sont définis par des synapomorphies. Ce mot a été créé la méme
année par (Mayr, 1965) et par (Camin et al., 1965) avec des sens un peu différents.

C) Les phylogrammes: Le phylogramme est un dendrogramme exprimant les
branchements cladistiques et le degré de divergence adaptative subséquente aux
branchements (Mayr, 1969).

d) Les phénogrammes: Le phénogramme est un dendrogramme produit par la
taxinomie numérique ou les relations entre taxons expriment les degrés de similitude globale,

défini simultanément par (Mayr, 1965) et par (Camin et al., 1965).

|.2.5.Reconstruction d’arbres phylogénétiques

La maniere classique d’illustrer les relations phylogénétiques entres les espéces est de
les modéliser en utilisant un arbre phylogénétique. La maniére moderne consiste en la
modélisation d'un réseau phylogénétique comprenant les réticulations nécessaires. A ce
niveau nous présenterons seulement quelques méthodes d’inférences d'arbres
phylogénétiques. Les méthodes d’inférence phylogénétique présentées sont exposées en
détails dans Swofford et al., (1996), Li (1 997) et Felsenstein (2004).

La reconstruction d'un arbre phylogénétique débute par ce que I’on appelle «
I'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.

Il existe trois grands types de méthodes de reconstruction d’arbres phylogénétiques :
les méthodes de distances, les méthodes du maximum de parcimonie et les méthodes du

maximum de vraisemblance, ces dernieres sont appelées également les méthodes




probabilistes (Tourasse, 1992 ; Nei, 1996 ; Robinson, 1997 ; Comet, 1998 ; Haubold,
2000).

o L'approche phénétique : ne tient pas compte du processus de I'évolution. Elle se
contente de mesurer les distances entre les especes et de reconstruire le meilleur arbre
possible a l'aide d'une stratégie de regroupement hiérarchique.

o L'approche cladistique : cherche a établir des relations de parenté en s'intéressant
aux caracteres (bases ou acides aminés) dérives, partagés par les taxons. On considere ainsi
tous les scénarios d'évolution en inférant les caracteres des ancétres potentiels a chaque
nceud, et on choisit I'arbre qui correspond au meilleur scénario d'évolution selon un critére
préalablement choisi. Les méthodes utilisées sont essentiellement basées sur le maximum de
parcimonie.

o) L'approche probabiliste : (ou maximum de vraisemblance), quant a elle, évalue en
termes de probabilités I'ordre des branchements et la longueur des arétes d'un arbre sous un -

modele évolutif donné. Les méthodes bayésiennes font aussi partie de cette approche.

La premiére approche étudie la parenté entre les taxons en s'intéressant a leur degré de

similarité alors que la deuxieme est basée sur la généalogie.
1.2.6. Criteres de choix entre les méthodes

Les méthodes de reconstruction d’arbres phylogénétiques sont évaluées et comparées
en fonction de cinq critéres (Huelsenbeck, 1995 ; Moret et al., 2002) :
« L’efficacité : rapidité de la méthode.
« La puissance : plus une méthode est puissante, moins elle nécessite de données pour
obtenir un résultat fiable.
« La consistance : caractérise une methode qui converge vers le bon arbre si on lui fournit
suffisamment de données.
* La robustesse : une méthode est robuste si de petites violations des hypotheses de départ ne
résultent pas dans une mauvaise estimation de la phylogénie.
» La fiabilité : une méthode est fiable si elle construit des arbres phylogénétiques « exacts ».
De tous ces criteres, la robustesse peut étre la plus importante, parce que, avec des vraies
données, c'est-a-dire, données ny+n issues des simulations, il y a un grand risque que les

hypothéses posées ne soient pas respectees.




D’apres (Kuhner et al., 1994), et suite a leurs études de comparaison par simulation
sur ordinateur de plusieurs algorithmes de reconstruction phylogénétique, 1’algorithme de
Neighbor-Joining, I’algorithme de Fitch-Margoliash, Parcimonie et Maximum de

vraisemblance, ils fournissent les conclusions suivantes :

«  Pour I’estimation des longueurs des branches, les deux algorithmes de distances
(Neighbor-Joining et Fitch-Margoliash) ont été les plus performants.

«6  L’algorithme de Parcimonie et 1’algorithme de compatibilité fournissent des résultats
similaires, et ils sont moins performants que les algorithmes précédents.

«  L’algorithme de Maximum de Vraisemblance est le plus robuste de tous les

algorithmes étudiés.

|.3.Stockage de données biologiques

1.3.1.Banques des données :

Aujourd’hui les méthodes rapides de séquencages sont utilisées fréquemment et le
nombre de nouvelles séquences augmente rapidement. Toutes les données issues du
séquencage doivent étre traitées et analysées afin d’obtenir le plus grand nombre
d’informations. Il faut ainsi stocker ces séquences et toutes les informations obtenues. Pour
cela, de grandes bases de données de séquences ont été mises en ceuvre pour permettre un
acces facile aux données. Les premieres banques de données en biologie moléculaire ont
traité des informations structurales sur les protéines, puis trés rapidement, des séquences
protéiques et nucléotidiques. Il existe différents types de bases de données biologiques :
celles qui sont dites généralistes et qui stockent des séquences provenant de tous les
organismes et celles dites spécialisées qui se consacrent plus particulierement a un organisme

ou a une thématique donnée.

1.3.1.1. Les banques de données généralistes




Il existe plusieurs banques généralistes publiqguement accessibles. La principale
bangue généraliste de séquences nucléotidiques est produite par trois partenaires : EMBL
data library (Cochrane et al., 2006) en Europe, GenBank (Benson et al., 2006) aux Etats-
Unis et DDBJ (Okubo et al., 2006) au Japon. La plupart des données de ces banques
proviennent de soumissions effectuées par les auteurs. D’autres regroupent des séquences
protéiques telles que UNIPROT (Wu et al., 2006), GenPept, HAMAP (Gattiker et al.,
2003), etc. De la méme maniére que pour les banques de séquences nucléotidiques, leur
organisation se base autour des annotations biologiques et biochimiques d’une part, et des
séquences d’autre part. GenPept correspond a la traduction de ’ensemble des parties
codantes de GenBank. La principale banque de protéines est UNIPROT. En effet, elle
posséde de nombreux atouts : redondance minimale, références croisées, qualité d’annotation,
etc. Elle correspond & la fusion de SWISS-PROT (Wau et al., 2006), TrEMBL et PIR (Wu
et al., 2003).

Les séquences contenues dans SWISS-PROT sont issues de la traduction des genes
annotés dans EMBL, d’autres banques protéiques, de publication scientifiques et de quelques
soumissions d’auteurs. TTEMBL est la version protéique de la banque nucléotidique EMBL.
Elle contient la traduction de toutes les parties codantes annotées d’EMBL en excluant les
protéines présentes dans SWISS-PROT. PIR, qui maintenant n’existe plus, fournissait des
informations organisées selon des critéres taxonomiques et de similarité. Enfin, HAMAP est
un projet d’enveloppé par le groupe SWISS-PROT. Son but est d’annoter automatiquement
les protéines provenant des projets de séquencage des génomes microbiens.

La bangue contient également des collections de familles de protéines microbiennes
générées par des experts et utilisées pour 1’annotation automatique.

Ces banques géneralistes permettent donc de centraliser toutes les séquences connues.
Cependant, il existe tout de méme un grand nombre d’erreurs, notamment au niveau des
annotations des s’séquences ainsi qu’une redondance des informations dans certaines

banques.

1.3.1.2. Les banques donnees specialistes

Pour pallier ces inconvénients, 1’augmentation exponentielle du volume, de la

diversité des séquences et la diversité des études, des banques spécialisées ont été




developpées. Ces développements ont permis I’introduction d’informations spécifiques a
chacune permettant ainsi d’avoir des banques adaptées aux besoins des utilisateurs. Elles
répondent pour la plupart soit & des besoins ponctuels, soit a des besoins liés a des secteurs
d’activité bien précis.

Parmi celles-ci, ont été développées des banques thématiques se consacrant a un
domaine bien précis. Ainsi, certaines regroupent des données sur les structures moléculaires
tridimensionnelles telles que la PDB (Berman et al., 2000). D’autres s’intéressent a la
structure en domaine des séquences protéiques comme la banque ProDom (Servant et al.,
2002). 1l y en a également qui centralisent des données sur les signatures, caractéristiques de
certaines protéines telle que PROSITE (Hulo et al., 2006). D’autres encore traitent des

séquences et des structures d’ARN.

1.3.2. Différentes étapes et logiciels d’une étude phylogénétique

Il existe une myriade de logiciels, implantés sur différentes machines depuis le
microordinateur jusqu’a des ordinateurs les plus puissants, €crits dans tel ou tel langage,
traitant tel ou tel probleme. Dans le domaine de la reconstruction phylogénétique,
(Felsenstein, 2004). Dans cette section, nous allons décrire quelques grandes catégories de

logiciels utilisés pour les analyses phylogénétiques.

1.3.2.1. Logiciels de nettoyage

Tout d’abord toutes les séquences été expurgé, a I’aide de logiciels de nettoyage comme :
% Sequencher

Est un logiciel de bio-informatique produit par la société Gene Codes Corporation, ce
logiciel assemblés et alignés plusieurs séquences d'/ADN contigues relativement courtes afin

de créer des séquences plus longues.
% Bioedit

Beaucoup de chercheurs dans le domaine de la biologie moléculaire ont utilisé des
modules de BioEdit dedans pendant leur recherche originale. BioEdit a été employé pour des
études moléculaires de différents organismes tels que des génomes de virus (Ron et al.,
2005 ; Chen et al., 2006).




1.3.2.2. Logiciels d’alignement

D’une maniére informelle, I’alignement de deux séquences consiste a mettre en
¢évidence les similitudes et les différences entre les deux séquences. L’alignement de
séquences a pour objectif de mettre en correspondance les portions homologues des
molécules, afin de retrouver de la facon la plus cohérente possible le signal phylogénétique.

Evidemment, on s’offre aussi la possibilité de sauter quelques lettres (Comet, 1998).
Donc I’alignement peut étre vu comme une série de transformations permettant de passer
d’une séquence a I’autre (Bérard, 2003 ; De Cravalho Jonior, 2003). Parmi les logiciels qui

font I’alignement on a :

®,

« Clustal W

Est un outil pour aligner la protéine multiple ou séquences de nucléotides.
L'alignement est réalisé par l'intermédiaire de trois étapes : par paires alignement, génération
de guide-arbre et alignement progressif. Clustal W-MPI est distribué et exécution paralléle de
Clustal W. Chacune des trois étapes ont été paralléliseés pour réduire le temps d'exécution (L,
2003).

0,

«+ Blast

Basic Local Alignment Search Tool ; permis d’identifie des régions de similarité locale entre
séquences. Le programme compare des séquences nucléotidiques ou protéiques et calcule la

significativité des résultats.
% Exonerate

Outil d’alignement de séquences deux a deux. Il vous permet d'aligner a l'aide d'un
alignement des séquences de nombreux modeéles, soit la programmation dynamique

exhaustive ou une variété d'heuristiques.

1.3.2.3.Calcul des distances




Actuellement, il y a beaucoup de programmes spécialisés pour estimer des distances
évolutionnaires entre le nucléotide ou les séquences des acides aminés et la reconstruction

arbres phylogénétiques :

s DNAdist

Calcule une matrice de distances a partir de I'alignement multiple de ClustalW.
< PAUP

PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) est un logiciel de reconstruction
phylogénétique mis au point par D.L Swofford entre 1989 et 1998. C’est le logiciel le plus
cité dans la littérature scientifique moderne. Il a été concu spécialement pour faire des
analyses phylogénétiques selon la méthode de parcimonie, puis il a été élargie pour inclure
d'autres types d'analyses phylogénétiques telles que les méthodes de distances et les méthodes
de maximum de vraisemblance, et pour réaliser des tests statistiques telles que : le bootstrap
et le jackknife (Swofford, 1998).

