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Résumé

Six souches d’actinobactéries appartenant au genre Saccharothrix; S. algeriensis
DSM 44587, S. hoggarensis DSM 454577, S. saharensis DSM 454567, S.
tamanrassetensis DSM 459477, S. isguenensis DSM 46885", et S. ghardaiensis DSM
46886" isolées de sols sahariens d’Algérie, et une souche Saccharothrix sp. CA3
provenant de la mer méditerranée d’Algérie ont été sélectionnées pour une analyse
phylogénétique.

Une étude moléculaire portant sur le séquencage du géne qui code pour I’ADNr 16S a
permis de confirmer 1’appartenance de cette souche Saccharothrix, cela a déja été constaté
lors des études morphologiques. L’alignement de sa séquence d’ADNr 16S par le blast (Basic
Local Alignment Search Tools), sur Ez-taxon-e (https://www.ezbiocloud.net/) a montré
qu’elle présente un pourcentage de similarit¢ de 99,86% avec I’espeéce la plus proche S.
tamanrassetensis DSM 459477 provenant du sol saharien, et 1’arbre phylogénétique congu en
utilisant le logiciel MEGA version 7.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis program)
par la méthode du "neighbor-joining" a montré qu’elle forme un cluster distinct avec cette
espéce. Les séquences d’ADNr 16S des 6 souches ont été téléchargées de la base de données
NCBI (National Center for Biotechnology Information).

L’alignement des séquences d’ADNTr 16S par le blast des six souches de Saccharothrix
téléchargées a montrer des taux supérieur a 98,65 % la limite de la détermination de nouvelles
especes. L’analyse phylogénétique par la méthode du '‘neighbor-joining™ montre que S.
algeriensis DSM 4458" forme un cluster distinct avec S. australiensis DSM 438007 et se
détache des autres espéces du genre Saccharothrix, I’espéce S. hoggarensis DSM 454577 se
rapproche de trois espéces S. ecbatanensis UTMC 5377, S. isguenensis DSM 46885, et S.
longispora DSM 437497, et se détache des autres, I’espéce S. saharensis DSM 45456" se
rapprochée phylogénétiqguement de
S. carnea NEAU ynl17", I’espéce S. tamanrassetensis DSM 459477 forme bien un cluster
avec la souche CA3,et s’éloigne nettement des autres, ’espéce S. isguenensis DSM 468857
clairement se rapproche phylogénétiquement de S. ecbatanensis DSM 442297, forme un
cluster avec et se détache des autres, et I’espéce S. ghardaiensis DSM 46886" se détache de
ces especes en formant une lignee bien distincte.

Les tests d’hybridations ADN-ADN réalisés pour les six séquences des souches ont
montrés des pourcentages inférieurs a la limite de 70 %, ce qui a permet de conclure qu’elles

sont de nouvelles espéces du genre Saccharothrix.

Mots clés : Saccharothrix, sols sahariens, ADNr 16S, analyse phylogénetique, Algérie.
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Abstract

Six strains of actinobacteria belonging to the genus Saccharothrix; S. algeriensis DSM
44587, S. hoggarensis DSM 454577, S. saharensis DSM 454567, S. tamanrassetensis DSM
459477, S. isguenensis DSM 46885", and S. ghardaiensis DSM 46886 isolated from Saharan
soils Algeria, and a strain Saccharothrix sp.

CA3 from the Mediterranean Sea of Algeria were selected for phylogenetic analysis. A
molecular study involving the sequencing of the 16S rDNA gene has confirmed the
membership of this Saccharothrix strain, which has already been observed during
morphological studies. The alignment of its 16S rDNA sequence by the blast (Basic Local
Alignment Search Tools), on Ez-taxon-e (https://www.ezbiocloud.net/) has shown that it has a
percentage similarity of 99.86% with the closest species S. tamanrassetensis DSM 459477
from Saharan soil, and the phylogenetic tree designed using MEGA software version 7.0
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis program) by the "neighbor- joining™ method has
been shown to form a distinct cluster with this species.

The 16S rDNA sequences of the 6 strains were downloaded from the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) database. The alignment of the 16S rDNA sequences by
the blast of the six strains of Saccharothrix uploaded to show levels exceeding 98.65% the
limit of determination of new species. The phylogenetic analysis by the "neighbor-joining"
method shows that S. algeriensis DSM 4458" forms a distinct cluster with S. australiensis
DSM 438007 and is detached from other species of the genus Saccharothrix, the species S.
hoggarensis DSM 454577 approaches of three species S. ecbatanensis UTMC 5377, S.
isguenensis DSM 468857, and S. longispora DSM 43749, and stands out from the others,
the species S. saharensis DSM 45456 is phylogenetically similar to S. carnea NEAU yn177,
the species S . tamanrassetensis DSM 459477 does form a cluster with the strain CA3, and
clearly distances it self from the others, the species S. isguenensis DSM 46885" clearly
approaches phylogenetically to S. ecbatanensis DSM 442297, forms a cluster with and
detaches from the others, and the species S. ghardaiensis DSM 46886 is detached from these
species by forming a very distinct lineage.

DNA-DNA hybridization tests performed for the six sequences of the strains showed
percentages below the 70% limit, which led to the conclusion that they are new species of the

genus Saccharothrix.

Keywords: Saccharothrix, Saharan soils, 16S rDNA, phylogenetic analysis, Algeria.
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Introduction

Introduction

Les actinobactéries sont des bactéries mycéliennes & Gram positif ayant un
pourcentage de guanine-cytosine élevé (supérieur a 55%) qui les différencie des autres
bactéries. En outre, elles forment phylogénétiquement une branche a part et sont
caractérisees par une tres grande diversité morphologique (Goodfellow, 2012).
L’importance des actinobactéries a de tout temps été soulignée dans divers domaines: dans
le domaine industriel, dans le domaine médical et vétérinaire, dans 1’agriculture et 1’agro-
alimentaire, etc. (George et al., 2012; Solecka et al., 2012).

Les actinobactéries sont retrouvées pratiquement partout dans 1’environnement ou
elles ont pu coloniser plusieurs milieux, y compris les plus extrémes et ou la vie était
considérée comme étant impossible (Tiwari et Gupta, 2013). En Algérie, avec une
superficie de plus de 2 millions de kilomeétres carrés, et un climat impressionnant diversité
allant des montagnes enneigées des régions du nord surplombant la Mer Méditerranée
jusqu'au désert saharien le plus chaud du monde. Cela affecte une grande biodiversité,
riche et diversifiée en actinobactéries, a laquelle correspond une large chimio diversité de
métabolites.

Ces dernieres années, plusieurs taxons originaux ont été signalés dans le monde, y
compris dans le Sahara algérien. Les sols sahariens d’Algérie se sont révélés étre
relativement assez riches en actinobactéries rares ou peu fréguents (autres que
Streptomyces), aussi bien du point de vue quantitatif et de la biodiversité générique et
spécifique que du point de vue des propriétés antagonistes, que ce soit antibactériennes ou
antifongiques (Sabaou et al., 1998). Parmi ces genres rares Saccharothrix, s’est révélé étre
I’'un des plus intéressants. Au total 23 nouvelles espéces du genre Saccharothrix sont
découvertes dans le monde, six especes (environ un quart du nombre total) ont été isolé
par les équipes du Laboratoire de Biologie des Systéemes Microbiens (LBSM) de Kouba-
Alger sous la direction du Professeur Sabaou Nasserdine, que Dieu lui fasse miséricorde.

Les méthodes classiques d’identification bactérienne basées sur la détermination des
caractéres morphologiques, culturaux, et physiologiques ont montré leurs limites (Douga
et al., 2005). La taxonomie moléculaire a été mise en place a partir des années 80 et
consiste a 1’application des méthodes d’analyses génétiques et moléculaires, notamment le
séquencage du géne ADNr 16S qui code pour I’ARN ribosomique 16S (Jeffrey, 2008;
Afifi et al., 2012; Boughachiche, 2012). Ces techniques ont permis de tracer toute la
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phylogénie des actinobactéries. Le gene ADNr 16S est I'un des genes les mieux
conservés parmi les organismes procaryotes. Il a été choisi comme marqueur
phylogénétique en constituant une base de comparaison efficace et fiable pour pouvoir a la
fois comparer et différencier les bactéries entre elles. Aujourd’hui, plus d’une centaine de
milliers de séquences d’ARNr 16S ou du géne ADNr 16S sont mises a la disposition des
scientifiques et des chercheurs sur le réseau internet, dans des bases de données
généralistes comme Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), ou des bases de données
spécialisees comme le ribosomal database project (RDP) (http://rdp.cme.msu.edu) a
1’Universit¢ du Michigan aux Etats-Unis ou the European ribosomal RNA database a

I’Université de Gand en Belgique (http://www.psb.ugent.be/rRNA/index.html).

Dans le présent travail, nous nous sommes fixés comme objectifs de bien maitriser
quelque outils de la bioinformatique accessibles en ligne notamment les bases de données
(DATA Base) comme NCBI, le BLAST (Basic Local Alignment Search Tools), et logiciel
informatique MEGA 7.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis program, version
7.0) utilisé pour établir les arbres phylogénétiques, de reconstruire la phylogénie des
espéces du genre Saccharothrix isolées de sols sahariens d’Algérie a I’aide du MEGA 7.0,
et de comparer une souche Saccharothrix sp. isolée de la Mer Méditerranée d’Algérie, et

la compare avec les espéces terrestres.
Le travail réalisé est divisé en trois parties :

-La premiere partie du manuscrit présente des rappels bibliographiques sur les
actinobactéries, nous avons présenté, leur définition, leur distribution, leur taxonomie, et
leur importance, avec la description du genre Saccharothrix.

-La deuxiéme partie est relative a la description du matériel et des méthodes utilisées.

-La troisieme partie présente et discute les résultats obtenus au cours de notre analyse

phylogénétique et qui se termine par une conclusion et prescriptives.
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Synthése bibliographiques

1. Généralités sur les actinobactéries

1.1. Définition

Le phylum Actinobacteria, affilié au domaine Bacteria, est nouvellement décrit dans
le Manuel de Systématique de Bergey publié en 2012. 1l est défini comme rassemblant les
bactéries a Gram positif possédant un pourcentage élevé de guanine et de cytosine (G+C)
(supérieur ou égal a 55 %) (Ludwig et al., 2012), présentant une grande variabilité
morphologique, la plupart étant mycéliens: cocci (Micrococcus), cycle batonnet-cocci
(Arthrobacter), mycélium qui se fragmente (Nocardia, Rhodococcus, Saccharothrix...) et
mycélium bien différencié et persistant (Streptomyces, Actinomadura,
Streptosporangium...).

Le phylum Actinobacteria, comprend a I'heure actuelle 6 classes et 23 ordres, dont
Actinomycetales en représente I'ordre-type. Toutefois, et a I'aide de la métagénomique, la
cytométrie en flux (CMF) et I'hybridation in situ en fluorescence (FISH), Ghai et al.
(2013) ont pu décrire un nouveau groupe d'actinobactéries marines qui se caractérisent par
la plus faible teneur en G+C signalée jusqu'ici (33 %) chez ce phylum, ainsi que par leur
taille qui s'est révélée étre la plus petite connue chez les procaryotes (volume cellulaire
égal a 0,013 um3). Ces mémes auteurs ont, par la suite, proposé la création d'une nouvelle
sous-classe “Candidatus Actinomarinidae” pour désigner ce groupe d'actinobactéries
(Stackebrandt et al. 2002).

L’ancien nom des actinobactéries est «actinomycétes». Ce dernier provient du Grec
« aktino - mycetes » ou «champignons a rayons » ou encore « champignons rayonnants»
(Gottlieb, 1973).

Les actinobactéries peuvent étre aérobies strictes (la majorité), anaérobies facultatives,
strictement anaérobies ou micro-aérophiles. Ces microorganismes sont genéralement
chimio- organotrophes hétérotrophes, mésophiles (la majorité), et neutrophiles, mais
certains peuvent étre acidophiles, alcalophiles, psychrophiles, thermophiles, halophiles,

halo-alcalophiles et méme xérophiles (Saker, 2016).
1.3. Distribution environnementale: présence et habitats

Les actinobactéries sont répandus a 1’échelle universelle (Tiwari et Gupta, 2013). lls

sont isoles a partir des sols (cultivés, désertiques, salés, etc.), des eaux (océans, mers, lacs, 3
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riviéres,
sources), de 1’air, des glaciers et des sites pollués par des hydrocarbures ou par des métaux
lourds (Lechevalier, 1981; Moncheva et al., 2002; Okoro et Brown et al., 2009; Zhang et
al., 2012; Jiang et al., 2013). lls sont présents au niveau des débris végétaux, ainsi qu’a
I’intérieur des plantes en tant que symbiotes (Normand et al., 2007; Janso et Carter, 2010;
Zhao et al., 2011). lls sont également retrouvés dans les sources thermales (Barabote et
al., 2009) et méme sur les surfaces gamma-irradiées (Phillips et al., 2002).
1.2.1. Les sols

Les actinobacteéries représentent 10 a 20 % de la population microbienne totale du sol.
Typiquement, elles sont présentes dans le sol avec des densités de 1’ordre de 106 a 109
UFC/g de sol sec (Goodfellow et Williams, 1983). Cependant, leur nombre et leur
distribution sont fortement influencés par certains facteurs tels que la profondeur, le pH, la
température, I'numidité, I'aération, le taux de matiére organique et sa qualité, la charge

microbienne, etc. (Sabaou et al., 1998).
1.2.2. Les habitats marins

Les actinobactéries sont retrouvés aussi bien en milieu aquatique : dans les lacs, les
rivieres, les ruisseaux, qu’en milieu marin : les mers, les océans et méme dans les
sédiments océaniques situés a plus de 400m de profondeur (Weyland, 1986 ; Sabaou,
1988 ; Singh et al, 2007). En effet, un grand nombre d’especes ont été isolées de la mer
profonde, un environnement a forte pression, a basse température, absence de lumiere, a
concentration variable d’oxygene et de sel, preuve d’une vaste distribution de ce groupe

de part le monde (Mincer et al, 2002 ; Pissul, 2006).
1.2.3. Habitat et répartition en Algérie

En Algérie, Avec une superficie de plus de 2 millions de kilométres carrés, I'Algérie
a un climat impressionnant diversité allant des montagnes enneigées des régions du nord
surplombant la Mer Méditerranée jusqu'au désert saharien le plus chaud du monde. Cela
affecte une grande biodiversité, riche et diversifiée en actinobactéries, a laquelle

correspond une large chimio-diversité de métabolites.

