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Glossaire

Boostrap : Méthode statistique utilisée pour évaluer la robustesse d'un arbre
phylogénétique. Elle part de [l'hypothese que les sites évoluent de maniére
indépendante.

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

Homologie : Similitude héritée d’un ancétre commun, contrairement a ’homoplasie
(Lankaster, 1870).

Maximum de parcimonie : Approche statistique non-paramétrique tres utilisée,
notamment pour [inférence phylogénétique. Sous I'hypothese du maximum de
parcimonie, l'arbre phylogénétique inféré est celui qui requiert le plus petit nombre de
changements évolutifs.

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

Transition : Mutation au cours de laguelle une base purique est remplacée par une
autre base purique ou par une base pyrimidique.

Transversion : Mutation au cours de laquelle une base purique est remplacée par une

base pyrimidigque ou vice-versa.

UPGMA : Méthode utilisée pour construire des arbres phylogénétiques si les

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




RESUME

Le coronavirus exprimé cliniguement par un syndrome de détresse respiratoire aigué
(SDRA), est un virus qui cause une pandémie mondiale, affectant des millions de personnes et
mettant fin a la vie de plus de trois million de personnes a travers le monde. L’objectif de
notre travail est d’inventorier les génes étudiés chez ce virus ainsi que les différentes
mutations détectés jusqu'a présent dans plusieurs pays, pour cela nous avons utilisé des outils
de bioinformatique afin de réaliser des analyses phylogénétiques pour la construction des
arbres et des réseaux phylogénétiques et faire des traitements statistiques des donnés
moléculaires disponibles sur la GenBank concernant le COVID 19. Les différents logiciels
utilisés sont: MEGA 11 pour la construction des arbres phylogénétiques, DnaSP6 pour
I’identification des haplotypes, Network 10 pour avoir les réseaux phylogénétiques, DnBA
un nouveau programme gue nous avons créé pour réaliser des analyses statistiques, puis

DAMBE pour obtenir les résultats moléculaire, statistiques et graphiques.

L’¢tude des séquences d’ADN obtenues de la GenBank, nous a permis de classer 12 genes
différents de SARS Cov 2 déterminé a travers les laboratoires du monde. L’utilisation des
différents logiciels en se basant sur la détermination des mutations ainsi que la diversité
haplotypique nous a permis de classer ces 12 génes en trois catégories ; les genes les plus
variables : ORFlab, ORF3a, N, S; les génes les moins variables : ORF8, ORF10, ORFla,
ORF7a, ORF7b et les génes non variés : ORF6, E, M. Les génes de la 1™ et la 2°™ catégorie

exposent des pourcentages A, T, C, et G différents avec un taux de GC bas par rapport a la

3éme

catégorie donc ils sont moins conservés , pour cela ils subissent des mutations. En
classant les séquences d’ADN des 12 génes étudiés selon les pays d’origine nous avons trouvé
que la Chine est I'origine de toutes les séquences. Les résultats d’analyses phylogénétiques,
statistiques et graphiques des différents logiciels utilisés montre qu’il y a une complé mentarité

entre ces différents outils de bioinformatique.

Mots clés : SARS Cov 2, moléculaire, mutations, phylogénétique, logiciels.
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Summary

The coronavirus expressed clinically as acute respiratory distress syndrome (ARDS), is a
virus that causes a global pandemic, affecting millions of people and ending the lives of more
than three million people worldwide. The objective of our work is to inventoried the genes
studied in this virus and the different mutations detected so far in several countries, for this we
used bioinformatics tools to perform phylogenetic analyses for the construction of
phylogenetic trees and networks and to perform statistical treatments of the molecular data

available in the GenBank concerning COVID 19.

The phylogenetic analyses obtained in this work were elaborated with the help of different
software such as, MEGA 11 for the construction of phylogenetic trees with the use of
different methods like UPGMA, Kimura- 2 parameters, DnaSP6 for the identification of
haplotypes, Network 10 to have the phylogenetic networks, DnBA a new program that we
have created to perform statistical analyses, and then DAMBE to obtain the molecular,
statistical and graphical results.

The study of DNA sequences obtained from the GenBank, allowed us to classify 12
different genes (ORFlab, ORF3a, N, S, ORF8, ORF10, ORF1la, ORF7a, ORF7b, ORF®6, E,
M) of SARS Cov 2 throughout the world The use of different software based on the
determination of mutations and haplotypic diversity allows us to classify these 12 genes into
three categories: the most variable genes: ORFlab, ORF3a, N, S; the least variable genes:
ORF8, ORF10, ORFla, ORF7a, ORF7b and the non-variable genes: ORF6, E, M. The results
of phylogenetic, statistical and graphical analyses of the different categories of software used
show that there is a complementarity between these different bioinformatics tools.