1.3.2.4. Logiciels de reconstruction de I’arbre phylogénétique

0,

s PHYML

PHYML est un logiciel qui implémente une nouvelle méthode de reconstruction de
phylogénie a partir de séquences en utilisant le principe de maximum de vraisemblance. Cette
méthode démarre avec un arbre initial fourni par 1’utilisateur ou construit a partir d'un
algorithme rapide basé sur les distances, puis elle améliore cet arbre a travers des

réarrangements topologiques (Guindon, 2003).

<+ DnaMLK

Est un programme d’inférence d'arbres phylogénétique, pour les séquences d'ADN,
basé sur le maximum de vraisemblance avec la contrainte que les arbres inférés soient en
conformité avec I'horloge moléculaire. L horloge moléculaire stipule que toutes les feuilles
de I'arbre sont équidistantes par rapport a la racine (au niveau de la longueur des branches).
C’est un programme connexe a DnaML. Les mémes suppositions au niveau du modele sont

valides (plus I’hypothése de 1’horloge moléculaire). Le programme utilise ¢galement un




modele de Markov caché pour inférer différents taux d'évolution pour des sites différents. Au
niveau de la parallélisation du programme DNAMLK, un parallélisme de données a été
réalisé en fonction du nombre d'ensembles de données recues en entrée et en fonction du

nombre d'arbres a inférer. (Felsenstein, 1993).

1.3.2.5. Logiciels de visualisation d’arbres phylogénétiques

Actuellement, Il existe plusieurs programmes qui permettent la visualisation des
arbres, les arbres finalisés ont alors été visualisés et annotés a ’aide des programmes :
PhyloDraw, NJplot, GeneTree, Phylip (DRAWTREE et DRAWGRAM), Genedoc, Dambe,
Treecon, TreeView, et Spectrum (Choi et al., 2000).

< TreeView

TreeView est I'un des programmes les plus utilisés pour visualiser des arbres
phylogénétiques sous forme graphique. Ce programme est comme le programme PhyloDraw,
il utilise les résultats des autres programmes (Phylip, PAUP, ClustalW...etc.), c'est a dire les
matrices de distances des longueurs des branches, pour dessiner des arbres phylogénétiques

sous différentes formes : forme radial, cladogramme, phylogramme...etc. (Page, 1996).
%+ Dendroscope

Un éditeur et un visualisateur d’arbre.
% PhyloDraw

PhyloDraw est un logiciel de dessin d’arbres phylogénétiques. II utilise les résultats
des autres programmes de construction (Phylip, PUAP, ClustalW...etc) sous forme d’une
matrice de distances, pour visualiser divers types de dendrogrammes, par exemple, les
cladogrammes rectangulaires, les cladogrammes inclinés, les phylogrammes et les arbres
phylogénétiques radiaux. Avec PhyloDraw, les utilisateurs peuvent ajuster la forme d'un
arbre phylogénétique facilement et interactivement en employant plusieurs parameétres de
commande. Ce programme peut exporter la disposition finale d'arbre vers le format d'image
(Choi et al., 2000).




Cette étude est réalisée au niveau du laboratoire de genétique des populations et
biologie de conservation des populations animales de I’Université des Sciences et de la

Technologie Houari Boumediene (USTHB) d’Alger.

Ce mémoire reposant en grande partie sur I’utilisation des outils de bioinformatique
dans les analyses phylogénétique du genre Gazella , tel que la reconstruction de I’arbre

phylogénétique, 1’identifier des haplotypes, et avoir I’évolution des espéce.

Dans ce chapitre, nous présenterons quelques fonctions des logiciels utilisés dans

notre travail.
11.1. Analyses moléculaires et phylogénétiques

L’objectif de cette partie repose essentiellement sur 1’utilisation de plusieurs logiciels
de bioinformatique afin d’étudier une base de données de biologie moléculaire pour trouver
I’arbre phylogénétique et la position des différentes espéces de genre Gazella. Pour cela nous
décrirons les étapes d’analyse moléculaire et la méthodologie utilisée depuis
I’échantillonnage, I’extraction d’ADN, la PCR, le séquengage, jusqu’au traitement des
séquences qui se trouvent au niveau de la GenBank en vue de leur utilisation dans I’étude

phylogénique.
11.1.1. Etapes d’ Analyses Moléculaires

11.1.1.1. Echantillonnage

Les échantillons employés pour extraire I'ADN se sont composeés de : 0s, tissu, poils,

sang ou matériel fécal.
I1.1.1.2. Extraction et quantification de ’ADN

L’extraction d’acides nucléiques d’un matériau biologique requiert la lyse cellulaire,
I’inactivation des nucléases cellulaires et la séparation de 1’acide nucléique souhaité de débris
cellulaires. Il existe beaucoup de kits d’extraction et de purification de ’ADN qui sont
commercialisé. Cependant il a été montré que la sensibilité de détection par PCR de I’ADN

extrait varie selon le kit utilisé (Yoshikawa et al., 2011).




I1.1.1.3. Amplification de PADN par PCR

La Polymerase Chain Reaction (PCR) (Kleppe et al., 1971) est une méthode in vitro
d'amplification de séquences spécifiques d'/ADN en un tres grand nombre de copies. Elle

permet d'amplifier une séquence spécifique d’ADN dans un mélange réactionnel approprié.
11.1.1.4. Séquencage :

Le séquencage de I’ADN consiste a déterminer I’ordre des nucléotides sur la molécule
d’ADN précédemment amplifié par PCR. La méthode utilisée aujourd’hui (établie par
Sanger en 1977) repose sur I’utilisation de didésoxynucléotides, qui bloquent la synthése de

I’ADN apres leur incorporation.

11.2. Extraction des données
11.2.1. Définition de la GenBank
La GenBank est une collection annotée de toutes les sequences d’/ADN publiquement

disponibles. Cette banque est mise a jour régulierement grace a des échanges quotidiens de
séquences avec la banque européenne EMBL et la banque japonaise DDBJ.

Toutes les séquences étudiées du genre Gazella dans ce travail ont été téléchargés a
partir de la GenBank, nous passons par plusieurs étapes distinctes :
1. Construire 'URL suivante : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
2. Choisir recherche par taxonomie sur la source NCBI.

3. Ecrire le nom de notre genre « Gazella » (Figure 8).
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Figure 8 : Les étapes initiales pour récupérer les séquences de la GenBank.

4. En entrant sur Gazella, nous obtenons toutes les espéces qui appartiennent a ce genre
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(Figure 9).
Figure 9 : Les dix-neuf espéces de genre « Gazella» obtenues dans la GenBank ; ces

espéces sont indiquées par des fleches en rouge.

5. Nous avons analysé toutes les especes une par une pour identifier le nombre des

séquences nucléotidiques trouvees dans cette banque (Figure 10).
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FigurelO : Exemple des séquences nucléotidiques trouvées pour 1’espéce Gazella arabica.

6. Les sequences représentatives de chacune des 19 especes ont eté téléchargées sous format

FASTA~ Send:

Gazella arabica isolate 182 SPARC-related modular calcium binding protein 1
(SMOCA1) gene, partial cds

GenBank: KUS60887.1
GenBank Graphics PopSet

>KUS60887.1 Gazella arabica isolate 182 SPARC-related modular calcium binding protein 1
(SMOC1) gene, partial cds
GTCCECTECCGEGRGACCTCCACACGETAAGCCCCTREAGCCTATCCTGCCCCTCAGAGGRACCCTAGICE
AGGAGAACCAGCTTCCTGTTOGRGCTGACACCT CRCATCTCCCAGATTCACTATCCTGEECAGGTCRGAAL
TGAGACACTCOOGGGGCAGCATCTCTOCTCOTGEGCAGATGAGGTCCTOOTOGAGAGACCTGGATCTTGE
ATTCTGATCACAGEECTGECCTTTTCTAGCTOAGTGECCTTGGG0AAAGGAGETAATCTCTCTGAACCTC
AGTTCACTCAGGCAGGTTATTGLCCTOCCTGAGTCAGTAGGTOCTATGGAT CCAARAGATCCTGTATGCA
GACATAAGGOGACACCACTCTACCTGAGTAACTCAGACAATOTAGCAACATGCCTGAACATGTCTCATGE
GEATGCTGATGETGEGAT TGCCCTARTAGCTAGTGEACGGTGCGGGAGCTATTTTGCCACCAGCTCTEGET
GCTCTAGGCTTAGAGACCACACAAATCATTOC TAGTOOTAGOOGCTGAAGT CGOCTCAGATTCCAGCICE
TCCTTACCCCCTRCCTTTCTCTCTTCTTAGCTACGTGATGCCCAGTTATGAGAGTGATGCCAGEGLTAAG
AGTGCGEAGGTGE

FASTA a partir de la "GenBank" (Figure 11).

Figure 11 : Exemple d’une séquence nucléotidique au format FASTA.

La base de données a été construite pour sélectionner les isolats a étudier et générer
les fichiers de sortie correspondant au format informatique « Fasta ». Ces fichiers peuvent

alors étre directement utilisés dans nombre logiciels de traitement et d’analyse de séquences.

Au total, la GenBank contient 1261 séquences de 19 espéces du genre «Gazella » :

o 214 séquences d’ADN nucléaire.

o 1026 séquences d’ADN mitochondrial.

11.2.2. Traitement des séquences de la GenBank

Pour reéaliser une phylogeénie, un bon nombre de programmes informatiques

sont

disponible, pour traiter les séquences environ 92 paquets de phylogénie et 54 web server gratuits
parmi eux : PHYLIP, PAUP*, MEGA, Phylo_win, ARB, DAMBE, PAL, Bionumerics,




Mesquite, PaupUp, BIRCH, Bosque, EMBOSS, phangorn, Bio++, ETE, DendroPy, SeaView,

Crux .

Nous avons choisi le logiciel MEGA version 5 (Tamura et al., 2011) ; MEGA a été

développé pour faciliter des analyses statistiques d'évolution moléculaire.

Le MEGA est congu pour réaliser de diverses analyses statistiques dans une programme et

pour produire des résultats dans des sorties de publication-qualité (Kumara et al., 1994).

\

Nous pouvons alors procéder a 1’analyse phylogénétique a partir des séquences

nucléotidiques de chaque espéce du genre « Gazella » par différentes étapes :

Le programme FaBox a été employé pour convertir les fichiers, de la page principale (Figure 12)

I'utilisateur peut choisir une liste de services, chacune effectuer une tache simple. En outre, il y a

des liens aux services de conversion ou l'utilisateur peut convertir n'importe quel format de

données en format de Fasta.

PNV,

HTTP://www.birc. au. dk/software/fabox

HCV Sequence Conversion Interfaca - ReadSeq st EBI

ﬁ Sequence 2 fasta converters extemal toos) |

Working with fasta headers

ers from fasta il - and optionally spit each header into fiekis based on a chosen characteriword.

t them and respplying them without worrying sbout the

Some programs do not
spreadsheet

ers in fasta files and you have to ive with short, unique name rally non-descriptive. Here you can replaoe headers back and forth by submitting ok and new hesders - which youl typically keep n a excel

Simple and fast way of extracting some sequences from a large sequence set, based on a fst of headers or fuzzy matching.

based on a st of hesders or fuzzy matching

ay of dividing your dateset into two sets by 8 hes . It wil spit into sets WITH and WITHOUT the given hesder keyword (like ‘females/males’, ‘popuistion1/popuistion2)
Simpie and fast way of oining two alignments, ssquence by sequence. It wil join signment 1,ssquance 1 with signment 2, saquence 1.and so on....(see example)

Trims an afignment to the shortest sequence. It simply removes the boundary areas that are full of gaps.

Extracts all the variable stes from an alignment

Wil colpse & set of sequences info hapltypes and output som simple statistcs and formtted input fils for Atequin

Vil take & newick tree and creste thres jons: the original, branch lengths only and topology only (for ASR in pami).

Wil format your fasta sequences and creste a correct input file for PAML (it's s phylip formst with some modfications).