Des actinobactéries ont été isolées dans différents écosystemes, y compris des plantes

sahariennes (Zamoum et al., 2015 ; Goudjal et al., 2013 ; Baoune et al., 2018), grottes
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(Belyagoubi et al., 2018), eaux usees (Silini et al., 2015 ; Souagui et al., 2019), sédiments
fluviaux (Djinni et al., 2018), zones hypersalines (Meklat et al., 2012 ; Souagui et al.,
2015), sol du désert saharien (Sabaou et al., 1998 ; Sabaou et al., 1992) et les algues
dérivées ( Djinni et al., 2013).

Les sols sahariens algériens, ont montré une grande diversité en genres
actinobactériens, des plus abondants aux plus rares, voire méme trés rares dans le monde.
Nous retrouvons les genres Actinoalloteichus (Boudjelal et al., 2011) , Actinokineospora
(Aouiche et al., 2015), Actinomadura (Badji et al., 2005; Lahoum et al., 2016),
Actinopolyspora (Meklat et al., 2013 ; Saker et al., 2015). Nocardiopsis (Bouras et al.,
2015; Zitouni et al., 2005), Nonomuraea (Badji et al., 2007), Planomonospora (Chaabane
Chaouch et al., 2017), Prauserella (Saker et al., 2015), Saccharothrix (Zitouni et al.,
2004; Boubetra et al., 2013, Boubetra et al., 2015), Streptosporangium (Boudjella et al.,
2006; Chaabane Chaouch et al., 2016) etc. De méme, les travaux menés sur 1’isolement
des actinobactéries a partir des sols sahariens algériens ont permis de décrire deux
nouveaux genres, a savoir Bounagaea (Meklat et al., 2015) et Mzabimyces (Saker et al.,
2014). Cependant, 1’unique espece appartenant au genre Mzabimyces (M. algeriensis), a
fait I’objet d’un reclassement dans le genre Halopolyspora, en tant que H. algeriensis (Lai
etal., 2017).

Les études de Sabaou et al. (1998). ont montré le grand potentiel des habitats
algériens pour les nouvelles espéces d'actinobactéries, indiquant la richesse de leur
métabolisme pour la production de composés bioactifs. Un grand nombre de nouvelles
especes ont eteé découvertes, principalement de I'écosystéeme saharien, qui représente 85%
de la superficie totale du pays. Le nombre de nouvelles espéces et des rares isolats
d'actinobactéries rapporté des écosystemes algériens (Zitouni et al., 2004 ; Meklat et al.,
2015 ; Sahraoui et al., 2011 ; Djaballah et al., 2018) a augmenté ces derniéres années,
avec la découverte de six nouvelles especes entre 2012 et 2013, pour atteindre un pic de
20 nouvelles espéces et une genre entre 2014 et 2017 et un total de 10 especes en 2 ans au
cours des périodes 2014-2015 et 2016-2017 (Figure 1).



Synthése bibliographiques

- Nombre de nouvelles éspeces Montant relatif (%)

d’actinobacteries

40
3448 3148
> =| &
30 = b
. 20.65
20
15 H B
10 = = =
E BE BB
5 344 3.44 | } | i 3.44
0 — 0 0 = Q '
a o ~ > & a S
&S © - = S S S ~~ ~
-~ o b’ %- Q” Q;l s. . p %,t
a'@' ‘.’@S a,@ n’@ ﬂ'Q\ nS\ «9\ A'Q\c 4\9\

Figure 1. Le nombre de nouvelles espéces d'actinobactéries collectées en Algérie
durant la période allant de 2002 a 2019 (Djinni et al., 2019).

1.3. Taxonomie

La taxonomie des actinobactéries est basée sur un ensemble de caracteres
morphologiques, physiologiques, chimio-taxonomiques et génomiques. La taxonomie
actuelle basée sur les données de la biologie moléculaire notamment le séquencage du
genecodant pour I’ARN ribosomique 16S. Ces microorganismes sont classé€s actuellement
dans le regne des Procaryotae, le phylum des Actinobacteria et la classe des
Actinobacteria également. Cependant, I’ordre des Actinomycetales a été subdivisé en
plusieurs ordres (Actinomycetales, Streptomycetales, Streptosporangiales,
Micromonosporales, Micrococcales, etc). L’ordre des Actinomycetales est actuellement
un petit ordre représenté par peu de genres, dont Actinomyces. Les Actinobacteria sont
classées, depuis 2012, dans 15 ordres, 43 familles et 203 genres (Goodfellow et al., in
Bergey’s Manual, 2012).

1.3.1Taxonomie moléculaire
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Pour distinguer les espéces entre elles, les méthodes taxonomiques classiques
(caracteristiques morphologiques, chimiques et physiologiques) ne suffisent pas et
I’utilisation des méthodes moléculaires fiables est impérative (Goodfellow et al., 1988).
Comme pour tous les procaryotes, 1’application des techniques de biologie moléculaire est
devenue indispensable pour la taxonomie des actinobactéries. En effet, il n’est plus possible

de proposer un nouveau taxon actinobactérien sans avoir effectué des analyses moléculaires.

La détermination du pourcentage de G+C, le séquencage du géne codant pour
I'ARNr 16S ainsi que I'nybridation ADN-ADN sont les criteres les plus souvent utilisés
pour I’identification moléculaire des actinobactéries. Il faut noter que I'efficacité et la
fiabilité de ces techniques ont permis de réviser toute la phylogénie des actinobactéries a

plusieurs niveaux hiérarchiques (Rheims et al., 1999; Bergey, 2012).

A. Séquencage du géne codant pour ’ARN 16S

Le géne codant pour I’ARN ribosomique 16S (environ 1500 paires de bases) est
considéré a I’heure actuelle comme un outil trés important pour la classification
phylogénétique et I’identification bactérienne pour plusieurs raisons:
-Sa présence est universelle et y accomplit le méme réle chez toutes les cellules procaryotes.
-Contient des régions tres conservées, y compris celles se trouvant au niveau des
extrémités 5° et 3’ du gene; c’est ce qui permet ainsi de sélectionner des amorces
universelles pour son amplification chez la majorité des bactéries existantes;
-Comporte aussi des séquences internes variables qui, une fois analysées permettent de
distinguer les especes entre elles, et de les classer en fonction de leur phylogénie
-Sa séquence est une alternance de domaines dont les vitesses d’évolution varient et
permettent de comparer des espéces tres proches sur des domaines hypervariables et
des especes tres eloignées sur des domaines trés conservés (Figure 2 ).
-1l a évolué lentement au cours du temps, vraisemblablement en raison de son rdle
dans la physiologie bactérienne.
-l n’est pas le résultat de transferts latéraux.
-l est préféré au 5S et au 23S en raison de sa taille moyenne et sa structure secondaire
moins marquée. Sa séquence est suffisamment longue pour réaliser des comparaisons

statistiquement coherentes.

Ce géne permet a travers quelques expérimentations assez simples et rapides de
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déterminer les relations phylogénétiques et d’identifier la souche étudiée (Rainey et
al., 1996; Stackebrandt et al., 1997). Cette technique a permis d’ailleurs de retracer
toute la phylogénie des actinobactéries et des autres microorganismes (Stackebrandt
et Schumann, 2006; Wellington et Ul-Hassan, 2009).

Du point de vu pratique, apres extraction du génome entier, le géne codant pour
I’ARN ribosomique 16S est amplifi¢ par PCR (Polymerase Chain Reaction) avant qu’il ne
soit séquencé a 1’aide d’un séquenceur. Les séquences obtenues sont par la suite
comparées a d’autres séquences homologues appartenant aux espéces-types disponibles
dans les bases de données génomiques. Pour la confection de I’arbre phylogénétique
illustrant les différents liens, des logiciels informatiques sont disponibles gratuitement
dans le web. Ainsi, les séquences nucléotidiques sont d’abord traitées a 1’aide de
programmes informatiques tels que Clustal W et Philip, ensuite d’autres programmes
(exemple: MEGA 7.0) serviront a construire le dendrogramme en employant un ensemble
d’algorithmes et de techniques statistiques pour calculer les liens phylogénétiques
(Stackebrandt et al., 1997; Labeda et Kroppenstedt, 2000).

L’appartenance de plusieurs genres a une famille au plusieurs familles a un seul ordre
doit étre valider par la présence de plus de 95% des séquences des nucléotides « signatures
» dans un méme groupe (Stackebrandt et al., 1997; Zhi et al., 2009). Actuellement, il est
admis qu’en dessous de 98.65% d’homologie entre les séquences d’ADNr 16S, deux
souches ne peuvent pas appartenir a la méme espece (Kim et al., 2014). De ce fait, les
séquences qui partagent moins de 98,65% de similarité correspondent a des especes

différentes.
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Figure 2. Organisation du géne codant pour I’ARNr 16S (Chakravorty et al., 2007)
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B- Hybridation ADN-ADN

L’hybridation ADN-ADN est basée sur le calcul du taux de réassociation des brins
d’ADN (génome entier) entre deux especes. le séquencage du génome complet commence
a étre une méthode de routine pour la taxonomie des actinobactéries. 1l occupe une place
de plus en plus importante dans les projets de recherche, vu la possibilité de remplacer la
technique de I’hybridation ADN-ADN qui s’est montrée étre coliteuse et avec une
faisabilité assez lourde. Cependant, elle est précise et indispensable pour la description de
nouvelles espéces en fonction du taux de similarité basé sur I’ADNr 16S. C’est ainsi que
les bases de données s’enrichissent progressivement par les nouvelles séquences
génomiques, notamment celles des actinobactéries.

En effet, si le pourcentage d’homologie entre deux séquences d’ADN codant pour
I’ARN16S est supérieur ou égal a 97%, seule I’hybridation ADN-ADN pourra nous
renseigner sur I’appartenance des deux souches a la méme espéce ou non (Stackebrandt et
Goebel, 1994). Deux souches possédant entre elles un pourcentage inférieur a 97% sont
classées dans deux espéces différentes, sans pour autant faire I’hybridation ADN-ADN.
Ce seuil (97%) a été relevé a 98,2% par Meier-Kolthoff et al. (2013) qui ont pu montrer,
suite a une étude statistique fine, que pour un pourcentage de similarité de 98,2%, la
probabilité¢ d’erreur de tomber avec une méme espece est de 0,01%. Cette probabilité est
tellement non significative qu’il est donc inutile de faire les hybridations ADN-ADN en
dessous de ce seuil. Pour pouvoir dire que deux souches appartiennent a une méme
espéce, il faudrait que le pourcentage d’hybridation ADN-ADN soit supérieur ou égal a
70% (Wayne et al., 1987; Wellington et Ul-Hassan, 2009).

C- Le pourcentage de guanine—cytosine
En 1949, Chargaff et ses collaborateurs, montrent que le contenu en bases puriques et en
bases pyrimidiques de I'ADN pouvait varier, mais qu'il était relativement constant pour les
individus d'une méme espece. Chez les bactéries, les valeurs du (G+C %) sont tres
dispersées et elles varient de 25% a 75 %. Actuellement, on admet que des bactéries dont
les (G+C %) different de plus de 5 % ne peuvent appartenir a une méme espéce et que des
bactéries dont les (G+C %) different de plus de 10 % ne peuvent appartenir a un méme
genre. Bien sir, des valeurs du (G+C %) identiques n'impliquent pas que les bactéries sont
proches car les bases peuvent étre disposées de maniere tres différente sur I'ADN

Boucheffa (2011). Grace au pourcentage de G+C, la définition des actinobacteries (dont
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I’ADN contient un pourcentage de G +C supérieur a 55%) a été reconsidérée. Ceci a
permis d’inclure dans 1’Ordre des Actinomycetales des bactéries & Gram positif qui ne
posséde pas un mycélium, telles que Corynebacterium, Cellulomonas, Arthrobacter et
Micrococcus (Wellington et Ul- Hassan, 2009) et d’exclure Thermoactinomyces qui a été
considéré comme un actinobacterie grace a sa forme mycélienne mais contient un taux de
G+C inférieur 2 55% ('Yoon et al., 2005).

10
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Figure 3. Dendrogramme montrant les relations phylogéniques entre les différentes
familles de la classe des actinobactéries, établi sur la base de 1’analyse des séquences du
geéne codant pour I’ARNr16S (Kampfer, 2010). La barre indique 0,10 substitution par

position de nucléotide.
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1.4. Importance des actinobactéries

Dans le domaine pharmaceutique et médical, les actinobactéries sont les plus grands
producteurs des composeés actifs tels que les antiviraux, les antiparasitaires, les
immunostimulants, les immunosuppresseurs, les enzymes, les vitamines, etc. Cependant,
ils sont surtout réputés pour la production d’antibiotiques (Raty et al., 2002; Takahashi et
Omura, 2003; Solanki et kahana, 2008). En effet, plus de 45% des molécules bioactives

d’origine microbienne sont produits par les actinobactéries (Solecka et al., 2012).