Key words: SARS Cov2, molecular, mutations, phylogenetic, software.
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Introduction

La bioinformatique est une discipline a multiples facettes combinant de nombreux
domaines scientifiques, notamment la biologie computationnelle, les statistiques, les
mathématiques, la biologie moléculaire et la génétique (Fenstermacher, 2005). C’est un
champ de recherche ou travaillent de concert biologistes, informaticiens, mathématiciens,
physiciens, chimistes..., elle résolue les problémes scientifiques posés par la biologie, .la
bioinformatique décrit également toutes les applications informatiques résultants de ces
recherches, utilisées pour les analyses génomiques, modélisation moléculaire, analyse
d’image, sequencage du génome et méme pour la reconstruction phylogénétique des arbres
(phylogénie) (Basseur, 2015).

Apreés I'apparence du nouveau coronavirus (SARS Cov 2) qui a été détecté pour la premiere
fois @ Wuhan, en Chine, il s’est propagé rapidement depuis décembre 2019, et devenant une
pandémie mondiale (Richard et al., 2020). Le coronavirus exprimé cliniquement par un
syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA), c’est un virus qui cause une pandémie
mondiale, affectant des millions de personnes et mettant fin a la vie de plus de trois million
de personnes a travers le monde. Dans le but de bien connaitre le virus de Cov-19 nous avons
lancé ce travail qui a pour objectif d inventorier les genes étudiés chez ce virus ainsi que les
différentes mutations détectés jusqu'a présent dans plusieurs pays, pour cela nous avons fait
appel & la bioinformatique afin de reéaliser des analyses phylogénétiques tel que Ila
construction des arbres et des réseaux phylogénétiques.

Notre travail basé sur une étude phylogénétique commence par le chapitre | recherche
bibliographique, qui se divisé en trois parties:

+ Présentation de notre modéle d’étude; le genre SARS Cov 2, classification,
description, outils de diagnostic, propagation dans le monde ; en parallele nous avons
étudié le Cov 19 en Algeérie.

+ Définitions des études phylogénétiques qui aident & la reconstruction phylogénétique

des genes.

+ Exposition des déférentes banques de données, les logiciels utilisés et les méthodes de

reconstruction phylogénétique.




Le chapitre |1, fournit le matériel et les méthodes que nous utiliserons pour réaliser
notre mémoire.

Le chapitre 111, rapporter les résultats obtenus ainsi qu’une discussion a la lumiére des

données bibliographiques.

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

principaux résultats ainsi que les perspectives ouvertes par ce travail.
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I.1.SARS Covid 2

I.1.1. Présentation

Les Coronavirus sont des virus & ARN simple brin non segmenté de 26 a 32 kilo bases de
longueur, les membres sont nommés d'aprés leurs apparences en formes de couronnes au
microscope électronique. Par conseéquence, le 11 février2020, la comité international pour la
classification des virus a désigné le nom de ce Coronavirus comme le Coronavirus 2 du
syndrome respiratoire aigu sévere (SARSCov2)(Sukhadeo et al.,2020).Le SARSCov2 apparu
en décembre 2019 & Wuhan en Chine, est le troisieme Coronavirus (aprés MERS Covid et
SARS Covid) hautement pathogéne a infecter les humains, similaire au Coronavirus du
syndrome respiratoire aigu sévere (SARSCov) et utilise le méme récepteur d'entrée cellulaire,
I'enzyme de conversion de l'angiotensine 2 (ACE2) (Huihui et al.,2020).

1.1.2. Classification

La classification du Coronavirus 19 appartient a la familleCoronaviridae, sous-
familleOrthocoronavirinaeet genre Betacoronavirus représenté dans le tableau I.

En observant le SARS Covid 2 par microscope €électronique on constate qu’il ala formed’une
couronne ; voir la figure 1.

Tableau I : Classification de Covid 19 (Zi-Wei et Shuofeng,2020 ; Patrick et al.,2020 ;

Kapikian,2020).
Type Virus

Domaine "Riboviria

Regne Orthornavirae

Embranchement Pisuviricota

Classe Pisoniviricetes

Ordre Nidovirales

Sous-ordre Cornidovirineae

Famille Coronaviridae T N

Sous-famille Orthocoronavirinae Figurel :Micrographie électronique a

= ransmission couleur (TEM) d'une particul
Genre TR ERE TG BV UG transmission couleur ( ) d'une particule de

Sous-genre Sarbecovirus Coronavirus SRAS Cov2 (Hopkins, 2021).