Vil expiode & sequence set into tal s possible to explod sequences base-by-base and to t ip) the resuting table.

i format your fasta sequences & rsimony, Clemert t . 2000)

formst your DNA sequences and o
Will formst your DNA sequences and creste & MrBayes fie, with dsta and anslysis settings included, The produced file wil run a series of anslyses and produce consensus trees with posterior probabiites

Wil colpse & set of sequences info hapltypes and output som simpie statistcs and formtted input fils for Atequin

Sequence generation

Random DNA sequence generator Generates a specified number of random DNA sequences of given length and exact base composition (will slso generste sequences of varying length)

Figure 12 : La page principale du programme Fabox.




L'utilisateur peut entrer des données en téléchargeant un fichier de données ou simplement

en collant des données directement dans le web browser.

On s'attend a ce que la boite a outils se développe sur la base des demandes des

services particuliers et des convertisseurs a I'avenir (Figurel3).

nput
Paste your sequences here
[Sample Input}

HCV sequence database

To our users Plzase note that the HOV database site is no longer fundad. We try to kaep the database updatad and the tools ruaning.

Format Converter

Purpose: Convert an input sequence or alignment to a user-specified format. See Explanation.

Or upload your file' | Choisissez un fichier | Aucun fichier choisi l

Options
Select input format @ | Automatic

Select output format # | Fasta

Enforce sequence name uniquenass
Convert Genbank to GFF3 &

Replace IUPAC codes with Ns ©/

<3

v

Qutput line width 50 characters ° as wide as possible

out unfortunately,

we cannot guarantes we can

Figure 13 : La conversation des sequences sous forme Fasta par I’utilisation de Fabox.

Alignment cropper va réduire 1’alignement (en format Fasta) a la longueur de la

séquence la plus courte (suppression les gaps dans le début et la fin de I'alignement).

Appuyez sur
(Figurel4).

show example" pour l'essayer sans soumettre votre propre séquence




Alignment trimmer (fasta files)

‘I Upload or paste your fasta formatted secquences I

Choose File | Mo file chosen

~| Action

Trim alignment

Show example

Figure 14 : Alignment trimmer (la forme Fasta).

Les alignements multiples des séquences nucléotidiques et protéiques ont été réalisés
au moyen du logiciel MEGA version 5 (Tamura et al., 2011) (Figure 15) par la méthode

d’alignement progressif ClustalW (Thompson et al., 1994) (Figure 16).
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Figure 15 : Barre d’outils de MEGA 5.

Cette méthode dite heuristique parce qu’elle propose un alignement réalisable mais

: i imal, nous avons choisi ce type d'alignement par ce qu’il est trés utile
as nécessairement optimal h type d'align tp qu’il est t til




et permet d'étudier les différences et les similitudes entre les séquences d’un méme marqueur

moléculaire.
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Figure 16 : Le programme ClustalW utilisé pour I’alignement multiple des séquences du

marqueur moléculaire choisi.

Une fois les séquences alignées sont ensuite comparées et servent a la construction
d’arbres phylogénétiques en utilisant I’'une des méthodes fondées sur les distances, la
méthode UPGMA (Figure 17), la plus simple, basée sur I’hypothése que les taux de mutation
et donc les vitesses d’évolution sont identiques sur les différentes branches de 1’arbre, en

utilisant le modele de « Kimura 2-parametres ».

= Help Vi
noow A T ( s V% &« xR _ E 0
Dt Modsls Distarce — Diversly ILPhylageny 7 lserTiee  Ancestrs | Selection Rates Clocks
InL _tonstruct,"l'est Maximum Likelihood Tree..

A% Construct/Test Neighbor-Joining Tree...
E Construct/Test Minimum-Evolution Tree...

< é Construct/Test UPGMA Tree.., 5

Construct/ Test Maximum Parsimony Tree(s]

Open Tree Session




Figure 17 : La méthode UPGMA utilisée pour la construction de 1’arbre
phylogénétique.

Dans ce modeéle, les transitions et les transversions ne sont pas équivalentes en termes
de proportions et leur fiabilité a été évaluée par le programme "Bootstrap” qui a été appliqué
avec un nombre de répétitions égal a 1000 (Figure 18). Les réplications sont ramenées en

pourcentages et ils sont indiqués au niveau des nceuds.
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Figure 18 : Les parametres utilisés pour la reconstruction phylogénétique.

Apres avoir expurgé les alignements des séquences erronées et des recombinants, la
composition nucléotidique des alignements a été déterminée a 1’aide du logiciel DnaSP
version 5 (Librado et al., 2009). Ce logiciel permet d’analyser le polymorphisme des

séquences d’un alignement. Le nombre de sites ségrégatifs (sites pour lesquels au moins une




substitution est observée au sein de 1’alignement) a été¢ calculé, ainsi que le nombre de

transversions et de transitions.

Diversité mitochondriques pour I'ensemble de totalité des séquences et a chaque
population séparément ont été évalués pour plusieurs parametres comprenant le nombre de
haplotypes (h), et les diversités des haplotypes (Hd) et des nucléotides (p) (Librado et al.,
2009).

DnaSP peut également effectuer plusieurs tests de neutralité. En outre, il peut estimer
les intervalles de confiance de certaines statistiques d'essai par le coalescent. DnaSP accepte
cing formats de fichier de données d'entrée : FASTA, MEGA, NBRF/PIR, CONNEXION, et
PHYLIP. Les résultats des analyses sont présentés sous forme de tableau et de graphes
(Figure 19).
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Figure 19 : Barre d’outils de DnaSP.




Le DnaSP produit des fichiers de données sur les haplotypes. Les résultats peuvent

étre enregistrés sur des fichiers NEXUS ou de données de Roehl (Figure 20).
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Figure 20 : Interface utilisateur de DnaSP.

Apres vérification des haplotypes, la pertinence de 1’information génétique contenue

dans le jeu de données a été controlée a I’aide du logiciel DAMBE, est un logiciel qui integre

des paquet pour manipulation et analyse des séquences comportant une interface conviviale

et un grand choix de fonctions analytiques dedans bio-informatique, phylogenetics, et

génomique descriptive et comparative (Salemi et al., 2003; Felsenstein 2004; Lemey et al.,

2009). Permet de convertir, manceuvrant, statistiquement et graphiquement décrivant

(Figure21).
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Figure 21 : Barre d’outile du programme DAMBE

DAMBE peut représenter graphiquement le taux de C/G et A/T (Figure 22).
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Figure 22 : Barre d’outile qui fait les graphes de C/G et A/T.
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DAMBE lit et écrit presque tous formats de données moléculaires utilisés (Tableau I1).

Tableau Il : Les formats de données utilisés par logiciel DAMBE (Xia, 2001).

La format des séquences Lire a partir de Convertir a

PHYLIP

PAUP

+| 4|+

MEGA

CLUSTAL

FASTA

GenBank

GCG

MSF

++ |+ +] +

DNA strider

[+ |||+ ]+

PAML

RST, MPa

PHYLTEST

IG/Stanford

NBRF

EMBL

FITCH

PIR/CODATA

A+ ||| ] ]+

Plain textb

Allele frequency

|+ |+ +| |+ +

Distance matrix

% a: Format des séquence : pour stocker des séquences générales et des séquences
héréditaires reconstruits des séquences génerales.
¢ b : Lamise en forme de texte d'un ordre par dossier des programmes comme le navigateur

des séquences et I'étoile d'ADN.




DAMBE est un programme convivial pour la plate-forme de Windows qui comporte
une suite des caractéristiques uniques aussi bien que la capacité d'exécuter la plupart de
routine (analyses de données en biologie moléculaire, écologie, et évolution).

Pour compléter les analyses de cette étude on a terminé avec les réseaux de Median-
joining (MJ) (Bandelt et al., 1999), ont été construits avec le programme NETWORK 5.0
(Figure 23). Les méthodes de network sont maintenant disponibles et sont tres utilisés par les

chercheurs dans des domaines aussi différents que la phylogéographie (Schaal et al., 2000).
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NETWORK 5.0.0.1
e
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B == >
This version is shareware. Map copyright 2005 The Livitiz Earth

Figure 23 : La page d’accueil de Network 5.0.




Pour le calcul du réseau initial, nous passons par différents étapes.

Calculate Network menu.
Network calculations.

Median Joining.

File.

Open.

DNA data file (rdf) (Figure24).

S A
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de Network ou exporté du programme DnaSP.
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Figure 24 : Ouverture du fichier de données de rdf pour le calcul de MJ Network.




Apreés I’ouverture du dossier, le Network peut produire des fichiers sous forme *out

afin que le calcul network peut reconstruire le réseau (Figure 25).
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Figure 25 : Un fichier sous forme *out a été sauvegardé.

Le Network a présenté la phylogénétique des especes avec les cycles graphigues sous

forme d’un réseau par la fonction Draw network (Figure 26).
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Figure 26 : reconstruction de réseau haplotypique.




Nos résultats consistent sur la comparaison entre les espéces de genre Gazella sur le
plan moléculaire a partir des données de la GenBank, afin de déterminer la position de ces
especes dans I’arbre phylogénétique, et avoir I’évolution des espéces de genre Gazella par

des analyses statistiques des genes étudies.

I11.1. Résultats de la GenBank

Notre étude est basée sur I’utilisation plusieurs logiciels de bioinformatique afin
de traiter une base des données de biologic moléculaire pour reconstruire 1’arbre
phylogénétique et la position de différentes espéces de genre Gazella a partir de 82 séquences
(gene : cyth, D-loop).

19 espéces appartenant au genre Gazella, récupérées aupres de la GenBank. Les
especes qui ont été utilisé dans ces analyses phylogénétiques sont : G. arabica, G. bennetti,
G. cuvieri, G. dorcas, G. leptoceros, G. marica, G. saudiya, G. spekie, G. subguttorsa, G.
gazella, G. dorcas pelzelnii, G. dorcas x leptoceros, G. erlangeri, G. gazella muscatensis, G.
subgutturosa marica, G. subgutturosa sairenses, G. subgutturosa subgutturosa, G.
subgutturosa yarkandensis, G. sp. localisées dans différentes régions géographiques.

Les séquences de chaque espéce extraite a partir de la GenBank, leur type de géne et
leur origine géographique sont mentionnées dans le tableau en annexe. (Voir tableau 1X).

Il 'y a plusieurs séquences identiques a 100 %, pour cela nous ne prendrons en

considération qu’une seule séquence représentative.




Tableau 111 : Les séquences d’ADN nucléaires et mitochondriales de genre Gazella extraites
de la GenBank.

Espece Nombre Séquences Séquences Nombre | Nombre Les
total des d’ADN d’ADN total de | total de séquences
séguences nucléaire mitochondrial cytb D-loop non
identifiées
G. arabica 77 34 43 26 3 /
G. bennetti 73 28 45 34 0 /
G. cuvieri 24 12 12 7 2 /
G. Dorcas 299 49 249 155 3 1
G. dorcas pelzelnii 1 0 1 1 0 /
G. dorcas x leptoceros | 21 1 20 20 0 /
G. erlangeri 2 0 2 0 0 /
G. gazelle 336 19 317 162 91 /
G. gazella gazelle 3 0 3 1 1 /
G. gazella muscatensis | 1 0 1 1 0 /
G. leptoceros 30 13 13 10 0 4
G. saudiya 10 0 4 9 0 /
G. spekei 29 21 8 5 0 /
G. subgutturosa 143 19 116 69 17 8
G. subgutturosa marica | 94 18 76 33 21 /
G. subgutturosa 4 0 4 0 4 /
sairenses
G. subgutturosa 76 0 76 0 76 /
subgutturosa
G. subgutturosa 20 0 20 0 20 /
yarkandensis
G. sp. 18 0 10 10 0 8
Total : 1261 214 1026 543 634 21

D’aprés le tableau ci-dessus, nous remarquons qu’il y a :

4+ 214 séquences d’ADN génomique : NLRP2, SMOCI1, PANKA4.. .ect

4+ 1026 séquences d’ADN mitochondriale majoritairement cytb, cox iii, D-loop ...ect




Notre ¢étude est basée sur ’ADN mitochondrial (le cytochrome b et les régions de
contréle D-loop) pour établir des liens de parenté entre les especes du genre Gazella (Figure
27). En général les taux de mutation de I’ADN mitochondrial sont plus grands que ceux de
I’ADN nucléaire (Ballard et al., 2004).
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Figure 27: Structure de I'ADN mitochondrial et la position de cytb et D-loop (Rustin et al.,
1995).