En agriculture; Les actinobactéries jouent divers rdles dans leurs associations avec
divers organismes supérieurs, beaucoup d’entre eux ont évolué pour vivre en symbiose
avec des plantes (Anne Van Der et al., 2017). Ces microorganismes, qui y hébergent,
produisent une large gamme de métabolites antagonistes qui contribuent dans la défense
contre les phytopathogénes, et d’autres produits qui aident a dégrader la matiére organique
complexe, afin de la rendre assimilable par les plantes. Les actinobactéries du sol sont
également connues pour leur capacité a améliorer la santé des plantes en stimulant leur
croissance et leur développement grace a la production de phytohormones (Scott et al.,
2017).

En industrie; Les actinobactéries semblent étre d’excellentes candidates productrices
de substances aux propriétés intéressantes. Elles jouent un role important dans la
décomposition et la minéralisation des matieres organiques (lignine, cellulose..), grace a la
production de nombreuses enzymes lytiques extra cellulaires comme par exemple les
analyses, les xylanases, la lipases utilisé dans les industries des détergents ; des denrées
alimentaires , des oléochimiques , mais aussi les industries de domaine pharmaceutiques
(Schmid et Verger , 1998 ). Des amylases ce qui les aide a effectuer une digestion
extracellulaire .cette enzyme est trés importante dans les applications biotechnologiques
telles que I’industrie alimentaire ; la fermentation et les industries du textiles et du papier
en raison de leur capacité a dégrader ’amidon (pandey et al., 2000). 1l existe une réelle
demande au niveau industriel pour des enzymes d’origine microbienne afin d’améliorer
certains procédés de fabrication. Les domaines d’application enzymatiques sont tres divers
; industrie textile (décoloration de jeans), papeterie (procédé de blanchiment de la pate a
papier), dépollution (attaque des substances phénolique), industrie alimentaire

(boulangerie).

12
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2. Le genre Saccharothrix

Le genre Saccharothrix (Saccharo = sucre, trix = cheveux) a été décrit pour la
premiére fois par Labeda et al. (1984), avec comme espece-type S. australiensis NRRL
11239. Il est, comme la grande majorité des actinobactéries, saprophyte, chimio-

organotrophe hétérotrophe et aérobie stricte.

Bien que ce genre soit minoritaire parmi les actinobactéries mycéliennes, il a pu étre
isolé a partir de divers substrats et écosystémes (Hozzein et al., 2004; Zitouni et al., 2005),
et avec un pourcentage variant entre 8 et 15% dans plusieurs échantillons de sols sahariens
(Sabaou et al., 1998). De méme, les travaux de (Gommeaux et al., 2010) ont monté une
certaine dominance de Saccharothrix dans des échantillons sableux prélevés des dunes, la

ou la matiére organique est pratiqguement inexistante.
2.1. Propriétés morphologiques et chimiotaxonomiques

Morphologiquement, le genre Saccharothrix est caractérisé¢ par la présence d’un
mycélium aérien a filaments ramifiés abondant ou tres peu produit selon les especes et les
souches, se fragmentant totalement et de maniére anarchique (souvent en zigzag),, en de
longues chaines de spores ovoides ou en batonnets, collées entre elles et moins
individualisées non mobiles (Zitouni et al., 2005). Le mycélium de substrat est ramifié,
dressé et strié, il se fragmente lui aussi, de maniére plus ou moins importante, en éléments
coccoides ou allongés (Labeda et Lechevalier, 1989; Labeda et Kroppenstedt, 2000). La
couleur des colonies de Saccharothrix differe selon les espéces, mais la plus abondante est
la couleur blanche clairsemé, blanc jaunatre ou jaune orangé. Le dos de la colonie, qui
représente le mycélium de substrat, est généralement de couleur jaune (Kim et al., 2011).
La figure 4 (a, et c) illustre un schéma micrographie pris au microscope électronique a
balayage montrant les chaines de spores produites par le genre Saccharothrix .

Du point de vue chimique Saccharothrix posséde une paroi de type Ill E (Labeda et
Kroppenstedt, 2000; Labeda et al., 2001) et une composition membranaire en
phospholipides de type PIl ou PIV (Lechevalier et al., 1977).

13
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Figure 4. Photomicrographie du genre saccharothrix selon (a) Whitman et al. (2012),
(b) Sabaou et al. (1988), et (c) Boubetra et al. (2015)

2.2. Position taxonomique

Ce fut en 1994 que (Warwick et al., 1994) ont suggére, pour la premiere fois,
I'appartenance du genre Saccharothrix a la famille des Pseudonocardiaceae, avant que
(Labeda et al., 2000) ne le rattachent a la famille des Actinosynnemataceae. Actuellement,
dans la derniére édition du Manuel de Bergey de 2012, et aprés les profonds remaniements
opérés a 1’échelle supragénérique, ce genre est actuellement class¢ dans la famille des

Pseudonocardiaceae (ordre des Pseudonocardiales).

14
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Figure 5. Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences de I’ADNr 16S et
montrant les relations entre les différents genres appartenant a la famille des
Pseudonocardiaceae (Bergey, 2012).

Note: Les valeurs au niveau des nceuds indiquent les taux du « bootstrap » (exprimés en

pourcentage de 1000 re-échantillonnages). Ne sont donnés que les pourcentages supérieurs a 50%.
La barre indique 0,01 substitution par position de nucléotide
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2.3. Espéces appartenant au genre Saccharothrix

Apres la création du genre, plusieurs nouvelles espéces ont été décrites. Certaines
d’entre elles proviennent d’un reclassement a partir d’autres genres tels que Nocardiopsis
et Nocardia, et ce, sur la base de la composition cellulaire en sucres diagnostiques et de la
phylogénie (Labeda et al., 2001). Cependant, plusieurs espéces de Saccharothrix ont été
transférées dans d’autres genres; c’est le cas, par exemple, de S. waywayendensis et S.
aerocolonigenes, rattachées a Lentzea, genre crée par (Yassin et al., 1995) et S. flava

rattachée a Lechevalieria, crée par (Labeda et al., 2001).

Le genre Saccharothrix compte actuellement 23 espéces, dont deux sous-especes
comme indiqué dans (le tableau 1), I'évolution génétique de ces espéces est basée sur le
séquencage du géene codant pour ARNr 16S.

Le sol, avec ses différentes natures est 1’écosystéme a partir duquel la majorité des
especes de Saccharothrix ont été isolées, dont S. espanaensis, qui a été isolée a partir du
sol d’Espagne (Labeda et Lechevalier, 1989); S. texasensis a été isolée d’un sol au Texas
(Labeda et Lyons, 1989), S. variisporea et S. tharensis sont isolées d’un sol en Inde (Kim
et al., 2011 ; A.llbeyaima et al., 2018), S. ecbatanensis a €té isolé du sol en Iran
(Mohammadipanah et al., 2015), et S. deserti est d’un sol en Inde en Chine (Jinjuan Liu et
al.,2020). Cependant beaucoup d’especes ont été isolées a partir des échantillons de sols
des régions désertiques de 1’Algérie a savoir: S. algeriensis (Zitouni et al., 2004); S.
saharensis et S. hoggarensis (Boubetra et al., 20135 1); S. tamanrassetensis (Boubetra et
al., 2015); Sa. isguenensis (Bouznada et al., 2016) et Sa. ghardaiensis (Bouznada et al.,
2017). De méme, ce genre a été isolé a partir de 1’eau, dont S. xinjiangensis qui a été

isolée a partir de I’ecau d’un lac en Chine (Labeda et Kroppenstedt, 2006).
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Tableau 1. Liste des espéces appartenant au genre Saccharothrix.

N° Espéce Souche- type Référence
1 S. australiensis NRRL 112397 Labeda et al., 1984
2 |S. texasensis NRRL B-16107" Labeda et Lyons, 1989
3 [S. espanaensis DSM 442297 Labeda et Lechevalier, 1989
4 S. mutabilis subsp. mutabilis DSM 438537 Labeda et Lechevalier, 1989
5 |S. mutabilis subsp. capreolus DSM 402257 Grund et Kroppenstedt, 1989
6 S. coeruleofusca NRRL B-161157 Grund et Kroppenstedt, 1989
7 |S. longispora NRRL B-116116" Grund et Kroppenstedt, 1989
8 S.syringae NRRL B-16468" Grund et Kroppenstedt, 1989
9 §S. algeriensis NRRL B-241377 Zitouni et al., 2004a

10 [S. xinjiangensis NBRC 1019117 Hu et al., 2004

11 |S.violaceirubra NBRC 1020647 Otoguro et al., 2009

12 S.variisporea NRRL B-16296" Kim et al., 2011

13 [S. yanglingensis KCTC 197227 Yanetal., 2012

14 S. saharensis DSM 454577 Boubetra et al., 2013a

14 |S. hoggarensis DSM 454567 Boubetra et al., 2013b

16 [S.carnea NEAU yn177 Liu et al., 2014

17 |S. tamanrassetensis DSM 459477 Boubetra et al., 2015

18 S. lopnurensis YIM LPA2hT Li et al., 2015

19 [S. echatanensis DSM 454867 Mohammadipanah et al., 2015

20 |S. isguenensis DSM 468857 Bouznada et al., 2016

21 |S. ghardaiensis DSM 468867 Bouznada et al., 2017

22 S.tharensis KCTC 397247 A. llbeyaimaet al., 2018

23 S. deserti KCTC 490017 Jinjuan Liu et al.,2020
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2.5. Métabolites secondaires secrétés par le genre Saccharothrix

Les souches appartenant au genre Saccharothrix sécrétent plusieurs métabolites
secondaires et antibiotiques de nature chimique assez diversifiée. Parmi les premiers
antibiotiques décrits, nous citerons la nocamycine sécrétée par une souche de S. syringae
(Horvath et al., 1979). On peut ainsi trouver des polyamines ou des aminoglycosides
(Takahashi et al., 1986), des benzoquinones (Takahashi et al., 1986; Isshiki et al., 1989),
des alcaloides (Suzuki et al., 1991), des glycopeptides (Takeuchi et al., 1992). des
nucléosides carbocycliques (Bush et al., 1993), des composés phosphorés acides et
hydrophiles (Kimura et al., 1995) des dithiolopyrrolones (hétérocycles azotés et soufrés)
(Lamari et al., 2002a, b), des heptadécaglycosides qui appartiennent a une nouvelle classe
d’antibiotiques (Singh et al., 2000), des anthracyclines (Zitouni et al., 2004b, c) et des
macrolides (Zitouni, 2005). La sacchathridine A, un dérivé naphtoquinonique agissant
comme inhibiteurs des prostaglandines, a été aussi isolée a partir d’une souche de

Saccharothrix sp. (Nakae et al., 2013).

De méme, Aouiche et al. (2012) ont montré qu’une souche de Saccharothrix sp.
s’est avérée étre productrice de chloramphénicol. Les études de Boubetra et al. (2013c)
ont également mis en évidence de nouveaux composes antimicrobiens sécrétés par la
souche de S. tamanrassetensis contre les bactéries Gram-positives, Gram-négatives et

champignons filamenteux, mais pas contre les levures.

Récemment, les études menées par Lahoum (2017) ont montré que certains
antibiotiques sécrétés par les Saccharothrix spp. sont doués d'une activité antibactérienne
(anti-Gram positif et plus rarement anti-Gram négatif), comme la swalpamycine B, les
galacardines, ou antifongique comme le thiazolylpyridine, ou encore antibactérienne et
antifongique a la fois, comme les dithiolopyrrolones, la dopsisamine et la formamycine, la

caerulomycine A, la caerulomycine F, la caerulomycinonitrile et les cyanogriside | et J.
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{Saccharothri.\‘ Spp.

S. algeriensis

H S. espanaensis H S. syringae J—[ S. mutabilis ]

( Kinamycines \

- Sekothrixide

- Coformycine

- Compose P

- Thiazolilpyridine

- Pluraflavines

- Muctamycines

- Swalpamycine B

- Aldgamycines G et H

- Composeés ZAO01 et
ZA02

- Phosphonothrixine

- Galacardines

- Dérives de phtalate

- Ammocidines

- Sacchathridine A

E Dithiolopyn‘olones]

-LL-C19004
- Saccharomicidines

- Nocamycine

- Polymitoxine
- Dopsisamine
- Tétrazomine

- Pravastatine

Figure 6. Principaux composés bioactifs élaborés par les espéces du genre Saccharothrix.
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1. Matériel

1.1. Souches du genre Saccharothrix étudiées

Les souches de Saccharothrix étudiées dans notre travail proviennent du Laboratoire

de Biologie des Systéemes Microbiens (LBSM) de I'Ecole Normale Supérieure (ENS) de

Kouba- Alger. Six souches ont été isolées a partir des échantillons du sol saharien

provenant de différentes régions d’Algérie durant la période allant de 2004 a 2017, et les

travaux des isolements ont été publiées, et une souche (CA3) a été isolée par Matmoura et

al. (Travaux en cours) a partir d'un échantillon d’eau de mer Méditerranée prélevé de la

région de Cherchell (Tipaza). (Tableau 2). Les 7 souches ont été isolées sur le milieu «

Chitine-Vitamines B-agar» (Hayakawa et Nonomura, 1987) additionné d'actidione (50

pg/mL) et d'acide nalidixique (10mg/l).