SARS-Cov2




Recherche Bibliographique | Chapitre 1

1.1.3. Description

Dans le tableaullnous avons présenté la descriptionmorphologique de SARS CoV2; ¢’est un
virus @ ARN de grande taille, son génomeest composé d'un filament d ARN qui porte 29981
bases codant pour 9860 acides aminés, conduisant a la production des protéines. Il code d’une
part pour un grand transcrit qui sera traduit en protéines coupees par des protéases dite
"non structurelles™ et une partie du génome qui porte quatre génes indépendants codant pour
les protéines S,E,M,Ndite "structurelles " ; voir la figure2.
Tableau |1 :Description morphologique et génomique de Covid 19 (Sukhadeo et
al.,2020 ;Hong et al.,2020 ;Korsia-Meffre, 2021 ;Laib, 2021).

Les Cov sont enveloppes,avec un ARN simple brinde sens positif dont

la taille varie entre 26 et 32 kb. Le génome du virion du SRASCov2 est
Morphologie d'environ 29,9 kb avec une nucléocapside enterrée a lintérieur de la
bicouche phospholipidique couverte par deux typesdifférents de
protéines de pointe, a savoir, le trimmer de glycoprotéine de pointe (S)
avec protéine de membrane (M) et protéine d’enveloppe (E). Les
protéines de pointe se trouvent dans tous les Cov, tandis que

I'hé magglutinine-estérase (HE) ne se trouve que dans certains Cov.

L'organisation génomique du SRAS Cov 2était cohérente avec un ARN
simplebrin de sens positif, qui contient a 5' une coiffe méthylée et a 3
une queue polyadénylée ; porte 29 981 bases codant pour 9 860 acides
aminés, conduisant a la production de 20 protéines. Le génome est
dispose dans [lordresuivant: 5'; réplicase ORFla/b; lesgénes de
structure :pointe(S), enveloppe (E),membrane(M),nucléoprotéine(N) ;et
des génes non structurelles : les protéines accessoires telles que ORF 3,
6, 7a,7b, 8et 9 ; 3.




Recherche Bibliographique | Chapitre 1

[
(a) Overall structure

T ‘ Spike (S) Protein

(b) Genomic organization

S-methylated cap

=]

—{{ ORF1ab |[& S _‘|

3 -polyvadenylated tail

Figure 2 : Présentation de Covid19(Hong et al.,2020).
1.1.4. Caracteéristiques

I.1.4.1.Caractéristiques biologique

Le SARSCov2 est un virus aARN de grande taille. Son génome atteint 30 000 bases. Il code
d’une part pour un grand transcrit qui sera traduit en 16 protéines coupées par des protéases.
Ces protéines serviront a la réplication du virus et a la formation de nouveaux brins d’ARN. A
cOté de ce grand transcrit, une partie du génome porte quatre génes indépendants codant pour
des protéines dont la protéine S (spike) qui, associées en trimére, donnent les images de
couronne (« Corona » virus) a la surface du virus. C’est cette méme protéine qui se lic au
récepteur dans le tissu pulmonaire. Les autres protéines correspondent aux protéines
d’enveloppe (M, E et N). Le SARSCov2 commence son cycle lorsque sa protéine S se lie au
récepteur cellulaire. Ce récepteur correspond a 'enzyme de conversion de I'angiotensine 2
(ACE2), que l'on trouve a la surface de pneumocytes, de cellules endothéliales mais
¢galement de cellules de I'endocarde, du foie et de fagon importante dans I’ intestin
(entérocytes, colonocytes et cholangiocytes). Le SARSCov2 peut ainsi se lier a plusieurs
tissus chez un méme individu. Son récepteur est assez inattendu car cet enzyme, ACE2,
participe au clivage et a la dégradation d’un pro-enzyme, I'angiotensine 1, qui régule la
tension artérielle. P lusieurs études sont en cours pour comprendre les liens entre la gravité de
la maladie Covid-19, I’hypertension artérielle (HTA) et les traitements de type inhibiteur de

I’enzyme de conversion de I'angiotensine (IEC) ou antagonistes des récepteurs de
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langiotensine 2 (ARA 2). Aprés la liaison au récepteur, le changement de conformation de la
protéine S facilite la fusion de l'enveloppe virale avec la membrane cellulaire par la voie
endosomale. SARSCov2 libére son ARN dans la cellule héte. L'”ARN de son génome est
ensuite traduit en protéines qui sont secondairement clivées pour former les protéines
structurales et de multiplication virale. Les protéines virales et 'ARN du génome sont ensuite
assemblées en virions dans le réticulum endoplasmique et Dlappareil de golgi puis

bourgeonnent dans la lumiere du RE (Purva et al., 2020). (Figure3) .