111.2. Analyses phylogénétiques
111.2.1.Construction des arbres phylogénétiques

La construction de I’arbre phylogénétique a été réalisée a 1'aide du programme
MEGADB. Premierement, nous avons choisi les séquences représentatives de cytb et D-loop en
se basant sur leurs origines geographiques :

Cyt b:

. G. arabica: Au total, il y’a 6 séquences, 3 séquences sont de 1’Arabie
saoudite, 2 séquences de Palestine, et une séquence de Jordanie, nous avons choisi 3
séquences d’Arabie saoudite de différentes tailles (entre 336pb a 1149pb), une séquence de
Palestine (1132pb) et une de Jordanie (1195pb).

. G. bennettii : 12 séquences au total, 5 séquences sont de 1I’Inde de tailles
(204pb a 751), 2 séquences sont de Pakistan (300pb et 1149pb), 2 séquences de la péninsule
arabique (333pb et 375pb), 2 séquences de I’ Arabie saoudite (1149pb et 1018pb) et une seule

séquence d’Iran (410pb). Nous avons choisi une seule séquence d’Inde et une du Pakistan de




taille (415pb) et (1149pb) respectivement, les 2 séquences de péninsule arabique (333pb et
375pb), 2 séquence de I’Arabie saoudite (1149pb et 1018pb) et la séquence d’Iran de
(410pDb).

. G. cuvieri: nous prendrons toutes les séquences de ce genre, une seule
séquence de la péninsule arabique (333pb) et une de I’Afrique du nord (300pb) et 2
séquences sont de I’Espagne (1095pb et 1149pb).

. G. dorcas : 17 séquences ont été trouvées dont 2 séquences du Maroc (375pb
et 716pb), 2 séquences d’Afrique du nord (300pb et 450pb), 2 séquences d’Algérie (1152pb)
une seule séquence pour : Mali (1152pb), Soudan (1152pb), Qatar (1152pb), Arabie saoudite
(336pb), péninsule arabique (336pb), Allemagne (336pb), Tchad (1152pb), Tunisie (1152pb)
et 3 séquences de Palestine (790pb a 1152pb), on a éliminé seulement 2 séquences, un du
Maroc de 375pb et I’autre de Palestine de 790pb.

. G. dorcas pelzelnii : une seule séquence de Qatar de taille de 1140pb.

. G. dorcas x leptoceros : une seule séquence d’Afrique du nord de taille de
450pb.

. G. gazella : Nous avons trouvé 12 séquences dont 3 sequences de Palestine de

différents taille (790pb a 1149pb) on a choisi une seule séquence de 1149pb, 2 séquences
d’Arabie saoudite (336pb et 1152pb) on a choisi la séquence de 1152pb, une seule séquence
pour les pays suivants : Turquie de 400pb, I’ Afrique du nord (300pb), Péninsule Arabique
(375pb), Dubai (1011pb), Allemagne (360pb), Qatar (981pb) et I’Eurasie (1134pb).

. G. gazella gazella : une seule séquence d’Allemand de taille 336pb.

. G. gazella muscatensis : une seule séquence de la péninsule arabique de la
taille 375pb.

. G. leptoceros : nous prendrons toutes les séquences de cette espéce. Au total

nous avons 7 séquences dont 2 séquences de la péninsule arabique (333pb et 375pb), une
seule sequence de chacun des pays suivants : 1I’Afrique du nord (300pb), Tunisie (1025pb),
Egypte (1104pb), I’ Algérie (1152pb), et République de chéque (1140pb).

. G. saudiya : nous avons au total 3 séquences dont une séquence d’Afrique du
nord de 300pb, et 2 séquences d’Arabie saoudite de 375pb et 404pb. On prend la sequence
d’Afrique du nord et une seule séquence d’Arabie saoudite de 404pb.

. G. spekei : Nous avons 2 séquences 1'un d’Afrique du nord (300pb) et 1’autre
de Dubai (1149pDb).




. G. subgutturosa : Au total nous avons 14 séquences dont ; 2 séquences de la
Mongolie (375pb et 1083pb), une seul séquence pour les pays suivants : I’Eurasie (1143pb),
Azerbaidjan (333pb), Turkestan (332pb), péninsule arabique (375pb), Afrique du nord
(300pb), Qatar (1128pb), la Chine (1143pb). 4 séquences d’Iran de différentes tailles (258pb
a 470pb). On a éliminé la Mongolie (375pb) et Iran (333pb).

. G. subgutturosa marica : nous avons au total 6 séquences, on prend une
séquence d’Arabie saoudite (1116pb), une séquence d’Oman (333pb), une séquence d’UAE
(333pb) et une de la péninsule arabique (375pb).

. G. sp.: On a 2 séquences, I’'un de la Péninsule Arabique (375pb) et I’autre
d’Iran (383pb).

Nous allons étudier ici 70 séquences sélectionnées de cytb pour faire 1’analyse
phylogénétique.

Nous avons utilisé le Fabox pour convertir notre fichier de séquences sous le format Fasta

afin d’organiser les bases azotique qui forme une séquence d’une seule ligne (Figure 28).

3
2 resultfasta

Format Converter

Program parameters:
Input format: fasta

Figure 28 : Les seéquences de cytb ont été convertir sous forme Fasta a partir de bloc note
grace a Fabox.

Tout afficher




L’arbre phylogénétique a €té construit avec la méthode UPGMA. La distance utilisée
est celle du Kimura-2p (= 2 parametres) qui integre le fait que les transitions et les
transversions ne sont pas équiprobables lors de 1’évolution des séquences, notamment pour
I’ADN mitochondrial ou les transitions peuvent représenter 90% des mutations (Kimura,
1980).

Dans la réalité biologique, les transitions représentent la majorité des substitutions
nucléotidiques. Ainsi, lorsque la distance génétique entre deux séquences augmente, le
nombre de transitions et de transversions augmente proportionnellement, le nombre de
transitions étant toujours supérieur. Cependant, dans le cas de séquences de plus en plus
éloignées, la saturation des substitutions peut étre atteinte et les transversions devenir plus
nombreuses que les transitions.

Il faut 1000 réplications de "Bootstrap™ pour que cette méthode soit statistiquement
valable.

Les relations entre les séquences de cytb de genre Gazella ont été représentées a 1’aide

d’un arbre réalisé grace au programme MEGA 5 (Figure 29).




arabica__palestine

24
arabica_Arabie_saoudite1

53 gazella_Afrique_de_nord .

51
2
7o
70 | arabica_Arabie_saoudite3
arabica__Jordan
75 4 gazella_UAE
52 l gazella_muscatensis_Peninsule_arabique
ag

arabica_ Arabie_saoudite2
13 gazella__Arabie__saoudite
13 gazella_peninsule_arabique
4 gazella_Qater
=]

| SPekei_Afrique_de_nord
| apekei_uAaE
26 | —— gazella_Turquie
54 gazella_Eurasie
S gazella_Palestine
B8 | gazella_gazella_Allemand
gazella_Allemand
saudiya_Arabie_saoudite
41— dorcas_ Algerie__Hoggar
oo L dorcas__Algrie__ElIBayadh
68 | dorcas__Arabie__saoudite
Eal l dorcas_Palestinez
57 | dorcas__Qater
E | dorcas_peizelnii_Qater
dorcas__peninsule_arabique
3 dorcas__Maroc
30 | dorecas_Mali
4 dorcas_ Tunisie
dorcas_Afrique_de_nord1
4 | dorcas__Sudan
dorcas_Chad
Te dorcas__Allemand
dorcas__Afrique_de_ nord2
dorcas_Palestine
subgutturosa_ Eurasie
subgutturosa_ peninsule__arabia
subgutturosa_ Mongolie
saudiya_Afrique_de_nord &
44 subgutturosa_ Turkistan
subgutturosa_ Iran
54 subgutturosa_ Qater
subgutturosa_ Chine
L) IsD,Peninsuleiarabique I
subgutturosa_ lranz2
subgutturosa_ Azerbaijan
leptoceros__Afrique__de_nord x
bennettii_pakistan
bennettii__peninsule_arabique?2
43
- bennettii__Arabie_saoudite2
bernnettii__inde
a2 a7 bennettii_Arabie__saoudite
E' __Iran
__peninsule__arabique-
subgutturosa_ Afrique_de_nord x
71 | subgutturosa_marica_Feninsule_arabique
32 34 subgutturosa_ marica__Arabie_saoudite
84 subgutturosa_ marica_Oman
I— subgutturosa__marica_UAE
1 | Cunderi_afrique_de nord
59 I cunvieri_Espagnez
-1 | dorcas_ x_ leptoceros_ Afrique_de_nord
5| 22 leptoceros__pninsule__arabique
cunvieri_ Espagne
leptoceros__Egypte
29 leptoceros_tcheque
oo | SuMeri_pninsule_arabique
leptoceros_ Tunisie
leptoceros__Algerie
o o o o o o o

Figure 29 : Arbre phylogénétique reconstruit par Méthodes UPGMA basées sur 70
séquences de nucléotides de cytochrome-b de genre Gazella en utilisant MEGAS.




Le but de visualiser graphiqguement est de voir si une proximité génétique
existait entre les individus au sein d'un méme groupe. L’ADN mitochondrial a été
largement utilis¢é comme un outil pour déchiffrer I’histoire évolutive et démographique des

populations et des especes (Ballard et al., 2004).

+ Correction de ’arbre brut obtenu

Nous avons remarqué dans 1’arbre obtenu qu’ils y’a certaines espéces qui ne sont pas
dans ces réel clade : G. gazella, G. saudiya, G. leptoceros, G. subguttorosa. Et nous avons
remarqué aussi que ces quatre séquences de D’article (« Phylogenetic Relationships in the
Bovid Subfamily Antilopinae Based on Mitochondrial DNA Sequences, 1998 » des auteurs
Wilhelmus Rebholz et Eric Harley), repose essentiellement sur la morphologie des espéces,

donc on a les éliminé complétement.

Nous avons identifié les deux séquences de Gazella sp. Selon I’arbre précédent
(Figure 29) G. sp. de la peéninsule arabique AF187721 fait partie de ’espéce de G.
subguttorosa et G. sp. d’Iran KR873132 fait partie de I’espece G. bennettii.

Apres I’élimination et 1’identification des sp, nous avons obtenu au total 66 séquences

de cytb afin de reconstruire I’arbre final.
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Figure 30 : L’arbre final de genre Gazella basé sur 66 séquences de cytb en utilisant la
méthode UPGMA « Kimura 2-paramater » par la suite informatique MEGADb.




Une reconstruction phylogénétique est alors faite a partir de chague alignement chimérique
généré, et la valeur associée a chaque nceud dans I’arbre correspond au nombre de fois sur 1000

réplicats ou cette méme topologie a été trouvee.
Cytb . D’aprés I’arbre, les séquences de cytb se répartissent en 2 clades principaux :

Clade 1: Il comprend G. arabica, G. spekie, G. gazella, G. dorcas et G. saudiya

Ce clade est subdivisé en deux sous-clades :

v" Sous Clade A (Al et A2) : Il renferme les especes G. arabica, G. spekie, G. saudiya et
les sous espéces G. gazella gazella et G. gazella muscatensis.
v" Sous Clade B : Il correspond a G. dorcas, G. saudiya et le sous espéce G. dorcas

pelzelnii.

Clade 2: Il comprend G. subguttorosa, G. bennettii, G. leptoceros, G. cuvieri et G.

subguttorosa marica.
Ce clade est subdivisé en 2 sous-clades :

v' Sous Clade C: 1l n’est représenté que par la seule espéce correspond a G.
subguttorosa.

v" Sous Clade D : Est subdivisé aussi en :

= D1 : Il n’est représenté que par la seule espéce correspond a G. bennetti.
= D2a: Il correspond a G. subguttorosa marica.