Les 7 souches ont été sélectionnées pour une analyse phylogénétique en utilisant des

programmes de bioinformatiques permettant d’analyser les séquences d’ADNr 16s et de

construire les arbres phylogénétique.

Tableau .2 : Les souches du genre Saccharothrixétudiées.

Especes

S. algeriensis

S. hoggarensis

S. saharensis

S.

tamanrassetensis

S. isguenensis

S. ghardaiensis

CA3

2. Méthodes

Région

Palmeraie d'Adrar

Hoggar,
Tamanrasset

Palmeraie d'Adrar

Hoggar,
Tamanrasset
Ghardaia,
Béni-isguen
Ghardara, Metlili

Cherchell, Tipaza

Souche type

DSM
44581
DSM
45457
DSM
45456
DSM
45947
DSM
46885
DSM
46886
/

Numero
d’acces
AY05497
2
HQ39956
4
FJ379333

KJ504176

KU93325
3
KY02182
0
/

Longueur
d’ADNr 16S

en (pb)
1429

1505

1506

1438

1408

1442

1438

Références

(Zitouniet al.,2004)

(Boubetraet al.,
2013)
(Boubetraet al.,
2013)
(Boubetraet al., 2015)

(Bouznadaet al.,
2016)

(Bouznadaet al.,
2017)

Travaux en cours par

Matmouraet al
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2.1. Extraction de PADN génomique

L’extraction de ’ADN génomique de la souche CA3 est effectuée a partir de culture
souches agée de 10 jours poussant sur le milieu ISP2. L’ ADN est extrait, selon la méthode de
Laassami et al, (2020), qui consiste a transférer une biomasse prélevée aseptiquement a 1’aide
de cure dent stérile dans un tube Eppendorf stérile de 1,5 mL. La biomasse prélevée est mise
en suspension dans 500 pL d’une solution de lyse préalablement stérilisée par filtration, et
composée de 400 M de tris-HCI [pH 8], 60 mM d’EDTA [pH 8], 150 mM de NaCl, et 1% de
sulfate de sodium dodecyl (SDS). La biomasse est bien écrasée a 1’aide de cones stériles puis
incubée a une température ambiante pendant 15 min. Le contenu des Eppendorfs est mélangé
avec 150 pL d’une solution d’acétate de potassium (5 M, pH 4,8), et vortexé bri¢vement puis
centrifugé a 12 000 rpm pendant une minute.Par la suite, un volume de 400 pL de surnageant
est récupéré et transféré dans un autre tube Eppendorf stérile, puis additionné d’un méme
volume d’isopropanol et mélangé briévement par inversion, avant que le mélange ne soit
centrifugé a 12 000 rpm pendant 2 min. Le surnageant est éliminé et le culot est lavé avec 300
ul d’éthanol a 70 % par centrifugation a 12 000 rpm pendant 1 min. Le culot représentant
I’ADN obtenu, est séché a température ambiante pendant une nuit sous une hotte,puis
resuspendu dans 40 pL d’eau bidistillée stérile et conservé a -20°C pour une utilisation

ultérieure.
2.2. Quantification de ’ADN extrait et vérification sa pureté

Elle consiste a déterminer la quantité d’ADN présente dans les échantillons et la
vérification sa qualité en utilisant un spectrophotométre du type NanoDrop (Genova Nano).
Chague échantillon est dilué (1/200e) dans de I'eau bidistillée stérile. La densité optique (DO)
est mesurée a deux longueurs d’ondes différentes :

-260 nm: longueur d’onde d’absorption de ’ADN et de I’ARN.

-280 nm: longueur d’onde d’absorption des proteines.

Le rapporte DO260 nm/DO280 nm nous permet de connaitre la pureté de I'ADN. Il doit étre
compris entre 1,8 et 2,0.

-S’il est inférieur ou égal a 1,8, il y a une contamination par les protéines.

-S’il est supérieur ou égal a 2,0, il s’agit d’une contamination par des ARN.

La quantité d'ADN est calculée selon la formule suivante: > [ADN] = DO260 nm x 50 x
facteur de dilution (ug/mL). Remarque: 1 unit¢ DO260 nm = 50 pg/mL d'ADN.
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Prélever et transférer
la biomasse

| ~

Incubation 15 min -
hy r —,
a une temperature

=

3. Additionner 150 pL
d’acétate de potassium
(5M, pH 4,8)

1. Culture dgée de 10 2. Ecraser la biomasse dans
jours poussant sur ISP2 un tube Eppendorf contenant
500 pL de la solution de lys

Centrifugation

Récupérer et 1 mn a 12 000rpm

! |
! |
. transférer 400 :
: nL de !
| surnageant dan
|
|
|
1
|
|

un nouveau
Eppendorf

Agitation par Vortex
___________ . briévement

4. Additionner 400 pL ) )
d’isopropanol 4 -20 °C Centrifugation
2 mn a 12 000 rpm

N ) ” !
‘:> ' Surnageant éliminé |

5. Lavage avec
300 pl d’éthanol
a70 %

Mélanger par
inversion
Centrifugation
1 mna 12 000 rpm

7. Resuspendre I’ADN 6. Sécher le culot a
dans 40 pL d’eau bidistillée <:| température ambiante pendant <::|
stérile et conserver a -20 °C une nuit sous une hotte 2

Eigure 7. Schéma représentatif des étapes de la méthode d’extraction d’ADN génomique
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2.3. Amplification du géne codant pour I’ARNr 16S par PCR

L’amplification de ’ADNTr 16S de la souche CA3 est réalisée par PCR (Polymerase
Chain Reaction) avec un kit SilverStar DNA polymerase en utilisant deux amorces :

10-30F (5’-GAGTTTGATCCTGGCTCA-3)
1500R (5’-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3)

Le mélange réactionnel contient, pour un volume final de 30 pL : 50 ng d’ADN
génomique, 0,5 UM de chaque amorce 10-30F et 1500R, 1X du tampon PCR, 1.5 mM de
MgCl2, 200 uM du mélange désoxynucléoside triphosphate (ANTP) et 1 U de Taq ADN
polymérase. L’amplification a été effectuée dans un thermocycleureppendorf (BIO-RAD
C1000 Touch Thermal Cycler CFX96 Optics Module) selon le profil suivant:

Une étape initiale de dénaturation a 96 °C pendant 4 min, suivie d'une pause permettant
I'addition de la Tag polymerase. Par la suite, 30 cycles d'amplification ont été effectués
(dénaturation a 94 °C pendant 1 min, hybridation a 52 °C pendant 1 min, et extension a 72 °C
pendant 2 min). A la fin des cycles, le mélange réactionnel est maintenu a 72 °C pendant 10
min pour I'élongation finale, puis refroidi a 4 °C.

2.4. Analyse des produits PCR par électrophorése

Les produits de la PCR(pressée d’une bande de 1500 pb) ont été analysés par
¢électrophorese sur gel d'agarose (a 0,8 %), afin de séparer les fragments d’ADN amplifiés, de
vérifier leur qualité et de déterminer leur taille. Le gel d'agarose a été préparé apres
solubilisation de 480 mg d'agarose en poudre (DNA grade, Euromedex) dans 60 mL de
tampon TAE 1X (Tris acétate- EDTA; Euromedex). Le mélange a été porté a ébullition
pendant 2 min au micro-onde pour faire fondre I'agarose. Dix microlitres du Save View(un
agentintercalant dans les acides nucléiques)sont ajoutés au gel en surfusion avant d’étre coulé
sur une plaque d'électrophorese horizontale (10 x 4 x 1 cm). Des puits sont formes par
positionnement d’un peigne, afin de déposer les échantillons. Apres solidification du gel en
30 min a température ambiante le peigne est retiré. Six microlitres de chaque amplifiat obtenu
par PCR sont alourdis par 1 uL du tampon de charge contenant 0,25% du bleu de
bromophénol servant de marqueur de mobilité, puis déposés dans un des puits du gel déja
immergé dans le tampon TAE 1X. Cinq pl d’un marqueur de taille de 1Kb DNA Laddersont

déposeés dans un des puits pour verifier la taille des amplifiats.La migration a lieu a 100 volts
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pendant 35 min, a température ambiante. Aprés migration des echantillons, le gel est ensuite
déposé sur un transilluminateur (table UV) d’un appareil gel Doc XR pour visualiser les
bandes d’ADN a photographier. Etant un agent mutagéne, le Save View s'intercale entre les

acides nucléiques et fluoresce sous lumiere UV a 254 nm.

2.5. Séquencage du gene codant pour I'ARNYr 16S
Les génes amplifiés obtenus ont été envoyés a la compagnie Genewiz, Ltd. (Takeley,
Royaume-Uni) pour étre séquencés avec un séquenceur automatique en utilisant le méme
couple d’amorces que pour la PCR.
2.6. Analyse phylogénétique
2.6.1Traitement de la séquence du gene ADNr 16S de la souche CA3

Apres extraction de ’ADN génomique et amplification et séquencage du géne codant
pour ’ARNr 168, les deux séquences obtenues par les deux amorces sont traitées pour avoir
la séquence finale du géne ADN ribosomique 16S a I’aide d’un logiciel informatique MEGA
7.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis program, version 7.0) (Kumar etal., 2016).La
séquence anti-sens (3'OH-5'P) est inversée puis alignée avec la sequence sens (5'P - 3'OH);
pour avoir une zone de chevauchement (représentée en rouge dans la figure 8).Les deux
séquences sont ensuite fusionnées a I’extrémité 3' pour la premicre et 5' pour la deuxieéme en
¢liminant la séquence de chevauchement de 1’un des brins pour avoir une seule séquence de
I’ADNr 16S, de 1400 a 1500 pb (selon la qualité et la longueur des séquences initiales)
(Figure 8).

Alignement

R ———— R K 0) ] (brin Sens)

5'P 3'OH (brin anti-sens inversé)

Fusionnement l
5'P 3'OH (séquence finale)

Figure 8. Illustration de 1’obtention de la séquence du géne codant pour I’ARNr 16S a partir

des deux séquences obtenues par le séquencage.
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2.6.2. Téléchargement séquences d’ADNTr 16s des espéces du genre Saccharothrix étudiées

Les séquences de I’ADNr 16S des 6 espéces du genre Sacharothrix ont été
téléchargées a partir de la banque de données NCBI (National Center for Biotechnology

Information) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Le NCBI est systeme automatisé qui a été créé par Claude Denson Pepper le 4
novembre 1988, pour stocker, analyser les connaissances de la biologie moléculaire, la
biochimie, et la génétique, faciliter l'utilisation de ces bases de donnees et logiciels par la
communauté scientifique et médicale, et pour coordonner les efforts de collecte

d'informations sur la biotechnologie aux niveaux national et international.

A

Accéder : au site NCBI 1 Aller -All databases  |—» Choisir et cliquer :Nucléotide

w/

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ - l

Ecrire: le nom d’espéce sur sur le champ
Searchet cliquer
Ex : Saccharothrix algeriensis

Choisir et cliquer:16S ribosomal RNA gene, partial sequence de la souche type recherché

EX: Saccharothrixalgeriensisstrain NRRL B-2413716S ribosomal RNA gene, partial sequence

l

Choisir et cliquer: FASTA

La séquence recherchée apparait

A 4

Ouvrir un fichier format FASTA Copier et coller: la séquence compléte sur

regroupant toutes les séquences des 6 fichier Word
souches de Saccharothrix

Figure 9. Diagramme montrant les étapes du téléchargement des séquences du gene ADNr

16S des six especes du genre Saccharothrix étudiées a partir de la banque de données NCBI
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2.6.3. Le teste du BLAST

La position phylogénétique des souches étudiées est déterminée par comparaison, avec
le teste du BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), les séquences de I’ADNr 16S de
nos souches avec les séquences homologues d’espéces types de référence répertoriées dans le

serveur EzTaxon-e (disponible sur le site Internet: http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/) (Kim

etal., 2012; Tamuraet al., 2013), pour déterminer 1’espéce la plus proche de la souche étudiée

en termes de pourcentage desimilitude.

4 N\

Accéder au serveur EZ Biocloud [——| Choisir et cliquer: 16S-based ID

\

\\

Ecrire: le nom de la souche sur le \ PR Choisir et cliquer: Identify new sequence J
champ Sequence Name N
Copier et coller la séquence compléte el .
d’ADNr 16S sur champ16S rRNA . _ \ apleau montre :
Sequence Cliquer : Next -Le nom de la souche
J N J -La taille d’ ADNr 16s en pb

Cliguer :Submit

Cliquer : sur la loupe d’espéce
type la plus proche pour avoir les

Tableau montre :
-L’espéce type la plus proche

-Pourcentage de similarité
autres especes proches

l

Tableau montre : Choisir: Valid names only
-Les noms de toutes les espéces proches classées Cliquer : FASTA

par ordre décroissant selon le pourcentage de

similarité l

contient toutes les séquences

[ Téléchargement d’un fichier FASTA J

Eigure 10. Diagramme montrant les étapes du BLAST
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2.6.4. Construction des arbres phylogénétiques

L’analyse phylogénétique est réalisée en utilisant les outils contenus dans le logiciel
MEGA version 7.0 (Tamura et al., 2013). Les séquences du géne codant pour ’ARN 16S sont
alignées grace au programme CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Ce dernier permet
d’aligner successivement les séquences les plus proches en procédant de fagon hiérarchique et
d’obtenir un arbre phylogénétique basé sur I’homologie entre ces séquences. L'ensemble des
données alignées est analysé phylogénétiquement afin degenérer les matrices de distance
évolutive comme décrit par Jukes et Cantor (1969), et la construction de la topologie de
I’arbre phylogénétique est faite par 1’algorithme du "Neighbor-Joining"(Saitou et Neli,
1987).La robustesse des liens phylogénétiques (nceuds) a été évaluée statistiquement par le
test du "bootstrap"” dont les valeurs sont basées sur le résultat de 1000analyses (Felsenstein,
1985).
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Copier (Ctrl+C) et Coller (Ctrl+V) :
La séquence du Out group
Ouvrir : Fichier FASTA s EX: Actinomadura rifamycini

|

Sélectionner tout (Ctrl+A) :
Toutes les séquences des espéces type du genre
Saccharothrix + la séquence du Out group

with MUSCLE

[ Choisir et cliquer : Align selected }

Choisir et cliquer : Align DNA

\

Sélectionner la méthode : ; AT ]
EX : Neighbor Joining \ Résultat : Alignement des séquences |

Cliquer : Compute l

Protein-coding nuc_leotide Choisir et cliquer : Choisir et cliquer : DATA
sequence data ? Cliquer : No Phylogenetic Analysis

2\
v/

a
\

~ Cliquer: TA — ) Choisir et cliquer :
Décocher les séquences a ne Choisir et cliquer : Construct / Test Neighbor-
pas inclure dans 1’arbre Phylogy Joining Tree
Arbre phylogénétique : S(_électlonner les parameétres : Remember to reuse currently
Enregistre et copier -Kimura 2- parameter model active data ? Cliquer : Yes
’arbre - Pairwise deletion
Cliguer sur compute

Fifure 11 . Diagramme montrant la construction des arbres phylogénétiques en utilisant le
logiciel MEGA version 7.0
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Résultats

1. Etude moléculaire et phylogénie
La souche CA3

Le séquengage de ’ADNr 16S a permis de rattacher la souche CA3 (1438 paires de
bases) au genre Saccharothrix, cela a déja été constaté lors des études morphologiques. La
séquence sera déposée au niveau de la GenBank a une date ultérieure.

L’alignement de la séquence d’ADNr 16S par le blast sur Ez-taxon-e
(https://www.ezbiocloud.net/) a montré un pourcentage de similarités de 99,86% avec
I’espéce la plus proche Saccharothrix tamanrassetensis DSM 459477, Des pourcentages de
similarité supérieurs a 98,65 % ont été également enregistrés avec S. australiensis DSM
438007 (98.89%), S. espanaensis DSM 442297 (98.75%), S. algeriensis DSM 445817
(98.74%), et avec deux autres espéces S. syringae NRRL B-16468" S. xijiangensis NBRC
1019117 (98.68%). Les autres espéces de Saccharothrix présentent des pourcentages de
similarité plus bas (97.56 a 98,54%) avec notre souche. (Tableau 3). L arbre phylogénétique,
concu par la méthode du **neighbor-joining™ a montré la position de la souche CA3 vis-a-vis
de toutes les espéces de Saccharothrix. La souche CA3 forme un cluster distinct avec
Saccharothrix tamanrassetensis DSM 459477 dans I’arbre phylogénétique. Ce cluster est
renforcé par un pourcentage de «bootstrap» 100% sur 1’dendrogramme phylogénétique

construit.

Dépot

1500 pb

v

(+)

Figure 12. Bandes de I’ADNr16S de la souche CA3 révélées sur gel
d’agarose M: marqueur de taille de 1Kb. T (-) : ttmoin négatif, T (+) :
témoin positif, 2 : Bande de I’ADNr 16S de la souche CA3
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1.2. Saccharothrix algeriensis DSM 44587

L’alignement de la séquence de Saccharothrix algeriensis DSM 44587 (1429 paires
de bases) par le blast a montré que les taux de similarité les plus proches sont obtenus avec
S. australiensis DSM 438007 (99,09 %), S. tamanrassetensis DSM 459477, (98,94 %) et S.
espanaensis DSM 442297 (98,67 %) Les autres espéces de Saccharothrix présentent des
pourcentages de similarité nettement plus bas (97.69 a 98.39%) avec notre espece. (Tableau
3). La phylogénie de Saccharothrix algeriensis DSM 4458 illustrée par (la figure 8),
montre qu’elle forme un cluster distinct avec S. australiensis DSM 438007 et se détache des
autres espéces du genre Saccharothrix.

1.3. Saccharothrix hoggarensis DSM 454577

L’alignement de la séquence de Saccharothrix hoggarensis DSM 454577 (1505 paires
de bases) par le blast avec les souches-types du genre Saccharothrix a montré que les
espéces les plus proches sont S. echatanensis UTMC 5377, S. isguenensis DSM 46885, et
S. longispora DSM 437497 avec 99.44, 99.29, et 98.96 % de similarité respectivement. Les
autres especes de Saccharothrix présentent des pourcentages de similarité nettement plus
bas entre 96.74 et 98,68 %. (Tableau 3). L’analyse phylogénétique par la méthode du
""neighbor- joining™ (figure 8) montre la position taxonomique de I’espéce Saccharothrix
hoggarensis DSM 454577 qui se rapproche effectivement de ces trois espéces, mais qui se
détache des autres.

1.4. Saccharothrix saharensis DSM 454567

L’alignement de la séquence de Saccharothrix saharensis DSM 45456 (1506 paires
de bases) par le blast a montré des pourcentages de similitude allant de 97,29 a 99,51%
avec les espéces de ce genre, S. carnea NEAU yn17T , S. xijiangensis NBRC 1019117 , et
S.texasensis DSM 442317 étant les espéces les plus proches avec 99.51, 99.37, et 98.96 %
de similarité respectivement (Tableau 3). L’espéce Saccharothrix saharensis DSM 454567

a quant a elle été rapprochée phylogénétiqguement de S. carnea NEAU yn17T (Figure 8).
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Tableau.3 : Résultat du blast des séquences du géne codant pour I’ARNr 16S des souches étudiées

avec les souches-types des espéces du genre Saccharothrix.

Nom d’espéce

. australiensis
. espanaensis
. algeriensis

. syringae

. Xijiangensis
. carnea

. deserti

. ghardaiensis
. coeruleofusca
. variisporea

. saharensis

. longispora

0w O 0O u O unu u nu unu nu nu unu unu un

mutabilis

S. hoggarensis
S. stipae

S. lopnurensis

S. ecbatanensis

S. mutabilis subsp.

capreolus
S. isguenensis
S. texasensis

S. violaceirubra

. tamanrassetensis

. mutabilis subsp.

Souche-type

DSM 45947
DSM 43800
DSM 44229
DSM 44581

NRRL B-16468

NBRC 101911
NEAU yn17
BMP B8144
DSM 46886

NRRL B-16115
DSM 43911
DSM 45456

NRRL B-116116
DSM 43853

DSM 45457
D34
YIM LPA2h
UTMC 537
DSM 40225

DSM 46885
DSM 44231
NBRC102064

Ne° d’accession de

la séquence

KJ504176
RBX001000001
HE804045
AY054972
JNYO01000115
AB381939
KC195859
MF972516
KY021820
AF114805
RBXR01000001
FJ379333
AF114809
X76966

HQ399564
JN002085
KP992900
JNO038074
X76965

KU933253
RJKM01000001
AB284261

Pourcentage de similarité (%)

CA3

99.86
98.89
98.75
98.74
98.68
98.68
98.54
98.54
98.47
98.33
98.33
98.33
98.33
98.16

98.12
98.08
97.98
97.98
97.94

97.79
97.64
97.56

S. algeriensis

98.94
99.09
98.67
100
98.39
98.06
98.18
97.76
98.04
98.25
08.11
98.11
97.62
98.30

97.41
97.79
97.20
97.41
98.08

97.29
97.48
97.69

S. hoggarensis

98.25
97.71
97.57
97.41
98.05
98.47
98.33
98.33
98.05
97.77
97.36
98.68
98.96
96.96

100
97.29
98.26
99.44
96.74

99.29
98.19
97.01

Note: En gras soulignés, les pourcentages de similarité les plus élevés des espéces les plus proches pour chaque

souche étudiée
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Tableau.3 : Résultat du blast des séquences du géne codant pour I’ARNr 16S des souches étudiées
avec les souches-types des espéces du genre Saccharothrix. (Suite)

Nom d’espece

S. tamanrassetensis

S. australiensis

S. espanaensis

S. algeriensis

S. syringae

nw unu nu u unu um

. Xijiangensis

. carnea

. deserti

. ghardaiensis

. coeruleofusca

. variisporea

S. saharensis

S. longispora

S

mutabilis subsp.

mutabilis

S.
S.
S.
S.
S.

hoggarensis
stipae
lopnurensis
echatanensis

mutabilis subsp.

capreolus

S
S.

S.

isguenensis

texasensis

violaceirubra

Souche-type

DSM 45947
DSM 43800

DSM 44229
DSM 44581
NRRL B-16468

NBRC 101911
NEAU yn17
BMP B8144
DSM 46886

NRRL B-16115
DSM 43911

DSM 45456
NRRL B-
116116
DSM 43853

DSM 45457
D34
YIM LPA2h
UTMC 537
DSM 40225

DSM 46885
DSM 44231

NBRC102064

Pourcentage de similarité (%)

N°
d’acclession de 3
la séquence saharensis
KJ504176 98.46
RBX0010000 98.47
01
HEB804045 98.19
AY054972 98.11
JNY0010001 98.61
15
AB381939 99.37
KC195859 99.51
MF972516 97.71
KY021820 98.61
AF114805 98.40
RBXR010000 98.12
01
FJ379333 100
AF114809 98.33
X76966 97.81
HQ399564 98.68
JN002085 98.51
KP992900 97.64
JN038074 98.54
X76965 97.59
KU933253 98.22
RIKMO010000 98.96
01
AB284261 97.29

S.
tamanrassetensis

100
98.88

98.60
98.74
98.67

98.81
98.67
98.46
98.32
98.39
98.25

98.47
98.47

98.09

98.25
97.93
97.90
98.11
97.87

97.93
97.48

97.41

S.
isguenensis

97.93
97.51

97.22
97.29
97.79

98.15
97.72
98.01
97.72
97.58
97.01

98.22
98.58

96.90

99.29
96.90
98.08
99.86
96.68

100
98.01

96.94

S.
ghardaiensis

98.32
98.26

99.17
98.04
98.47

98.47
98.54
98.54
100
98.33
98.89

98.61
98.05

98.52

98.05
99.00
98.47
97.77
98.30

97.72
98.68

97.70

Note: En gras soulignés, les pourcentages de similarité les plus élevés des espéces les plus proches pour chaque

souche étudiée
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Saccharothrix ecbatanensis UTMC 5377 (JN038074)

tSaccharothriX Isguenensis DSM 46885" g|Kg933253)

Saccharothrix hoggarensis DSM 454577 (H(Q399564)

ﬁ\;%cchamthn)(longispora NRRL B-116116" (AF114809)

Saccharothrix deserti BMP B8144™ (MF972516)
88— Saccharothrix lopnurensis YIM LPA2hT (KP992900)

CA3

100%‘/7&01‘/7/7’)( tamanrassetensis DSM 459477 (JN036396)

6 Saccharothrixs yringae NRRL B-16468" (JNY001000115)
- Saccharothrix coeruleofisca NRRL B-161157 (AF114805
rSaccharoz‘hrixxinjiangensis NBRC 101911 (AB381939)

Saccharothrix carnea NEAU yn17T (KC195859)
6§1L5‘acchar0t/7rix saharensis DSM 45456" (FJ379333)
Saccharothrix stipaeD34" (JN002085)
Saccharothrix texasensis DSM 442317 (RJIKM01000001)
Saccharothrix ghardaiensis DSM 46886" (K Y021820)

24 Saccharothrix variisporea DSM 439117 (RBXR01000001)

FSaccharofhr/xespanaensis DSM 44229 (HE804045)

rSaccharothrix mutabilis subsp. mutabilisDSM 43853 (X76966)

100— Saccharothrix mutabilis subsp. capreolus DSM 40225T (X76965)
| [ Saccharothrix australiensis DSM 43800" (RBX001000001)
7i—FSaccharot/7r/X algeriensis DSM 44581 (AY054972)

Saccharothrix violaceirubra NBRC102064" (AB284261)

Actinomadurari famycini DSM 43936" (BMP B8004)

0.01

Figure 13. Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences du géne codant
pour I’ARNr 168, construit par la méthode du «neighbor-joining» (Saitou et Nei,
1987). Cet arbre montre les relations entre les 7 souches étudiées (en gras)
appartenant au genre Saccharothrix d’une part, et les souches-types des espéces
appartenant a ce genre, d’autre part.

Note: les nombres au niveau des nceuds indiquent les pourcentages (> 50 %) du support
statistique «bootstrap» basé sur1000 rééchantillonnages. Les numéros des séquences des
souches sont donnés entre parentheses. Bar: 0,005 substitution par position de nucléotide.
L’espéce Actinomadurari famycini DSM 439367 est ajoutée comme “outgroup”.
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1.5. Saccharothrix tamanrassetensis DSM 459477

L’espéce Saccharothrix tamanrassetensis DSM 459477 présente une séquence de 1438
paires de bases du géne codant pour I’ARNr 16S. Aprés alignement de cette sequence par le
blast avec les especes du genre Saccharothrix, des taux de similarité relativement bas ont été
obtenus avec les especes du genre Saccharothrix allant de 97,41 a 98,88%, les pourcentages
les plus élevés étant observés avec S. australiensis DSM 438007, S. xijiangensis NBRC
1019117, et S. algeriensis DSM 445817 avec 98,88, 98,81, et 98,74 % de similarité
respectivement (Tableau 3). Cependant, I’arbre phylogénétique obtenu (Figure 8) a montré
que Saccharothrix tamanrassetensis DSM 459477 s’éloigne nettement de ces espéce, et se
rapproche de notre souche CA3, et forme bien un clade avec cette souche.