= D2b: Il renferme les espéces G. leptoceros, G. cuvieri et G. dorcas x leptoceros.

De maniére générale, I’arbre obtenu dans cette partie montre que Gazella est
monophylétique (Wronski et al., 2010), absence des nceuds signifie qu’il n’y a pas une
séparation nette des especes, donc elles sont des espéces trés proches, a partir d’une matrice

de séquences traitées (cytb) avec la méthode UPGMA.

Les résultats trouvés par Blast sont les mémes, ce logiciel identifie des régions de
similarité locale entre séquences. Le programme compare des séquences nucléotidiques ou

protéiques et calcule la significativité des résultats.




Les séquences sont classées en fonction d'un "score” qui dépend de I'hnomologie avec

la séquence requéte, de la taille de la banque et de la valeur du "E-Value". Plus celui-ci est

petit, plus I'nomologie entre la séquence requéte et celle de la banque est grande.

Nous avons également vérifié si ces sequences sont proches. Nous avons comparé les

séquences de G. arabica et G. gazella de Al de clade 1. L’homologie entre ces séquences est

de 99%.
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Figure 31 : Comparaison entre les séquences de G. arabica et G. gazella par le

programme BLAST.

Nous avons comparé aussi les deux séquences de G. sepkie sous les numéros
d’accession (AF030608, KU560632) avec les séquences de G. gazella et de A2 de cladel.
Ces dernieres ont une grande similarité de 97%. Ce résultat montre que ces séquences sont

tres homologues.
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Figure 32 : Comparaison entre les séquences de G. spkie, G. arabica et G. gazella a

I’aide du programme BLAST.




Nous avons comparé aussi la séquence d’Arabie saoudite sous le numéro JN410323
de G. saudiya par rapport aux autres séquences de G. dorcas. Ces dernieres ont une grande
similarité de 98% avec la séquence de G dorcas. Ce résultat montre que ces séquences sont

tres homologues aussi.
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Figure 33 : Comparaison entre la séquence de G. saudiya et les séquences de G.

dorcas par logiciel BLAST.

D-loop :

a) G. arabica: Nous avons trouvé 2 séquences, une séquence d’Arabie saoudite de taille de

337pd, et une séquence de I’ Allemagne de taille 307pb.

b) G. cuvieri : Une seule séquence d’Espagne de taille de 784pb.

c) G. dorcas: On a 2 séquences, une séquence d’Arabie saoudite (250pb) et I’autre de

I’ Allemagne (268pb).

d) G. gazella: Nous avons trouvé 3 séquences, 2 séquences de 1’ Allemagne (234pb et 211pb),

une seule sequence d’ Arabie saoudite (366pb).

e) G. gazella gazella : Une seule séquence de I’ Allemagne de taille 362pb.
f) G. subgutturosa : Une seule séquence de la Chine de taille 984pb.

g) G. subgutturosa marica : On a 2 sequences, une sequence d’Arabie saoudite de taille 358pb

et I’autre d’ Arabie Saoudite de taille 1106pb.

h) G. subgutturosa sairenses : Une seule séquence de la Chine de taille de 785pb.




i) G. subgutturosa subgutturosa : Nous avons trouvé 2 séquences, une séquence d’Azerbaijan
de taille 980pb et I’autre d’Uzbekistan de taille 973pb.

j) G. subgutturosa yarkandensis : Une seule séquence de la chine de taille 785pb.

L'arbre phylogénétique de genre Gazella a été réalisé a partir des séquences de la région

de controle (D-loop) de 'ADN mitochondrial :
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Clade

Figure 34 : Arbre phylogénétique des séquences D-loop du genre Gazella en utilisant la méthode

UPGMA par logiciel MEGADS.




D’apres I’arbre, les séquences de D-loop se répartissent en 2 clades principaux :

Clade 1: Il comprend la majorité des espéces: G. subgutturosa, G. subgutturosa
yarkandensis, G. subgutturosa subgutturosa, G. subgutturosa sairenses, G. subgutturosa

marica, G. cuvieri, G. dorcas.

Correspondrait donc au genre «Gazella», ce clade est subdivisé en 2 sous-clades :

v" Sous-clade A: Il comprend deux espéces de G. subgutturosa marica d’Arabie saoudite ; une
espéce de G. subgutturosa sairenses; deux especes de G. subgutturosa subgutturosa et G.
subgutturosa yarkandensis.

Nous avons utilisé le serveur BLAST afin de pouvoir comparer les séquences de clade Al a
celles de la base de données GenBank.

Figure 35 : Comparaison entre les séquences de clade A par le programme BLAST.

Cette méthode nous a permis d'obtenir le pourcentage de similarité entre les
séquences, la probabilité que cette similarité soit due au hasard, ainsi que le pourcentage de
recouvrement des deux séquences.

Les resultats de BLAST montre que il y’a une similarité entre les sous-espéces G.
subgutturosa yarkandensis, G. subgutturosa subgutturosa, G. subgutturosa sairenses, G.

subgutturosa marica. Les pourcentages de la similarité (Tableau IX):




Tableau 1V: Tableaux qui représente le pourcentage de similarité entre les séquences

par I’utilisation de serveur Blast.

G. subgutturosa

G. subgutturosa

G. subgutturosa

G. subgutturosa

yarkandensis subgutturosa sairenses marica

G. subgutturosa 100 % 99 % 100 % 100 %
yarkandensis

G. subgutturosa 99 % 100 % 100 % 100 %
subgutturosa

G. subgutturosa 100 % 100 % 100 % 70 %

sairenses
G. subgutturosa 100 % 100 % 70 % 100 %

marica

v Sous-clade B : Au total, nous avons 2 séquences de 1’espéce dorcas d’Arabie saoudite et

I’ Allemagne.

Clade 2: Il comprend la majorité des especes (Gazella arabica, Gazella gazella,

Gazella gazella). Ce clade est subdivisé en 2 sous-clades :

v Sous-clade C : Au total, il y’a 2 séquences de I’espéce de G. arabica et une séquence de

G. gazella.

v Sous-clade D : Nous avons 2 séquences de I’espéce G. gazella et une séquence de G

gazella gazella.

Nous avons utilisé le serveur BLAST qui compare une séquence a celles de la base de

données GenBank.




Figure 36 : Comparaison entre les séquences de G. arabica et G. gazella a I’aide du

programme BLAST.

Nous avons comparé les séquences de G. gazella avec une séquence de G. arabica. Ces
derniéres ont une grande similarité de 90% avec la séquence de G. gazella. Ce résultat montre

que ces séquences sont tres homologues.




+ Interprétation des relations phylogénétiques entre les différentes espéces

du genre Gazella

Les gazelles sont identifiées comme étant le groupes taxonomiquement le plus
complexes des bovidés (Groves et al., 1967 ; Groves, 1997). Ce probléme est provoque en
grande partie par la variation intraspécifique considérable étant confondue avec la similitude
interspécifique, particulierement en caractéres tels que la forme des cornes, taille du corps et
la coloration de pelage (Groves, 1996).

D’apreés les arbres globaux (de cytb et D-loop) du genre Gazella, nous avons deux
clades importants : (1) un clade Asiatique (G. bennettii, G. subgutturosa, G. marica, G.
leptoceros et G. cuvieri) et (2) un clade Africain (G. saudiya, G. dorcas, G. spekei, G

.gazella, et G. arabica) (Lerp et al., 2013).

o G. marica (Thomas, 1897), a été englobé dans G. leptoceros par Ellerman et al.,
1951. Plus tard, le G. marica a été considéré comme une sous-espece de G. subgutturosa a la
base des similitudes morphologique (Groves et al., 1967; Kingswood et al., 1996, 1997).

o Les classifications tot placent G. bennettii comme une sous-espéce de G. gazella
(Haltenorth et al., 1977; Roberts, 1977) ou comme sous-espéce de G. dorcas (Gentry,
1964; Groves, 1969; Lange, 1972).

. Les données de caryologie, ont trouvé que G. bennettii indépendantes du G. gazella
(Furley et al., 1988; Kumamoto et al., 1995).

o La classification taxonomique de G. cuvieri et du G. leptoceros demeure
embrouillant. Lange (1972) a classifié G. cuvieri sous G. gazella, et G. leptoceros étaient
considérés comme une sous-espece de G. subgutturosa.

o En revanche Hassanin (2012), propose récemment que G. marica et G. leptoceros
sous-espéce de G. cuvieri en raison de leur divergence mitochondriques.

o A propos de G. dorcas, plusieurs sous-espéces sont décrites sur la base de la variation
phénotypique, telle que la coloration de pelage et la forme et la longueur des cornes (Groves,
1969, 1981; Alados, 1987; Yom-Tov et al., 1995; Groves et al., 2011).

o Une étude phylogeographique basée sur la variation de séquence mitochondrial de

cytochrome b et de contrdle région indique récemment que G. dorcas comprenant « G.




saudiya» et « G. pelzelni» représente un groupe réciproguement monophyletique avec des

relations de groupe-sceur au G. gazella et a G. arabica (Lerp et al., 2011).

111.2.2. Résultat de DnaSP

Nous avons utilisé le DnaSP pour la détermination des haplotypes ; le terme haplotype
correspond a une séquence nucléotidique, qui peut é&tre commune a plusieurs individus, mais

differe des autres haplotypes par une ou plusieurs substitution de nucléotides.

e Cytb: L’analyse de Cytb de I’ADN mitochondrial révéle une diversité génétique
tres importante ; les 66 individus étudiés ont permis de caractériser 30 haplotypes différents.
13 haplotypes privés ont été détectés ; un haplotype privé est un haplotype qui ne se retrouve
que dans une seule population. Les diversités haplotypique et nucléotidique sont donc trés

élevées au sein de notre échantillonnage pourtant restreint (Hd = 0,9622 ) (Figure 37).
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Figure 37: Les haplotypes ont été construit a I’aide du logiciel DnaSP de cytb.




° D-loop : Nous avons utilisé en ligne le logiciel FABOX pour faire 1’alignement de la
séquence la plus courte. Elle supprime simplement les zones frontalieres qui sont plein de

gaps pour utiliser le résultat d'alignement dans le logiciel DnaSP.
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Figure 38 : Résultat d'alignement des séquences D-loop du genre Gazella en utilisant le
logiciel FABOX.

% Blocs d'alignement :

v’ rouge = gaps : La présence des gaps peut étre expliquée par 2 possibilités : soit la
délétion des bases azotées de séquences qui contiennent les gaps, ou bien 1’insertion

des bases dans les séquences qui ne contiennent pas de gaps.
v' vert =conservés : les zones de similarité entre les séquences.

Sur les 16 séquences de D-loop de genre Gazella obtenues, 15 haplotypes ont pu étre
identifiés, 14 haplotypes privés ont été détectés. Chaque haplotype contient une seule




séquence sauf I’haplotype 7 continent 2 séquences. Le nombre d’haplotypes ont été construit
a I’aide du logiciel DnaSP (Figure 39).
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Figure 39 : Les haplotypes des séquences D-loop du genre Gazella en utilisant le logiciel
DnaSP.




Tableau V : Comparaison des indices de diversités calculés avec DnaSP sur les échantillons

étudiés.
Population | Clade | Taille de Nombre Diversité Nombre de Le nombre
I'échantillon | d*haplotipes | haplotipique sites de
h Hd polymorphes | site variable
S
Cytb 1 66 17 0,9622 1186 41
2 13
D-loop |1 16 10 0.9917 1123 65
2 4

+ Interprétation des résultats de DnaSP

Nous avons remarqué que les résultats obtenus par le Dnasp confirment les résultats

de MEGAS5,

les analyses du polymorphisme mitochondrial fournissent des pistes

intéressantes sur 1’histoire de 1’expansion géographique de chaque espéce. Les relations entre

individus, haplotypes ou especes sont visualisées précédemment via la construction des

arbres, par agglomération des plus proches voisins (Saitou et al., 1987).

Plus la diversité haplotypique est élevée au sein de 1’échantillonnage, plus il y a de

chances d’observer des haplotypes différents lorsque 1'on sélectionne 2 individus au hasard

(Nei, 1987).