1.6. Saccharothrix isguenensis DSM 46885T

L’espéce Saccharothrix isguenensis DSM 46885" (1408 paires de bases) a présenté des
taux de similarité relativement bas avec les especes du genre Saccharothrix. Ce n’est qu’avec
S. ecbatanensis DSM 442297 (99,86 %) et a degré moindre S. hoggarensis DSM 454577
(99,29 %) que cette espece a présenté des pourcentages de similitude supérieurs a 98,65 %
(Tableau 3). La phylogénie de Saccharothrix isguenensis DSM 46885 illustrée par (la figure
8), montre clairement qu’elle se rapproche phylogénétiquement de S. ecbatanensis DSM
442297, du fait qu’elle forme un cluster avec cette espéce et se détache des autres. Ce cluster
est renforcé par un pourcentage de «bootstrap» 98% sur 1’dendrogramme phylogénétique
construit.

1.7. Saccharothrix ghardaiensis DSM 468867
L’alignement de la séquence du géne codant pour I’ARNr 16S de Saccharothrix

ghardaiensis DSM 46886" (1442 paires de bases) par le blast a montré que les taux de
similarité les plus proches sont obtenus avec avec S. espanaensis DSM 442297 (99,17 %), S.
variisporea DSM 439117 (98,89 %) et S. texasensis NRRL B-16107" (98,68 %) (Tableau 3).
L’analyse phylogénétique (Figure 8) montre la position taxonomique Saccharothrix
ghardaiensis DSM 46886 qui se détache de ces espéces en formant une lignée bien distincte.
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Le pourcentage de similitude de la souche CA3 avec I’espeéce la plus proche
Saccharothrix tamanrassetensis DSM 459477 est égal & 99.86 %, elle présente, Des
pourcentages de similarité supérieurs a 98,65 % ont été également enregistrés avec S.
australiensis DSM 438007 (98.89%), S. espanaensis DSM 44229" (98.75%), S. algeriensis
DSM 445817 (98.74%), et avec deux autres espéces S. syringae NRRL B-16468" S.
xijiangensis NBRC 1019117 (98.68%). Il est supérieur a la limite de séparation entre les
especes (98,65%) (Kim et al., 2014). ce qui ne laisse suggérer que la souche CA3 pourrait
constituer une nouvelle espéce, sous réserve d’une hybridation ADN-ADN avec les especes
les plus proches.

Plusieurs hypothéses sont disponibles dans la littérature qui disent que les
actinobactéries sont principalement considérées comme des bactéries terrigenes en raison de
leur large présence et abondance dans le sol. Leur répartition dans le milieu aquatique reste en
grande partie non décrite pendant de nombreuses années. Elles produisent des spores
résistantes qui sont connus pour étre transportés de la terre vers la mer et d'autres corps
aquatiques ou ils peuvent rester dormants pendant de nombreuses années. En fait, ils étaient
considérés comme originaires des spores dormantes qui ont été lavées de la terre. Mais aussi
elles comprennent de nouveaux phénotypes qui ont clairement divergé de ceux connu pour se
produire sur terre. (Goodfellow,M et al., 1983).

Les séquences d’ADNr 16S des 6 souches ont été téléchargées de la base de données
NCBI (National Center for Biotechnology Information). L’alignement des séquences d’ADNr
16S par le blast des six souches S. algeriensis DSM 44587, S. hoggarensis DSM 454577, S.
saharensis DSM 454567, S. tamanrassetensis DSM 459477, S. isguenensis DSM 46885", et
S. ghardaiensis DSM 46886" a monté des taux de supérieur a 98,65 % la limite de la
détermination de nouvelles espéces. Cela a nécessité des tests d’hybridation ADN-ADN, les
résultats montrent des taux de similarité génomique nettement inférieur a la limite de 70 %
seuil de délimitation des espéces entre elles proposé par Wayne et al (1987). Ceci a permet de
conclure que les souches représentent des nouvelle especes, elles ont été déposées dans la
collection mondiale, la DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures,

Inhoffenstralle 7B, Braunschweig, Allemagne) sous le numéro DSM 46886

Lorsque le séquencage du gene codant pour I'ARNr 16S d'une souche présente un taux
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de similarité inférieur & 97 % avec les espéces connues, cette souche était considérée comme
étant une nouvelle espece, et ce, sans étre obligé d'effectuer le test d'hybridation ADN-ADN
(Wayne et al 1987; Genilloud et al., 2011). Ce seuil (97 %) a été relevé a 98,2 % par (Meier-
Kolthoff et al., 2013) qui ont pu montrer, suite a une étude statistique fine, que pour un
pourcentage de similarité de 98,2 %, la probabilité d'erreur de tomber avec une méme espece
est de 0,01 %. Cette probabilité est tellement basse qu'il est donc inutile de faire les
hybridations ADN-ADN en dessous de ce seuil. Actuellement, il est admis qu'en dessous de
98,65 % d'homologie entre les sequences d’ADNr 16S, deux souches ne peuvent pas
appartenir a la méme espece (Kim et al., 2014). De ce fait, les séquences qui partagent moins
de 98,65 % de similarité correspondent a des espéces différentes. En effet, la corrélation des
pourcentages d'homologie entre les séquences d'ADNr 16S et des pourcentages de
réassociation ADN-ADN a montré que les séquences d'ADNr 16S ayant des similarités
inférieures a 98,65 %, ne correspondaient pas a des pourcentages de réassociation ADN-ADN
égaux ou supérieurs a 70 %. Si le pourcentage d'homologie est supérieur a 98,65 %, le
placement de 2 souches dans une méme espece ou pas dépend des résultats de I'hybridation
ADN-ADN.

Le sol, avec ses différentes natures, est I’écosysteme a partir duquel la majorité des
espéces de Saccharothrix ont été isolées, dont S. espanaensis, qui a été isolée a partir du sol
d’Espagne (Labeda et Lechevalier,1989), S. texasensis a été isolée d’un sol au texas (Labeda
et Lyons,1989) et S.variisporea est isolé d’un sol en Inde (Kim et al.,2011)... etc. Cependant
beaucoup d’especes ont été isolées a partir des échantillons e sols des régions désertiques de
I’Algérie a savoir: S. algeriensis (Zitouni et al., 2004), S. saharensis et S.
hoggarensis (Boubetra et al., 2013a,b), S. tamanrassetensis (Boubetra et al., 2015), S.
isguenensis (Bouznada et al., 2016) et S. ghardaiensis (Bouznada et al., 2017). De méme, ce
genre a été isolé a partir de I’eau, dont S .xinjiangensis qui a été isolée a partir de ’eau d’un

lac en Chine (Labeda et Kroppenstedt, 2006)
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Conclusion et perspectives

Les sols du Sahara algérien ont une biodiversité importante en actinobactéries. En
conséquence, différentes souches d’actinobactéries ont ¢été isolées, leur activité
antimicrobienne a fait I'objet de nombreux travaux. La plupart des travaux effectués sur les
actinobacteries isolées des terres désertiques proviennent du Laboratoire de Biologie des
Systémes Microbiens (LBSM) de I'Ecole Normale Supérieure du Kouba. Saccharothrix est le
genre le plus récupéré partagé a travers les sites d'Adrar, de Ghardaia et de Tamanrasset et qui
représentant 20,68 % du total des nouvelles especes d'actinobactéries du Sud Régions
d'Algérie

Le présent travail a comme objectif I’analyse phylogénétique de 6 nouvelles des
espéces du genre Saccharothrix isolées de sols sahariens d’Algérie, ainsi que 1’étude
moléculaire d’une souche Saccharothrix sp. (CA3) isolée de la Mer Méditerranée d’Algérie
en utilisant la base de données (DATA Base) NCBI, le teste du BLAST, et logiciel MEGA
7.0.

La caractérisation morphologique préliminaire a permis de rattacher 1’isolat CA3 d’une
maniére présomptive au Saccharothrix. Le séquengage de I’ADN ribosomique 16S avec une
étude phylogénétique approfondie ont été réalisé pour la souche CA3, ce qui nous a permis de
la rapproché a I’espece Saccharothrix tamanrassetensises avec un pourcentage de similarité
égale a 99.86 %. Une hybridation ADN-ADN permettra de statuer définitivement sur sa
position taxonomique.

Des taux de similitude du géne codant pour I’ARNr 16S supérieur a 98,65 %, ont été
notés pour toutes les souches étudiées. Une hybridation ADN-ADN réalisée pour les souches
avec les espéces les plus proches a confirme leur appartenance a de nouvelles especes
lesquelles ont été nommées Saccharothrix algeriensis sp. nov., Saccharothrix hoggarensis sp.
nov., Saccharothrix saharensis sp. nov., Saccharothrix tamanrassetensis sp. nov.,

Saccharothrix isguenensis sp. nov., et Saccharothrix ghardaiensis sp. nov.

Notre travail confirme la richesse des sols sahariens d’Algérie par les représentants du
genre Saccharothrix, aussi bien du point de vue quantitatif que du point de vue de la
biodiversité spécifique, et montre la présence d’une souche Saccharothrix sp. isolée de sol

sahariens d’Algérie dans des échantillons d'eau de mer Méditerranée (peu étudiés auparavant)
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Le travail effectué ouvre des perspectives multiples qui concernent:

La détermination de position taxonomique définitive et confirmer 1’originalité de la
souche CA3 par la réalisation d’hybridation ADN-ADN avec les espéces les plus
proches.

L’analyse phylogénétique des espéces du genre Saccharothrix en se basant sur
I’analyse des séquences du génome entier, et les séquences des geénes codant pour la

synthése d’antibiotiques.

L’analyse phylogénétique des nouvelles espéces terrestres et marines appartenant aux
autres genres Streptomyces, Nocardiopsis, Actinomadura etc., provenant de la

collection du laboratoire de biologie des systéemes microbiens (LBSM )
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= Ici, la séquence de la souche bactérienne a utiliser apparait.
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Saccharothrix algeriensis strain SA 233 16S ribosomal RNA, partial sequence

NCBI Reference Sequence: NR_025658.1
GenBank  Graphics

>HR_025658.1 Saccharothrix algeriensis strain SA 233 165 ribosomal RMA, partial sequence

GAACGCTAOCGECATGCTTAACACATGCAAGT CEAGCOATAAGGCCCTTCOAAATACACGAGCOGCGAAC
GEGTGAGTAACACGTGGOTAACCTGCCCTGTACTCCOOEATAAGCCTGGOARACTAGOTCTAATACCGGA
TACGACCCTCCATCGCATGETGGOOGATGGAAAGT TCCOGCGATATEAGATGGACCCGCGGICTATCAGC
TTGTTGETGGRETGATGECCTACCAAGGCGACGACGOOTAGCCAOCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTG
GEACTGAGACACGECCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGEAATAT TACACAATGRGCGAAAGCCTG
ATGCAGCGACGCCACATOAGREATEACGRCCTTCGGETTATARACCTCT TTCAGCAGORACGAAGCGTGA
GTGEACGETACCTGCAGAAGAAGCACCAGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGLGATAATACGTAGGATGCGAG
CaTTOTCCGGAATTATTOOECGTAAAGAGCTCATAGGCGGETTTATTECGTCAECCGTEAAAACTTCACGC
TTAACGTGGAGCCTGCGOTCEATACGEGCAGACTTGAGT TCOGCAGGEGAGACTGEAATTCCTGRTGTAG
COGTOAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCEETGOCGAAGGLOGETCTCTEEGCCEATACTGACGITG
AGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGAGTGITA
GATGTGEEGGGCTTCCACGTCCTCCGTGOCGCAGCTAACGCATTAAGCACCCCGCCTGRGGAGTACGECC
GCAAGGCTAAAACTCAAAGGAAT TGACGGEGGECCCGCACAAGCGOCGEAGCATATGAATTAATTCGATGE
AACGCGAAGAACCTTACCTGAEGCTTGACATGCACCGOAMACCCACAGAGATATGGGCCTCTTCOGACTGE
TATACAGGTGOTGCATGGCTATCOTCAGCTCOTATCOTGAGATAT TRAGTTAAGTCCCGCAACGAGLGLA
ACCCTCATTCCATGTTGCCAGCARGTAAAGTTGGRGGACT CATGOGAGAC TGCCGGGGTCAACTCGGAGGA
AGGTOGGEATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGATAC
AGAGGGCTGCTAAGCCGTGAGGTOEAGCGAAT COCACAAAGCCOOTCTCAGT TCGGATCGGGGTCTGCAA
CTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCOCTAGTAATCGCAGAT CAGCAACGCTGCGATGAATACGTTCCCGGGEE
CTTOTACACACCGCCOGTCACGTCACGAAAGT CRATAACACCCOAAGCCCOTGRCCCAACCCGOAAGGEE
GOGAGCAATCRAAGGTGOGACTGOCEATT
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Baccharothrixs algeriensis strain 54 233 165 ribosomal RNA, partial sequence
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GEETEAGTAACACGETEEE TAACCT GOOC TG TACT COGEEAT AL GO T G EEAA AL TAGETE TAATACCEEA

TACEACCCTOCATCGCATGET T AT CEEAT GEAL TATCAGE

TTETTEETEEEETEATEEOCTACCAASGORACGACGRGTAGCOGGOCTRAGAGGGTRACCGGOCACACTS

GRACTGAGRACACGHOCCARACTOCTACGEERAGGCAGCAGTGHEGRAATAT TECACA AT GHEFORAAAGCCTE

ATGCAGCGACGOCGOETRAGGRATEACEEECT TEEEETTET. T AGCETEA N

GTEACGETACCTGOAGA AGAMCA COGGETAATTACGT GOCAGCAGCOGOEETAATACGT ARGET GOEAG
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T T ACAGE T GE T GCA T G ECT ET Ca T CASCT CET T CE TEAGAT ST TEGET TAA ST COOGCAADEAGOECA
ACCCTOETTCCATETTEOCAGCAACTAAA T TEEEEACTCATEEEAGACT GCOEEEETCAACT CREAGEA

AGGTEEERATRACGTOAAGT CATCATROOOOT TATET T T EOTACANT: TaD

AGAGRECTECTAAGOOGTRAGGTHRAGCEAATOOCACA A AGOOGETCTCART TORGAT CRGEETCT AL

T A ST A ST T T A T A T AT A AT TS A AT AT
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Etape1:

4 Accéder au Serveur « EzBioCloud »(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/ )via Google.

Google

eztaxon biocloud X & Q

QTous @ Maps [ Images @ Actualites [ Vidéos i Plus Parametres  Oulils

Environ 886 résultats (0,42 secondes)

hitps:husaezhioclond net x Traduire caife nage
EzBioCloud.net | Search about Bacteria or Archaea

EzBioCloud is a platform for microbiology and infectious disease research. We provide
comprehensive resources for bacterial identification, genomics and ...

EzBioCloud 16S database About
Introducing EzBioCloud: a EzBioCloud is a public, microbial
taxonomically united database ... bioinformatics web portal ...


http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/
http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/
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e Choisir 16S-based ID .

E Z BioCl a !l.d DASHBOARD APPS  TOOLS  RESOURCES  HOWTOCME  ABOUT HELPCENTER ~ SUPPORT  LICENSES

Search EzBioCloud Database

Featured service

16S-based 1D & 168-based MTP Q
%

9’ Idenrtify & bidctaclal isolste uring 168 ANA sequences fing ang functonal precictan of
snrmeities.

-, Genomebased ID - Shotgun-based MTPER o WB

o\
YO ety biststal olate sing 168 e Whole Benorie % Te

de peafiling of nietagenomic comenunites using O Vihole Genome Analysia of micrabial arganama.
Sequences

Other services

A AN Calculator S CONEESITES

e Cliquer sur « Identify new sequence ».

T— - ;74—

v T S S _—
s PR T e R =
'hc‘;ud DASHBOARD  APPS  TOOLS  RESOURCES HOWTOCITE  ASOUT HEL

ontrolled databases of 165 rRNA sequences

ts SQanatonly valid DICKAryotic namees can be iewad in

clicwing the oetad icor @

.y -
() Tasks Name

for each Ide

Top-hi taxon Top-hitstraln  Similarity (%) Yog-hit

Bacterin Actinobactona

) . HMSE2 Steptomyces sp. Lo Streptomyres violascens ISP 5183 93 44 v
® P sp.Lo(.) S ycetaies Streptomycets
O MNGOP984. 1 Kititimatielisocta () AY222315.2 Ver Inodule ECS12 96.85 s A
wlialesatmotinface:
. 3 . Bactenz Actinobactorla

) X 3 7 - 1 )00 00

O ﬂ GCA00Y543896 7. 04171 Streptomyces thermoattotrophicus uEm ¥ S £F016800.£5_therm
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e Ramener la séquence enti¢re qu’on a déja coller sur Word ; celle de « Saccharothrix
algeriensis » et la recoller ici .
v Une case pour coller le nom de la Souche Saccharothrix algeriensis « SA233 », et une

autre pour coller la sequence entiere , puis cliquer sur Next .

Identify New Sequence

Nom de la séquence >SA 233La

séquence de Sx. algeriensis

Celnct

Spell check
Virting Diresdon

Inspect T+ Sttt

Identify New Sequence

e Vous verrez ce tableau qui contient le « nom de la souche , la souche type et la

longueur de I’ADNr 16s de cette souche en paire de base » , puis cliquer sur Submit .
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Review Sequence information

Sequences loaded. |
B e Sire (bp)
BOA_SO00RES T D005 120

. &, Identify single sequence

L Tasks Top-hit taxon Top-hitstrain  Similarity (%)
‘-> PI9.20181017.01647 AEO15451.5 KT2440 99.51
] E P19 AE015451 5 KT2440 49 51

e Vous verrez une deuxiéme page qui contient beaucoup plus d’informations sur la
souche étudiée et en dessous un tableau qui représente les espéces les plus proches a
notre souche plus le taux de similarité avec chaque espéce dans le tableau.
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dentification Result
equence detalls
Full name GCA_2000996251_02518
Length 1362 0p
Orientation Forward
Conpatnsss
{159 ~ 1520
Database ver. 20200513

istof hits from EzBioCloud 16S database

Select hits by database

o Cliquer sur « Valid names only » et puis sur FASTA..

Select hits by database Vaidmamescay  OBedl  DFSTA  GEEdoe.  Hv

Tasks Hit taxon name Hitstrainmome  Accession . Simdarity  DiffTotalnt Completeness (%)

20 AL KM TS e gpag  DcePleshdeisCamapgpiackrafsadonnadaltsPondomonidae
aePseodomonas

=0 P . i s 093 41508 BacteriaProtecbacteriaGammaprotecbacterda;Peeudomonadales Psevdomonacace 90
atPseudomonas

= 0 Poulonowspogosscd NIRCIOSIGAT) BEVOIONND w9 gnas  DerRFletaceisGammaproecbicedafseuononadiesPseudononadate 0
aePseodomonas

= 0 Petororssmetell  NGRCIUISHT) BBSOIOONGS w2 ngnais  DersPlecbacteisSammapoecbactiiPsaronaradaesFsedomonsdae g
sePseodomenas

= 0 Padkmousphmess SIS BN wm  gndy  CorefeedeldGamapoatistedmmdiefedimnie o
aePseudomonas

= 0 cPoms 816 Gy | wn s PoepeebaGmobaE sidomdlsfsaonis 1000

a8 Pseudomonts
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Construction des arbres phylogenetiques

O Tasks Name Top-hit taxon Top-hit strain ~ Similarity (%) Top-hit taxonomy Completeness (%)

(8] Saccharothrix sp, MB27 Saccharothrix isguenensis MB27 100,00 Bat.jler|a;Acunobaclena-;Acunomyceua;Pse.udonoc 97.8
ardiales;Pseudonocardiaceae;Saccharothrix

0 E MAT2 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 072 Bacteria;Actinobacteria;Actinomycetia;Streptomyc 1000
etales;Streptomycetaceae;Streptomyces
Bacteria;Actinobacteria;Actine iaMi

a E Salinispora arenicola ATCC BAA {...) Salinispora arenicola CNH-643 100.00 v ) i 100.0
sporales;Micromonosporaceae;Salinispora
BacleriaActinok ja:Acting i

8] MA41 Streptomyces amphotericinicus TH-SSA8 98.76 yeclle teptomyc 100.0
etales;Streptomycetaceae;Streptomyces
Bacteria;Actinobacteria;Acti tia;Pseudonoe

0 GA1 Arbre Saccharothrix tamanrassetensis SA198 99.86 act ki ena-,Ac o sgu o 100.0
ardiales;Pseudonocardiaceae Saccharothrix

0 A3 Athre P — - SAT08 9979 Bac'ler»a:Acnnobacterie{;Acllnomyceua;Pse}:donoc 1000
ardiales;Pseudonocardiaceae;Saccharothrix

g les souches de mas..rar - A

T

. .. 1
| Ouvrir ce fichier

Fichier- Commandes. Outils Favoris: Opticns: Aide

N Wl o R @ | @

: Bjouter E)&raikf'evers Tester  Afficher Supprimnzr Rechercher Assistant Informations | Antivirus

‘ m @ les souches de master 2021.tar - TAR archive, |a taille non compressée est de 2 566 132

Nom : Taille Compressé Type Meodifié CRC32

A .. Folder
Folder 21/05/2021 16:44

.. Mles souches de. Folder 21/0572021 16:44
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————————— 1 | Sélectionner les séquences des premiéres
La séquence de notre souche | espéces plus proches |

ch - Alignment Wk See: Display. - Help —
GlEBB WY 8L coRRBXH BB HBHN
| Translated Protein Sequances |

mns;slﬁz |KU93325

Ty |'

3. smammhwoarmslsmmimosssssm msaammmam
4. Saccharothix_longisporalNRRL_B-116115/AF 114809(08 58|Bacteniaictinod:
5, swm_sammumrszwmmm 22iBacteviabcbnobactoniasctin
5. Saccharothvix_inilangensisINERC_101911/A8381930198 151Badteriaddtingd
7. Saccnarothaix_lopaurensisiYiN_LPANKPI92900198 08|B3ctedartinobacter
8. Saccharothnx oes«w_eemmmzsmsaommmmm
9. Saccharothax_texasensisiDSM_44231RIKM01000001198 0 1jBacterakctnot
10. Sacct ISA198}IN035396197.93|Bactenadcinobat
11, mamsmam&tswwmoolmumi TOBacteraActc
12 Saccharofrix_catneaNEAU-N1TKC 195859197 7 218acteriakcingbacteriad
13 Saccharomiric_ghardaiensis|MBASKY021820)97. 72i8actenasctnobadienad
14, Amosmtma_mmlbsu A3827ICPO01630)97 S8[Bactenarcinobadted:

Jm_suBsp. 3 {ERC_156201A8303354197
L_B-16115|AF 11480597, 58)8actenaActr
'\Sl{.“mmu- Y 1197 1B

00000000000

o0 ,
ot ] P U G ) ) e )

8-«1‘...1 v.,-97219729l aenm
zo Smumtmnsswsu ummwmm7mmma
21. Lentzea_feadiselZGIaY 11417597 1916 1
22. Lencea_mummomwmmoesum Ommommw
23 s;anummpompsu_ummmomoomm O1iBacteriahctin
24. Lentzes_atacamensisiCETIEUSS1684197|Bacten:
25, mea_mnaemsu K10001)KX8 1799595 WMNM
26. mea_hnm_s-mstwumm Nmmmammc

27. Sacchazomirix JERC_102084|48284251/95 94/Bactenascnol
28 S _Sudsp. iSIDSH_433531X76966196.918acter
29, mewsmwmmw%smmmmnmm
30. Saccharotirix $boaeID3AIND02085196, g
Lol
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Sélectionner les séquences a aligner puis cliquer sur le bras musclé.

S e

DSEE TR m]t;yf 1l feRieaX¥ nBler APRE
DiiASequences | Transiated Protein Sequences
iSpediesiAbdy | GroupName |
11 Saceharome_isguenensis MB27IKU9332531 00 acenakctnosacienaketin GACGAACGCTGGCGGCETGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGOTAAGGCCCT
2 Sactharoleie_echatansnsislUTUC_S3T|MIO23074199 85i8acenabcinonack SNCGAACCCTCECECCETOCTTAACACATGCAAGTCGAGCGOTAAGECCCTT
3 Saccharotvic_hoggarensisiSA1B1HQ399364:99 298 adenaActnanadtenias GACGAACGCTGGCEOCETCCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCTT
14 Saccharoma_longisporalNRRL_B-116118)4F 114809198 58iBactedatctinot: GACGAACGCTGECEECETCCTTAACACATGCAAGTCOAGCCETAAGGCCETT
5. Saccharothix_saharensis|SATS2F 137933398 22BadteriaAcBnobactiac GACGAACGCTGCECEGCETGCTTARCACATECAAGTCGAGCEGTAAGGCCCTT
5. Saccharolivi_singangensisIBRC_101911/48381939{98 15{82cteriatchinod GACGAACGCTGOCEECETGCTTAACANATGCAAGTCEAGCEGTAAGGECCTT
7. Saceharomeix_loprurensis|Yill_LPAZhKPS92900198 0B Bactenadcinadadter GACGAACGCTEECECCETGCTTAACACATGCAAGTCEAGCCOTAAGGECS
3. Saccharothrx_ceseniBUP_B3144MIF72516,98 011BaceniaAcinobaceriahe GACGAACGCTGECEECETGCTTAACACATGCAAGTCOAGCECTAAGECCTTT
9. Saccharomi texasensisDSH_s4231RIKMO1000001)98 09Bactenaitsnot GACGAACGCTEGCGECETGCTTAACACATGCAAGTCEAGCGETAAGGCTCTT
110, Saccharobri_tamanrasselensis|SA198|ND35396:97 93Bactenabcingbac GAACGCTGGCGEECETGCTTAACACATGCAGTCGAGCEGTAAGGCCCTTCEEC
msmamsmgaemasamnoomummeaam GACGAACGCTOOCEECETECTTAACACATGCAAGTCOAGCGETARGGCCCTT
112, Saccharomiie_camesiNEALLn1TIKC19535997 728 actenaéctnodadtenal GACGAACGCTGGECEGCETOCTTAACACATGCAACTCGAGCEETAAGGCCCTT
113smmwwmesemwwnmmmmaama GACGAACGCTGOCEECETOCTTAACACATGCAAGTCOAGCCOTAAGGCECTT
114, Acknosymnema_mirumiOSU_{3827ICPO0163037 58/Backenatctnobader GACGAACGCTEGCEECETOCTTARCACATEOAAGTCAGCOETARCGCCCTT
115, Achnosynnema_peeSosum_Suzsp._auranSoumiNERC,_15520AB3033649; GACGAACGCTGGECEECETGCTTAACACATGCAAGTCCAGCEGTAAGECECTT
116, Saccharolri_coendeotiSCaRRI._B-16115)AF114805197 55iBactenadctr ACCAACCCTEOCEE0ETCOTTAACACATCOARGTEOAGEEETAACCOCETT
17smmuausumsxs;ow4mw1wom197=1gswem GACCAACGCTCGCEOCETGCTTAACACATGCAAGTCGAGCOSTAAGGCCETT