La diversité nucléotidique mesure le nombre moyen de différences entre 2 séquences

choisies aléatoirement dans I'échantillonnage (Nei et al., 1979).




111.2.3. Analyses statistique

La pertinence de I’information génétique contenue dans le jeu de données a été
contrélée a I’aide du logiciel DAMBE (Xia, 2001). DAMBE est énuméré en tant qu'un des
logiciels les plus trés utilisés dans la phylogénétiqgue moléculaire (Salemi et al., 2003;
Felsenst.ein, 2004; Lemey et al., 2009).

Différents descripteurs statistiques sont calculés afin de mieux cerner la diversité
génétique qui caractérise les populations de chaque espéce.

La méthode utilisée par le logiciel DAMBE est basée sur une analyse de la fréquence
de GC et AT. Le logiciel GenSkew calcule la normale et le skew (biais) cumulatif de deux
nucléotides sélectionnables pour une séquence donnée. Le résultat est montré dans deux
graphiques différents (Figures 40-41). Le degré d'asymétrie compositionnelle, exprimé en
termes de biais de GC et d'AT, peut étre calculé a I'aide des formules suivantes (Perna et al.,
1995) :

Skew = (nucleotidel - nucleotide2)/ (nucleotidel + nucleotide?2)

e GC Skew= (G- C)/(G +C)
e AT Skew=(A-T)/(A+T)

Les méthodes comme GC skew, CGC skew, et Z-curve sont des outils pour mieux

étudier le mécanisme de la réplication de I'ADN dans différents organismes.
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Figure 40 : Variations des fréquences GC (A) et de AT (B) de Cytb produites a partir de
DAMBE.




Nous avons remarque que le GC Skew est négatif (Figure 40 A) cependant I’AT Skew
est postif (Figure 40 B), Par conséquent, GC skew positif représente la richesse de G sur C et
le GC skew négatif représente la richesse de C sur G (Tillier et al., 2000).

Selon Saccone (1999) dans tous les DNAsmt des vertébrés on observe

remarquablement un GC skew négatif, plus élevé pour les reptiles, I'aves et les mammiferes.
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Figure 41 : Variations des fréquences GC (C) et de AT (D) de D-loop produites a partir de
DAMBE

Nous avons remarqué que la fréquence GC Skew est généralement négatif (Figure 41

C) cependant I’AT Skew est généralement positif (Figure 41 D).

Plus ’ADN est riche en paires G/C plus I’ADN résiste a la dénaturation par

I’augmentation de la température. Le taux de G+C d’une molécule d’ADN est la fréquence




relative, exprimé généralement en pourcentage. (Genetik et al., 2006). Les segments d’ADN
composés de plusieurs bases G-C sont plus stables que les séquences composées de plusieurs
bases A-T.

A, T, G et C representent la fréquence d'occurrence de I'équivalent de la base dans une
séquence particuliére d'une longueur définie (Lobry et al., 1996). Nous avons comparé les
fréquences de CG et AT des génes Cytb et D-loop (Figure 42).
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Figure 42 : Comparaison des fréquences entre cytb et D-loop réalisés par le logiciel
DAMBE.

Nous avons remarqué qu’il y a une richesse de la cytosine sur la guanine et de
I'adénine sur la thymine pour cytb et D-loop, mais la frequence des D-loop et plus élevés par
rapport au cytb (Figure 42) c.-a-d. le nombre de CG présente dans cytb est plus élevé par
rapport au D-loop, parce que cette derniére est moins conserve que le cytb, ca est due de leurs

roles dans I’organisme.

Le géne du cytb code pour une protéine membranaire intégrale alors il est conservé
cependant D-loop joue le role d’une région de contréle, il ne code pas pour une protéine

donc il est moins protége.




111.2.4. Résultat de Network

e Résultat de Cytb

Les haplotypes, utilisable pour des analyses de tracabilité, mais aussi pour eétudier
I’évolution de 1’espéce. Les relations entre les haplotypes peuvent également étre
appréhendées par la construction de réseaux d’haplotypes (Figure 43). Ces réseaux

d’haplotypes sont construits grace au logiciel Network 5.0.

Haplogroupe 1

= Haplogroupe 2

Figure 43 : Réseau haplotypique réalisé par le logiciel Network a partir de 66 séquences de
Cytb de genre Gazella.

La construction de ces réseaux est basée sur la théorie de la coalescence (Kingman,
2000). Cette théorie consiste en une approche rétrospective qui decrit mathematiquement le
processus de fusion binaire de tous les lignages genéalogiques d'un échantillon de genes

jusqu'a leur plus proche ancétre commun.




Dans le réseau d’haplotypes ; chaque cercle correspond a un haplotype ; la taille du
cercle est proportionnelle a la fréquence de 1’haplotype dans le jeu de données. La longueur
des segments entre chaque haplotype est proportionnelle au nombre de mutations qui les
sépare.

Sur les 66 séquences de Cytb de genre Gazella obtenues, 30 haplotypes ont pu étre
identifiés. La structure du réseau (Figure 43) apparait plus complexe et avec de nombreux

haplotypes divergents.

Haplogroupe 1 correspond au groupe Asiatique : G. bennettii, G. subgutturosa, G.
marica, G. leptoceros et G. cuvieri. pour les haplotypes suivants : H5, H6, H7, H8, H9, H10,
H18, H24, H26, H27, H28, H29, H30.

R/

X Haplogroupe 2 correspond au groupe d’Afrique : G. saudiya, G. dorcas, G. spekei, G.
gazella, et G. pour les haplotypes suivants : H1, H2, H3, H4, H11, H12, H13, H14, H15,
H16, H17, H19, H20, 21, H22, H23, H25.
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Figure 44 : La croissance des haplotypes des séquences D-loop du genre Gazella en utilisant
le logiciel Network.

D’aprés la structure du réseau (Figure 44), les 16 séquences de D-loop se répartissent en 2

haplogroupes principaux :

X2 Haplogroupe 1 correspond au groupe Asiatique : G. subgutturosa yarkandensis, G.
subgutturosa subgutturosa, G. subgutturosa sairenses, G. subgutturosa marica, G. cuvieri, G.
dorcas pour les haplotypes suivants : H3, H4, H5, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15.

<> Haplogroupe 2 correspond au groupe d’Afrique : Gazella arabica, Gazella gazella,

Gazella gazella gazella. pour les haplotypes suivants : H1, H2, H6, H7, H8.

Les résultats obtenue des réseaux haplotypique des deux génes que ce soit cytb ou D-
loop ont montré 1’existence de deux haplogroupes major qui représentent le clade d’Afrique
et le clade d’Asie.

Plus deux séquences homologues sont différentes, plus la distance évolutive qui les
sépare est grande, et donc plus les séquences ont divergé il y a longtemps. A l'inverse, plus
deux séquences homologues sont proches, plus la distance évolutive qui les sépare est faible
(Saitou et al., 1987). Nous avons observé une distance génétique élevée entre les espéces de

genre Gazella, cette croissance a lieu sur une période relativement restreinte.




Conclusion

Les gazelles sont des mammiferes, de la famille des bovidés, comportent quatre
genres monophyletique (Antilope, Nanger, Eudorcas et Gazella). La tribu Antilopiné
comporte aujourd’hui 13 genres: Raphiceros, Ourebia, Madoqua, Dorcatragus, Saiga,
Litocranius, Ammodorcas, Antidorcas, Procapra, Eudorcas, Nanger, Antilope et Gazella, La
situation de genre Gazella est plus complexe, avec des especes existant en Afrique, en
Moyen-Orient, et en Asie.

Généralement les gazelles sont caractérisées par une variabilité phénotypique
prononcée qui n'est pas toujours reflétée par une divergence moléculaire des séquences
d’ADN, une partie de cette variation peut étre due a la plasticité phénotypique.

La reconstruction phylogénétique est un outil utilisé dans les domaines aussi divers
que la taxonomie, I’épidémiologie et la génétique des populations. C’est une procédure
incontournable pour retracer  I'histoire évolutive des organismes de tous niveaux
taxonomiques. Cette analyse est également d’une grande importance pour clarifier les
modeles évolutifs des espéces et pour comprendre I'évolution adaptative au niveau
morphologique et moléculaire.

Les analyses phylogénétique obtenues dans ce travail ont été ¢laborées a 1’aide des
différents logiciels tel que, MEGAS5 pour la reconstruction de 1’arbre phylogénétique,
DnaSP pour la détermination des haplotypes (une séquence nucléotidique, qui peut étre
commune a plusieurs individus, mais differe des autres haplotypes par une ou plusieurs
substitution de nucléotides), Network pour avoir 1’évolution des espéces, et DAMBE pour
faire des calcule statistique.

Nous avons remarqué que les résultats obtenus par le Dnasp confirment les résultats
de MEGAS5, les analyses du polymorphisme mitochondrial fournissent des pistes
intéressantes sur I’histoire de I’expansion géographique de chaque espéce. Les relations entre
individus, haplotypes ou espéces sont visualisées précédemment via la construction des

arbres, par agglomération des plus proches voisins




Nous avons remarqué aussi que les résultats obtenus par le Network confirment les
résultats de MEGAD5, ils ont montré 1’existence de deux haplogroupes pour les genes cytb et

D-loop qui représentent le clade d’ Afrique et le clade d’Asie.

Les méthodes d’analyses phylogénétiques, que ce soit en bifurcation, les haplotypes
ou en réseau par les logiciels MEGA, DnaSP, Network ont montré pour le genre Gazella
I’existence de deux clades distincts qui sont le clade Asiatique (G. bennettii, G.
subgutturosa, G. marica, G. leptoceros et G. cuvieri) et le clade Africain (G. saudiya, G.
dorcas, G. spekei, G .gazella, et G. arabica.).

La baisse dans le nombre des Gazelle est mondiale, pour cela il y a un besoin urgent
pour que les chercheurs déterminent leurs unités de conservation et décrivent des relations

phylogénétiques entre les especes de ce genre. .
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Tab VI: Exemple d’une séquence au format GenBank

GenBank: KIU260&630.1

FASTA  Graphics PopSet

LOCUS KUSEa63a 1142 bp DA linear MAM l1le-FEB-28le
DEFIMITION Gazella arabica isolate GGF41 cytochrome b {cytb) gene, complete

cd=j; mitochondrial.
ACCESSTON KUSE2530

WERSION KUSeas3a .1
KEYWORDS -
SOURCE mitochondrion Gazella arabica (Arabian gazelle)

ORGAMISM Gazella arabica
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Cetartiodactyla; Ruminantia;
Pecora; Bovidae; Antilopinae; Gazells.

REFEREMCE 1 (bases 1 to 1149)

AUTHORS Lerp,H., Klaus,S., Allgower,S., Wronski,T., Pfenninger,M. and
Plath,M.