54972197 298adterizActingd GAACGCTGOCE0CETOCTTAACACATGCARCTCOAGCERTARGECCCTTCRS
1194mmmmomu936nw:ssooa) GGACGAACGCTGOCEECETGCT TAACACATGCAAGTCCAGCCGAAAGECCCC

: « Outgroup » sert non seulement a enraciné l'arbre mais aussia 1
I polariser les transformations d'états de caractére dans le temps. :

I Sélectionner Neighbor Joining 1|
| Sélectionner 2162 |

Data  Edit Search n&;rmnt Web Q\utncef Display  Help -‘L
D@ FQHWY 11 o o [stoe] i
DA Seaueces | TomsidPre Soueces| i  —— —
S e Gap Penalties =
e Gap Open 0
i1 Saccharolhi rsqumnsus'uamwsmsmwsadenmaadew oo Eind 0 A
(2. Sacchatothix_echatanensisiUTIIC_S3TUNO38074/99 85Bacteriakctingdas 4
\ A
e St o] s i I R
14, Saocharolhr_longisporaiNRRL_B-118H51AF 11480098 53i8acte MexMenog B e 4
{5, Sacchatothrix_saharensis|SA152iF 379333198 2218 acteriasctinobacteriard| ahisind 8 4
S SR I Bt i * :
SO MU Grmeleio’s et i
§ omx_ SedBUP_B3 144) 198 01)Bacteniascingdacte Chtrng Moo (0 i) PR A
9, Saccharothrx_ferasensisiDSM_44234RIKN0100000128 01iBacterial NinDiog Longh bl 2 A
:3 W’:’?‘-”mjm:f“mxgg:mﬁfW' Kgpwartielo MUSCLE Chtin Edgy, bt C (2004 MUSCLE f
I Sacchar myw,aﬂﬂﬂt_ 6&68;.!’ : va 0, g ; whigh ooy md
12, Saccharothrix_cameNEAU-1TIKC 19585997, 7218 actenasctinoba 2 ]
Figh thecugput. Nucleie Acsds Ressch 325), 1782
13, Saocharothrie_ghardaiensis|MB45(KY021820(97.7218actenachnonack e :
Iue.w,mem_mﬂosu' |_438271CP001630/97 S8iBactenaAcinobact A
115 Actinosnnema_predasum_sudsp._auranbicumiNBRC_15520AB303364; ]
16. Saccharoihrte_coenectuscalNRRL_B-15115|AF 114805197 S9)8actenial 4
17, Saceharotvix_austalinsisiOSU_43800REX001000001137 51Badterarts T ‘ . 4
18, Sascharotii_algedzosisPRRL_B 2413TRY0S407297 29Bacteiaicton | (2t || [ compre| | [ X oot | | Resomtetnne] |
19, Acnomadura itamycini DSI 429367 (BUP B3004) : 3¢
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e e résultat de I’alignement

DFRY [ F@HMIWY vl o REBXN BB A
DNASequences IT(anslalcd Pmlom Smnoss]
[Speciesiavar [GroupName |**** *7+ze=
1. Saceharothrn isguenensis|B27KU33I253) Heeo - cecHIBBCcCERNCoCE RN -BEBRE- - - - --- - - -----
2, Saccharotrix_ecbatanensisUTMC_ 53710028074 cce - ce -BENCEER
3 Saccharotnra_hoggarensis|SA1811HQ399564) 6ce - cce c - genc

. Saccharotrix_longisporalNRRL_B-11611614F114809] cee - cce c-gelch
5. Sacchaothris_saharensis|SA152IF379333) Bcco-EREECccC -g8iEc
5. Saccharothrix_njlangensisiNBRC_10191 1}48381939) Ecce- cece . CERN
7. Sacchatothrx_lognurensisiVIl_LPAZhKP992900) cee - cee -BETC
8, Saccharothis_desertlBUP_BB144/1FOT2515] cee - cee -ggne
9, Saccharothvix_texasensisIDSM_44231IRIKIO1000001] cog - coe -BEECEAN
10, Saccharothrix_tamansasselensis|SA198LUND35395] cee - cce -88Fe
11, Saccharalhiir_syringaelNRRL_B-164561INY001000115| GGG - [efed el -B8ic
12, Sacchatothrix_camealNEAU-n7(KC195859] ggg - cee R cBRA
13, Saceharathris_ghargaiensis|HE4SIKY021820) cce - cce -BEECBNR
14. Actingsynnema_mirum|DSH_43827iCP001630) geo - cce ¢-BENcERA
15, Actinosynnema_pretiosum_subsp._auranticumiNBRC_15620128303364) Hecce - cec - cB
16, Saceharotnrix_coeruleotuscalNRRL_B-16115(4F 114805| cee - cece . (4
17, Saccharothrin_austratiensis|OSH_4300/RBX001000001] CE0 - cee ¢-gerc
18, Attinosynnema_pretiosum_subsp._pretiosum|NRRL,_B-16080/AF 114800] cee - ce | (&3 5
19, Saccharothrs_algerensisNRRL_B-2413714Y054972/97.29/Bacteriadcing coe - g§§ -GENCcRAAE
120, Actinomacura cfamycini DSU 43035 (BUP B6004) fece - ce ¢ -ggEc

e Remarque : A chaque fois on doit fermer et enregistrer en remplacant le fichier
précédent.

Ty 'Q&i = e o REBX ¥ BBlar APYR
DHASequences | Transiatod Protein Sequances|
= Geoup Hiame

1. Saccharomix_isguznenssiB2TKUI3325%

2 Sacharomi, ecnmmswc 5371N038074)
5 Saceharomin_NoggarensisiSAISTHO309564

4 Saorharomi_logisooralRRL B-11B1IEAF11406] |
5. Saccharomiy_sahatensisiSA1E2F 379333 | Closing Aignement Explorer, Would you ke to savethe current
6 Ssocharohic sinjangensisNERC_1018111AB381634) W dlgnminkt sesson to Be?

17 Saccharonn lpnuseasisivil_LPAZIKPI92500)
8. Saceharonr_cesenENP_BR144MIFET255]

I  Saotharomiy JarasensisDSU_4231IRIAI00000T]
10. Saccharothen_tamancassefensis|SA19BLNDIE396)

11, Saccharoteix_sying2eNARL_B-16458NYCO1000115]
12 Saccharothe (_camegNEAU-mTIKC195859)

13, Saccharolhe_ghisdalens/sHBAEKY0Z1820) §§§ COCH!
14. Actnosmnema_inmiDSU_43827ICPO015304 §2§Q 5 ||g§g
15, Actiosynnema_pretiosum_sussp. auranieumNERC_ 155268303354
15, Saceharothte_coeruleotuscaNRRL_B-151154F114305]

17. Saccharathie_austiatensisOSM_432001R3K001000001]

18, AZO0STINEMa_preYosum_ mn_uumm&ﬁ._&ﬁbﬁ&lﬁfmsom
19, Saccharothi_zgeniensisiRRL_B-24137RY0S497297 291Bateriabetingd.
20, Aetnanadua tamyto DSW 43935T (BYP B2004)

i

285"
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File Analysiz  Help
€3 #®o m = & . W . & = B © T

g}'n@'w'm'w'wywm w'm'w'm'm'

Analyze or Align File?

\'?t') How would you like to open this MAS file?

I=E jes

= T w |9 o o (] # 8 1=3 (O] T
o | . . = . - - -
Abon Dasa I Models  [Distance  Diyersity Phidagery  Lher Tree  Apcesters  Selection  Rates Oodks Diagrode
- -
m Cpen a Rl <
@_Ov| Lo o» 23-5-2021 sibres - |&f| | Rechercher dong : 25-5-202] o... p'
(eI Organiser = Nounveau dessier =~ A a
I Open a file/ section 1 || ... = Nom . Medifid e Type
e o o o o e e e e —
B Buresu ) ca3 2305071 14:12  MASFide
) Ernplacernents i | | ) Saccharothrix ghardsiensis MB4 DS ILST  MASFile ===
& Téléchargement: ) Saccharothiix hoggarensiz 4181 23/05/2021 13:57 MAS File | ChOISI r i
£ E.]Sacchamhr’m hoggarensis SAIB1IHOU 23/05/2021 14:02 WSS Fide > I I
2 Biblicthéques aﬂqdum:hﬁ:i:gmi: 230572021 12211 KAAS File I a
[ Documents ] Saceharothiix saharensis S4152 B/05/200 13:37 h&S File : SOUChe
| Irnages #] Saccharothrix tamansassetensis 4198 /0520211343 MASFile i
ique
B vidées =
r& Graupe résdentiel
1B Ordinateur - ] ] 3
Hom du fichisr: ~ [AllFiles -
[ Qwrerir |v| | Annuler I

File Analysis Help

'S z %€ @& _ & _ =% _E _ O©
Phylogeny User Tree  Ancestors Selection Rates — Clocks

fi3 %8

z - ||

Data  Models  Distance  Diversity

t
Rex

|
ol

—

—————
1 Cliquer :
boici !
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[T] Remember to reuse currenthy active data.
[ mo

J

Eocoitootapne B o @ LGB BB O T
dn  Dwn o Meds o atawe  Duersty | Phviogeny JuserTree  Auestos Jeeion | Bates  Qods - Cogrese
TA| =
3% g 1 2
=@ B )
V1, Saccharcthric_mpueneasisB2TKUKIIZEN hcAc BGAACGETGGCCCH
vz 2 4 ~-@GRCCAACGCTGOGO!
3 o .OACGAACBCTGOL
!us‘x:amwwmn_&mnwnm ~GACGAATGCTOSOLS
1S, Saccharetiric_saharenssiSATS2FINATIY ~-GACGBAALEGCTGGL
&, 59 xnjan 1619 S-GACGAALTGCTSG T
iz ' VM, LOA 3 +GACGAACGCTOBGC
V0. Saccharcihiic_desert(BUP_BS14amI§72505 ~GACGAACGCTAGC
w9 L 1030001 +GACGAACGCTOG!
w10 3 s - --BAACOCTOGK
M‘I! 4 5. (o3l +GACBAACGCTSG(
12 Saccharothri gameatital SGACGAACGCTOGC
Vi 13 Saceh : 1820/ “BACGAACBCTOGT
¥ 14 Acinosynnens_meumOSH_25TEPO0 1530 .BACGAACGCECTOO(
V15 ACONYIOLN_Doetonim 3ubs0.sefantcumiiBRT 1 5620A8233084 + GACGAALGCTOG (.
«ld )
1482 Highlighted: Nene Dasta
S = =
+ Sélectionner le type d’arbre a construire
File Analysis Help
= : = - fr & -
= " ® & E [ & & & % _E_ O _ T,
Align Data Models Distance  Diversity Bhylogeny User Tree  Ancestors Selection  Rates Clocks Diagnose
TA| & | = Il Construct/Test Maximum Likelihood Tree...
oo | Gose | = %3 Construct/Test Neighbor-Joining Tree...
2% Construct/Test Minimum-Evelution Tree...
i Construct/Test UPGMA Tree...
2 Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)
l‘—‘._f Open Tree Session
File  Analysis
= . 1 #®m m. & | * = E . © . T o
-l Data Hedete Esstance Drvareity Bhydegeny  User Tree  Ancestors  Gelecton Bates Clocks Cesgranee
T [
g K
Use the active file? 7 |
p’ Wiculd you like to use the currently active data (saccharcthrix isguensis.mas)?
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M M7: Analysis Preferences

Oplions Summary
— 1| Optien Selection
_| | Analysis Phylogeny Reconstruction
— | Scope Al Seleched Taxa
Statistical Methad Neighborjoining
domyg
eaer Phylogeny Test
lespl | Test of Phylogeny Bootstrap method

idom| | Mo, of Booteirap Replicabions 500
lemo| | Substitution Model

Substitutions Type Nuchctide
Medel/Methed Kimura 2-parameter model
Substtutions to Include d: Trans@iens + Transversions
| | Rates and Patterns
== | Rates among Sites Uniform rates
Pattern among Lineages Same [Homogeneous)

Data Subset to Use
Gaps/Mising Data Treatment Partial deletion
Site Coverage Cutoff %) 95

\_? Help l | -JCgmpu'te |I _x Cancel }

T4 wls_m,rﬁ_ﬁi‘.,ﬁ,ﬁ_ﬁ,@.?.
Dstance  Digersty  Bwlogeny lserTree  Agcastors Selecbon  Bates  Clads  Diagnose

IMT: Progress
Prpes
Stabu [ Opbions |
Fun Stati
Start time 25108/ X% 61178
Status Condutting Bootrirap Test

Boctsirap Rep # S00/500

Analysiz Options 1
Analysis -
Analysis - Fnylegeny Reconstruccicn [
Scopa - - All Selected Taxa =
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Figure. Evolutionary relationships of taxa

The evolutionary history was inferred using the UPGMA method [1]. The optimal trs
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Figure. Evolutionary relationships of taxa

The evolutionary history was inferred using the UPGMA method [1]. The optimal tree with the sum of branch length = 0.19718824 is shown. The percentage of replicate trees in which the ass
boatstrap test (500 replicates) are shown next to the branches [2]. The evalutionary distances were computed using the Kimura 2-parameter method [3] and are in the units of the number of ba
involved 20 nucleotide sequences. Codon positions included were 1st+2nd+3rd+Noncoding. All ambiguous positions were removed for each sequence pair. There were a total of 1453 posi
analyses were conducted in MEGAY [4].
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