TITLE Phylogenetic analyses of gazelles rewveal repeated transitions of
key ecological traits and provide novel insights into the origin of
the genus Gazella

JOURMAL Mol. Phylogenet. Evol. (2816) In press
PUBMED 26826603
REMARK Publication Status: Available-Online prior to print
REFEREMNCE 2 (bases 1 to 1143)
AUTHORS Lerp,H., Klaus,S5., Allgoewer,S., Wronski,T., Pfenninger,M. and
Plath,M.
TITLE Direct Submission

JOURMAL Submitted (@7-JAN-2816) MNatural History Collections, Museum
biesbaden, Friedrich-Ebert-Allee 2, Wiesbaden, Hessen 65185,
Germany
COMMENT ##Assembly-Data-STARTH#
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy segquencing
##Assembly -Data- ENDHER
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..114%9
forganism="Gazella arabica”
forganelle="mitochondrion”
Jmol_type="genomic DNA™
fisolate="GGF41"™
Sdb_xref="taxon:1229624™
fcountry="5Saudi Arasbia: Farasan Islands"”
feollected_by="T. Wronski"
RENg 7..1146
Sgene="cyth"
cDs 7..1146
Sgene="cyth"
/codon_start=1
Aftransl_table=2
/product="cytochrome b"
ASprotein_id D81621.1"
Stranslation="MINTRKTHPLMKIVMNAFIDLPAPSNISSIWWNFGSLLGICLILQ
ILTGLFLAMHYTADTATAFSSYVTHICRDVNY GWITRYMHANGASMFFICLFMHVGRGL
YYOSYTFLETWNIGVILLFATMATAFMGYYLPWGOMSFHWGATVITHNLLSATIPYIGTHNL
VEWIWGGFSVDKATLTRFFAFHFILPFIIAALAMYVHLLFLHETGSNNPTGISSDADKT
PFHPYYTIKDILGALLLILVLMLLVLFSPDLLGDPDNY TPANPLNTPPHIKPEWYFLF
AYATLRSIPHNKLGOYLALYLSILILILMPLLHTSKQRSMMFRPISQCLFWILWVADLLT
LTWIGGQPVEHPY IIIGQLASIMYFLLILVLMPAASTIENSLLKW™

ORIGIM

1 acactaatga tcaacacccg aaagacccac ccacttataa aaattgtaaa casacgcattc
681l atitgaccttc cagccccatc gaatatcica tcatgatggs actttggcoctc cctocctagsc
121 atctgcttaas ttctacaaat cctaacaggc ctattcctag caatacacta cacagccgst
181 acagcaacag cattctcctc cgttacccac atctgcoccgag acgtcasacta cggoctgaatt
241 atccgatata tacatgcaaa tggagcatcc atatttttts tctgocctcoctt tatacacgta
2@1 ggacgaggcc tctactatgg stcatataca ttcctagaas catggsatat cggagtaatt
261 cttctatttg caacaastagc tacagcattt ataggatacg tcctaccatg aggacaaata
421 tctttctgsg gagcsacagt tatcacgsac ctcctoctcag caeatcccata catcocggecaca
481 aacctagtag aatgsstctg sggagggttc tcagtagats aagcascact cacccgatic
541 ttigocttttc actttattct coccattcatec attgcagecece togeotatagt ccacttacta
8@l ttccttcacg aaacaggatc caacaaccocc acaggaattt catcagacgc agacaaaatc
661 ccatttcacc cctactacac catcaaggac atcctaggag cactactact astcctagit
721 cttatactcc tagttctatt ctcaccggac ctactcggag acccagacaa ctitatacacca
781 gcaaatccac tcaacacacc cccacacatc aaacctgaat ggtacttctt attcgcatat
841 gcaattctcc gatcaattcc caataasacta ggsggggttc tagccttaght cctatcaatt
9@l ctaatcctas tccttatacc cctactacac acatccaaac aacgasgcat aatatttcga
961 ccaatcagcc aatgcctatt ctgaatcctt gtagcagacc tgctascact cacatgaatc
1821 ggaggacasac cagtcgaaca cccatacstc attatcggac aactagcatc aatcatatat
1l@8l1l ttcctgctca tcctagtact gataccagca goccagcacca ttgaasacag tctcocctaasa

1141 tg=sagatasz

I
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Tab VII: Exemple d’une séquence nucléotidique au format EMBL.
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L

KUSE2638; SV 1; linmear; genomic DNA; STD; MAM; 1149 BP.
KUSGE2638;

12-FEB-2016 (Rel. 127, Created)
23-JUN-2816 (Rel. 129, Last updated, Version 23}

Gazella arabica isolate GGF41 cytochrome b {(cyvtb) gene. complete cdss;
mitochondrial.

Gazella arabica {(Arabian gazelle)

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia;
Eutheria; Laurasiatheria; Cetarticdactyla; Ruminantia; Pecora; Bowvidac;
Antilopinae; Gazella-.

Mitochondrion

[11

Publication Status: Awailable-Online prior to print

1-1149

DOI; 1@.1816/3F.ympewv.2816.81.812.

PUBMED; 26826683 .

Lerp H., Klaus S., Allgower S., Wronski T., Pfenninger M., Plath M.;
"Phylogenetic analyses of gazelles reveal repeated transitions of kew
ecological traits and provide nowel insights into the origin of the genus
Gazella™;

Mol. Phylogenet. Ewol. 985:1-1@8(2816}.

L2131

1-1149

Lerp H.., Klaus S., Allgoewer S., Wronski T., Pfenninger M., Plath M.;
Submitted (@7-JAN-2816) to the INSDC.

Matural History Collections, Museum Wiesbaden, Friedrich-Ebert-Allee 2,
Wiesbaden., Hessen 65185, Germany

MD5; cf46524a94702aled4d4ddacd4be82b2Ff82.

##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
#RAsSsembly-Data-ENDER

Key Location/Qualifiers

source 1..1149
sSorganism="Gazella arabica"
"mitochondrion™
GQGFa1™
s/mol_twype=""genomic DMA™

sorganslle

Sisolate

fcountry="Saudi Arabia:Farasan Islands
fcollected_by=
Fdb_xref="taxon:1229624"
sene 7..114s
sEene=
cDs 7..1146
Scodon_start=1
stransl_table=2
sEene="cytb"
cytochrome b"
GOA: ABALZSRIWNS 3™
InterPro: IPREOBS73I7™
"InterPro: IPREG25798"
Fdb_xref="InterPro:IPRE16174"
Fab_xref="InterPro: IPRAB27387"
fdb_xref="InterPro: IPRE32659"
Fdb_xref="UniProtKB/TrEMBL : ABA125RWS 3™
sprotein_id="AMDS1621.1"
stranslation="MINTRKTHPLMKIVNNAFIDLPAPSNISSWWNFGSLLGICLILQI
LTGLFLAMHYTADTATAFSSWTHICRDVNYGHWIIRYMHANGASMEF ICLFMHVGRGLY Y
GSYTFLETWNIGWILLFATMATAFMGY VL PHGQMSFRGATVITNLLSATIPYIGTHNLVEW
IWGGFSWDKATLTRFFAFHFILPFITAALAMVHLLFLHETGSNNPTGISSDADKIPFHE
YYTIKDILGALLLILVLMLLWLFSPDLLGDPDNY TPANPLNTPPHIKPEWYFLFAYATL
RSIPMKLGGWLALVLSILILILMPLLHTSKQRSMMFRPISQCLFWILVADLLTLTWIGG
QPVEHPYIIIGQLASIMYFLLILWLMPAASTIENSL LKW"

T. Wronski=

cytb™

sproduct=

Segquence 1149 BP; 366 A; 336 C; 153 G; 294 T; 8@ other;

acactaatga tcaacacccg aaagacccac ccacttataa aaattgtaaa caacgcattc &0
attgacctktc cagccccatc gaatatctca tcatgategega actttggctc cctcctagec iza
atctgcttaa ttctacaaat cctaascaggc ctattcctag castacacta cacagccgat 18@
acagcaacag cattctcctc cgttacccac atctgccgag acgtcaacta cEgctgaatt 240
atccgatata tacatgcaaa tggagcatcc atatttttta toctgocctctt tatacacgta ET-1-]
egacgagscc tctactatgge atcatataca ttcctagaaa catggaatat cggagtaatt 360
cttctattite caacaatagc tacagcattt ataggatacg tcctaccate aggacaaata aze
tctttctgag gagcaacagt tatcacgaac ctocctctcag caatcccata catcggcaca asa
aacctagtag astgaatctg aggagesttc tcagtagata aagcaacact cacccgattc 540
tttgcttttc actttattct cccattcatc attgcagccc tcgctatagt ccacttacta saa
ttccttcacg aaacaggatc caacamcccc acaggaattt catcagacec agacaaaatc 60
ccatttcacc cctactacac catcaaggac atcctagegag cactactact aatcctagtt 720
cttatactcc tagttctatt ctcaccggac ctactcggag acccagacaa ctatacacca 7aa
gcaaatccac tcaacacacc cccacacatc aaacctgaat ggtacttctt attcgcatat 840
gcaattctcc gatcaattcc caataaacta ggaggggttc tagccttagt cctatcaatt oaa
ctaatcctaa tccttatacc cctactacac acatccaaac aacgaagcat aatatttcea =T
ccaatcagcc astgcctatt ctgmatcctt gtagcagacc tgctaacact cacatgaatc 1228
Egaggacaac cagtcgaaca cccatacatc attatcggac aactagcatc aatcatatat 1258
ttcctgctca tocctagtact gataccagca gcoccagcacca tigaasaacag tctcctaaaa 1148
tgaagataa 1149
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Tab VIII: Exemple d’une séquence nucléotidique au format DDBJ.

LOCUS
DEFIMITION

ACCESSION
WERSIOM
KEYRHORDS
SOURCE
ORGANISM

REFEREMCE
AUTHORS

TITLE

JOURMAL

PUEBMED

REMARK

REFEREMCE

AUTHORS

TITLE

JOURMAL

COMMENT

FEATURES

Sourc

BASE COUNT
ORIGIN
1
61
121
181
241
el
36l
421
481
o541
621
661
721
731
841
Sl
a5l
1221
1231
1141
r

KUS&@as 32 1149 bp DMA linear MAM 1&-FEB-2816
Gazella arabica isolate GGF41 cytochrome b (cyth) gene, complete
cds; mitochondrial.

EUS &8s 38

KUsaase3a. 1

mitochondrion Gazella arabica (Arabian gazelle)
Gazella arsabica
Eukaryota; Metazoa;
Mammalia; Eutheria;
Pecora; Bowvidae; Antileopinae;
1 (bases 1 to 1149)
Lerp,H., Klaus,5., Allgower,S., Wronski,T., Pfenninger,M. and
Plath,M.
Phylogenetic analyses of gazelles reveal repeated transitions of
key ecological traits and provide novel insights into the origin of
the genus Gazella
Mol. Phylogenet.
268286835
Publication Status: Available-Online prior to print
2 (bases 1 to 114%)
Lerp,H., Klaus,S., Allgoewer,S., Wronski,T.,
Plath,M.
Direct Submission
Submitted (@7-JAN-2016) Matural History Collections, Museum
Wiesbaden, Friedrich-Ebert-2llses 2, Wiesbaden, Hessz=n G5185,
Germany
##Assembly -Data-STARTHE
Sequencing Technology
##Assembly -Data-END#E
Location/Qualifisrs
e 1..114%
forganism="Gazells arsbica™
forganelle="mitochondrion™
fmol_type="genomic DMA"
fisolate="GGF41"
Fdb wref="taxon:12292524"
fcountry="5audi Arabia: Farasan Islands™
fecollected by="T. Wronski™

Euteleostomi;
Ruminantia;

Chordata; Craniata; Vertebrata;
Laurasiatheria; Cetartiodactyla;
Gazella.

Evol. (2016) In press

Pfenninger,M. and

Sanger dideoxy sequencing

7..1146
fgene="cytb™
7..1146

fgene="cytb"

acactaatga
attgaccttc
atctgcttaa
acagcaacag
atccgatata
EEacCEsgEccC
cttctatttg
tctttcoctgag
aacctagtag
tttgocttttc
ttccttcacg
ccatttcacc
cttatactcc
gcaaatccac
gcaattctcce
ctaatcctaa
ccaatcagcc
ggaggacaac
ttcctgctca
tgaagataa

fcodon_start=1
ftransl table=2
Fproduct="cytochrome b"
fprotein_id="AMDE81621.1"

ftranslation="MINTREKETHPLMKIVNMAFIDLPAPSNISSWWNFGSLLGICLILY
ILTGLFLAMHYTADTATAFSSVTHICRDVNY GWIIRYMHANGASMFFICL FMHVGRGL
YYOEYTFLETWNIGVILLFATMATAFMGYVLPWGOMS FWCGATVITHNLLSAIPYIGTML
VEWIWGGFSVDKATLTRFFAFHFILPFITAALAMVHLLFLHETGSNNPTGISSDADKT
PFHPYY TIKDILGALLLILVLMLLVLFSPDLLGDPDNYTPANPLNTPPHIKPEWYFLF
AYATLRSIPHNKLGGYLALVLSILILILMPLLHTSKQRESMMFRPISQCLFWILVADLLT
LTWIGGQPVEHPY IIIGQLASIMYFLLI LVLMPAASTIENS LLKW™

366 a

tcaacacccg
cagccccatc
ttctacaaat
cattctcctc
tacatgcaaa
tctactatgg
caacaatagc
gagcaacagt
aatgaatctg
actttattct
aaacaggatc
cctactacac
tagttctatt
tcaacacacc
gatcaattcc
tccttatacc
aatgcctatt
cagtcgaaca
tcctagtact

336 c

amagacccac
gaatatctca
cctaacagge
cgttacccac
tggagcatcc
atcatataca
tacagcattt
tatcacgaac
aggsgggttc
cccattcatc
Caacaaccoc
catcaaggac
ctcaccggac
cccacacatc
caataaacta
cctactacac
ctgaatcctt
cccatacatc
gataccagca

153

ccacttataa
tcatgatgga
ctattcctag
stctgcocgag
atatttttta
ttcctagaaa
ataggatacg
ctcctctoag
tcagtagata
attgcagccc
acaggaattt
atcctaggag
ctactcggag
aaacctgaat
gsageEgsttc
acatccaaac
gtagcagacc
attatcggac
gccagcacca

E

aaattgtaaa
actttggctc
caatacacta
acgtcaactsa
tctgoctcott
catggaatat
tcctaccatg
caatcccata
aagcaacact
tcgctatagt
catcagacgc
cactactact
acccagacaa
ggtacttctt
tagccttagt
aacgaagcat
tgctaacact
aactagcatc
ttgaaaacag

294 t

caacgcattc
cctcctaggc
cacagccgat
cgectgaatt
tatacacgta
cggagtaatt
aggacaaata
catcggcaca
cacccgattc
ccacttacta
agacaaaatc
aatcctagtt
ctatacacca
attcgcatat
cctatcaatt
aatatttcga
cacatgaatc
aatcatatat
tctcctaaaa
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Tab IX: Les séquences extraites a partir de la GenBank (types des génes et leur origine

géographique).
Espéce Région Geéne Taille Locus
b
G. Arabica (77) Oman SMOC1 (5) 67f KU560886
PANKA4(6) 458 KU560796
Arabie saoudite NLRP2(5) 549 KU560751
CHD2(5) 669 KU560709
EPS15L1(5) 412 KU560666
cyth(3) 1149 KU560630
D-loop(1) 337 JX274664
cytb(1) 336 JX274663
cytb(5) 1140 KC188765
Palestine ZNF618(5) 686 KU560840
control region (12) 324 KM523455
cytb(12) 790 KM523446
cytb(4) 1132 KC188759
Jordan cytb(1) 1095 KC188747
Allemagne D-loop(2) 307 JX647826
12S ribosomal RNA(2) 991 JX647803
Qatar SPTBN1(2) 829 JX647831
KCAS(1) 725 JX647815
G. bennettii (73) L'inde COI(2) 1545 KT372099
cyth(5) 378 KT353977
cyth(3) 415 KT369291
cyth(2) 204 KP142700
cytb(2) 314 DQ919166
16S ribosomal RNA(4) 535 DQ989297
12S ribosomal RNA (1) 386 EF133853
misc_feature(1) 376 EF079832
cytb(2) 751 EU434731
L'afrique de nord cox iii(2) 783 AF030480
Pakistan cyth(2) 300 AF030614
SMOC1(5) 671 KU560899
cytb(1) 1149 KU560633
Péninsule Arabique | cytb(2) 333 HQ316151
cytb(1) 375 AF187698
Arabie saoudite ZNF618(5) 694 KU560856
PANKA4(5) 458 KU560815
NLRP2(5) 549 KU560768
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CHD2(4) 669 KU560727
EPS15L1(4) 396 KU560683
cytb(1) 1149 KU560634
cytb(3) 1018 JN410357
Iran cytb(10) 410 KP729619
Soudaine mitochondrion genome(2) 16435 JN632635
G. cuvieri (24) Péninsule arabique | cytb(2) 333 HQ316155
L'afrique de nord cox ii(1) 783 AF030475
cytb(1) 300 AF030609
Espagne SMOC1(2) 671 KU560905
ZNF618(2) 688 KU560860
PANKA4(2) 458 KU560819
NLRP2(2) 550 KU560772
CHD2(2) 669 KU560730
EPS15L1(2) 396 KU560686
cythb(2) 1149 KU560636
cyth(2) 1095 JN410343
D-loop(2) 784 JQ065722
Soudaine mitochondrion genome(2) 16427 JN632636
G. dorcas (299) Maroc cytb(3) 375 EU723704
cytb(12) 716 JQ676952
L'afrique de nord cox iii(3) 783 AF030484
cytb(3) 300 AF030618
cytb(33) 450 KM582094
KCAS(1) 367 KM582053
Mali mitochondrion genome(3) 16439 JN632637
cytb(1) 1152 JN410256
Sudan PANKA4(8) 458 KU560808
cytb(9) 1152 JN410251
Arabie saoudite cytb(2) 336 JX274673
D-loop(2) 250 JX274666
peninsule arabique | cyth(8) 375 AF187719
Arabie saoudite CHD2(7) 669 KU560720
EPS15L1(8) 396 KU560675
Qatar cytb(27) 1152 JN410233
Palestine ZNF618(6) 688 KU560849
control region(31) 319 KM523547
cyth(28) 790 KM523379
cytb(1) 1132 KC188752
cytb(13) 1152 JN410231
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Allemagne D-loop(1) 268 JX647824
cytb(1) 336 JX647822
12SRibosomal RNA(2) 992 JX647802

Algerie NLRP2(6) 550 KU560763
SMOC1(8) 671 KU560891
cytb(3) 1152 JN410252
control region(52) 451 JN410262
cytb(1) 1152 IN410255

Tunisie cytb(1) 1152 JN410257

Chad cytb(9) 1152 JN410242

Qatar SPTBN1(2) 829 JX647830
KCAS(2) 707 IX647814

Espagne sry(1) 606 AJ003127
segX (1) 372 GAZEXONS

G. dorcas pelzelnii(1) | Qatar cytb(1) 1140 JF728768
G. dorcas x L’Afrique de nord | cytb(20) 450 KM582114
leptoceros (21) KCAS(1) 367 KM582054
G. erlangeri (2) Soudaine mitochondrion genome(2) | 16434 | JN632639
G. gazella (336) Turquie cytb(1) 400 JF719321

L'afrique de nord cox iii(5) 783 AF030489
cytb(5) 300 AF030623

Palestine SMOC1(3) 670 KU560882
ZNF618(3) 685 KU560837
PANKA4(3) 458 KU560792
NLRP2(3) 550 KU560746
CHD2(3) 668 KU560705
EPS15L1(3) 396 KU560661
cytb(1) 1149 KU560629
cyth(27) 1140 KC188776
control region(56) 324 KM523490
cytb(65) 790 KMb523444
TP53(1) 1021 KM233187

Arabie saoudite cytb(2) 336 JX274675
D-loop(3) 366 JX274668
cytb(10) 1152 JN410261

Peninsule arabique | cytb(3) 375 AF187713

United Arab cytb(1) 1011 JN410353

Emirates: Dubai

Allemagne D-loop(1) 234 JX647825
cytb(45) 360 GU384870
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D-loop(87) 211 GU384825
Qatar cytb(1) 981 JF728766
Eurasie cytb(1) 1134 AJ222682
France tRNA-Thr, tRNA-Pro, 1212 AJ235320
tRNA-Phe genes and D-
loop(1)
Soudaine mitochondrion genome(2) 16447 JN632640
G. gazella gazelle (3) | Allemand D-loop(1) 362 JX647823
cytb(1) 336 JX647821
12S ribosomal RNA(1) 536 JX647811
G. gazella Peninsula arabique | cytb(1) 375 AF187697
muscatensis (1)
G. leptoceros (30) cytb(2) 333 HQ316153
cytb(1) 375 AF187699
USA MC1R(1) 936 FJ773324
L'afrique de nord cox iii(1) 783 AF030476
cytb(1) 300 AF030610
Tunisie SMOC1(2) 671 KU560906
ZNF618(2) 684 KU560862
PANKA4(2) 458 KU560821
NLRP2(2) 550 KU560774
CHD2(2) 669 KU560732
EPS15L1(2) 420 KU560688
cytb(2) 1025 JN410345
Egypt cytb(2) 1118 JN410347
Algerie cytb(1) 1152 JN410259
Czech Republic cytb(1) 1140 JF728767
X seqX(4) 783 KF787942
Soudaine Mitochondrion genome(2) | 16439 | JN632641
G. saudiya (10) L'afrique de nord cox iii(1) 783 AF030481
cytb(1) 300 AF030615
Arabie saoudite cytb(6) 375 AF187722
cytb(2) 404 JN410323
G. spekei (29) USA ytochrome c¢ oxidase 11(1) 684 GSU18824
L'Afrique de nord | cox iii(1) 783 AF030474
cytb(1) 300 AF030608
UAE: Dubai SMOC1(1) 669 KU560888
ZNF618(3) 688 KU560846
PANK4(4) 458 KU560802
NLRP2(4) 544 KU560754
CHD2(4) 669 KU560714
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EPS15L1(4) 397 KU560670
cytb(4) 1149 KU560632
Soudaine mitochondrion genome(2) | 16440 | IN632642
G. subgutturosa Mongolie COI(4) 664 KX859293
(143) COI(1) 605 KU527897
cytb(1) 375 DQ269164
cytb(1) 1083 KU560652
NLRP2(2) 540 KU560764
EPS15L1(2) 396 KU560679
Eurasie cytb(1) 1143 AF036282
Allemagne PrP(1) 679 AF117313
Azerbaijan cytb(1) 333 HQ316158
Turkistan cytb(2) 332 HQ316159
Peninsule arabique | cytb(3) 375 AF187716
L'afrique de nord cox iii(2) 783 AF030478
cythb(2) 300 AF030612
Qatar SMOC1(2) 665 KU560898
ZNF618(1) 684 KU560854
PANK4(2) 458 KU560812
CHD2(2) 669 KU560724
cytb(1) 1128 KU560653
Soudaine mitochondrion genome(3) 16436 JN632643
Iran cytb(1) 333 HQ316157
cytb(8) 410 KM387306
COXIII(1) 384 KM948600
cytb(1) 258 KM983326
cytb(15) 470 KF790616
control region(7) 480 GU993273
la Chine multiple endocrine 366 KF027381
neoplasia type 1(1)
COI1(9) 644 KC679027
cyth(32) 1143 KM978991
D-loop(17) 984 KJ499836
pkir(1) 305 JN167349
Turquie misc_feature 400 JF719320
DRB(3) 262 KC309407
Russia 16S ribosomal RNA(1) 1423 AF538359
12S ribosomal RNA(1) 955 AY141134
USA 12S ribosomal (1) 241 GSuU87007
16S ribosomal (1) 340 GSU87057
X segX (8) 512 AX084559
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G. subgutturosa Oman cytb(3) 333 HQ316160
marica (94) UAE cytb(3) 333 HQ316161
Peninsule arabique | cytb(2) 375 AF187718
Arabie saoudite SMOC1(3) 670 KU560910
ZNF618(3) 689 KU560865
PANKA4(3) 458 KU560824
NLRP2(2) 548 KU560775
CHD2(2) 669 KU560734
EPS15L1(2) 396 KU560689
cytb(3) 1116 KU560654
cyth(2) 336 IX274677
D-loop(2) 358 JX274670
cytb(20) 390 JN376064
16S ribosomal RNA(20) 879 JN376044
D-loop(19) 1106 JN376024
Qatar 12S ribosomal RNA(2) 992 JX647804
SPTBN1(2) 782 JX647833
KCAS(1) 725 JX647816
G. subgutturosa la Chine D-loop(4) 785 KC934198
sairenses (4)

G. subgutturosa Azerbaijan D-loop(10) 980 HQ185411
subgutturosa (76) Uzbekistan D-loop(66) 973 HQ185457
G. subgutturosa la Chine D-loop (20) 785 KC934194

yarkandensis (20)

G. sp. (18) Peninsule arabique | cytb(6) 375 AF187721
Iran cytb(4) 383 KR873132
X seqX(8) 512 BD261934
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