/oSS SARS-COV-2
F73N. Viral
I ACE2 receptors LA, 9 rglcasc
Virus entry mnto Exocytosis A
host cell

4
1

Uncoating and =, -
75, release of viral 3

N -/ Vesicles

1
genome ?
. «4/97 Golgi

- m « s « S
&5 y apparatus

E=] . |
Translation of | mRNA =

= ; segments s
ORF1la and 1b SUTRE—T 1501R &

—_ - SUTR [ 1 13TUTR
STUTR | I 13 UTR
Replication and discontimuous transcription

Figure 3 :Cycle virale de SARS Covid 19 (Purva et al., 2020).
1.1.4.2. Caracteéristiques épidémiologiques et cliniques

Des enquétes épidémiologiques ont montré que les caractéristiques cliniques de I'infection par
le SRASCov2 sont similaires a celles du SARSCov et se caractérisent par de la fievre (>
37,3 C), une toux séche, une dyspnée ou un essoufflement chez la plupart des patients, alors
que des symptomes cliniques tels que diarrhée, maux de gorge, douleurs musculaires, maux
de téte et vomissements ont également été rapportés chez une minorité de patients. Les
patients confirmés ont également développé un syndrome de détresse respiratoire aigie,
tandis qu'une maladie grave peut se traduire par une défaillance des fonctions respiratoire et
pulmonaire, voire un dysfonctionnement de plusieurs organes et un choc septique, qui
nécessitent une oxygénation extracorporelle de la membrane (ECMO) et un soutien en soins
intensifs. Les principales caractéristiques pathologiques du poumon comprennent l'alvéolite
pulmonaire et la bronchiolite avec prolifération des cellules épithéliales, desquamation,
métaplasie squameuse et production de mucus et de liquide cedémateux(Hong et al., 2020).
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I.1.5. Transmission

Le SARSCov 2 peut se propager a la fois par :

-Des moyens directs (goutte lettes et transmission interhumaine).

-Contact indirect (objets contaminés et contagion aérienne).

Pendant ce temps, les équipements de protection individuelle (EPI) pourraient égale ment étre
a l'origine d'infections aéroportées. La propagation de personne a personne du SARSCov2 est
censée se produire principalement via des goutte lettes respiratoires, lorsqu'un patient tousse,
éternue ou méme parle ou chante. Les goutte lettes ne peuvent généralement pas traverser plus
de six pieds (prés de deux metres) et restent dans l'air pendant un temps limité. Le SARSCov2
peut étre suspendu dans lair jusqu'a trois heures. Par consequent, l'isolement aérien, la
ventilation de la piece et l'application appropriée de désinfectant (en particulier dans les
toilettes) peuvent limiter la propagation du virus par aérosol. Le Covid19 peut survenir si une
personne touche une surface contaminée par le SARSCov2, puis les mains entrent en contact
direct avec des muqueuses telles que les yeux, le nez ou la bouche. Ainsi, il est recommandé
de se laver les mains avec de l'eau et du savon ou avec un désinfectant pour les mains.La
propagation du SARSCov2 a partir d'individus asymptomatiques (ou d'individus pendant la
période d'incubation), sans aucun fadings, a également été signalé. Par conséquent, il existe
un besoin pour des améliorations des méthodes de diagnostic rapides et sensibles pour
détecter les individus infectés(Melikaet al., 2020).

|.1.6.Outils diagnostiques de I’infection 8 SARSCov2

Le diagnostic de certitude repose sur I’identification du virus par RT-PCR effectuée sur
prélevements respiratoires.On préleve un échantillon sur les parties du corps ou le virus
responsable de la Covid-19 s’accumule, comme le nez ou la gorge. On traite I’échantillon
avec plusieurs solutions chimiques pour le débarrasser de certaines substances, notamment les
protéines et les graisses, et extraire uniquement 'ARN qu’il contient. Cependant, devant
I'accessibilité a la RT-PCR parfois limitée et la fréquence élevée de faux négatifs de cette
technique (environ 30 %), le diagnostic de COVID-19 peut étre porté par I’association de
signes cliniques évocateurs et d’une image scénographique compatible. L’utilisation de la

sérologie est en cours d’évaluation (Plagais et Richier, 2020 ; Jawerth, 2020) (Figure 4).
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Figure 4 : Les approches diagnostiques et thérapeutiques de covid19(Chanthadavong,
2020).

1.1.7. Les mutations de Covid 19
Depuis plusieurs semaines, lactualitt COVID-19 est emportée dans une tourmente
phylogénétique ou tourbillonnent mutations, lignées et variants, le plus souvent affublés de
nationalités : anglais, sud-africain, brésilien, etc.

Comme pour tous les virus a ARN, la réplication de SARS-CoV-2 n'est pas trées fidele et
de nombreuses mutations apparaissent rapidement. Ces mutations sont essentiellement des
substitutions (Korsia-Meffre, 2021).

1.1.8.Propagation dans le monde

Selon Moyou (2021) et le site officiel de Porganisationmondiale de la sant¢é (OMS,
https ://www.who.int/fr/)contenant les statistiquesde (Covid19), nous avons les résultats
suivants : Sur un total de 183 millions de personnes infectées dans le monde entier, 76.5
millions ont été guéries (juillet 2021). Le tableau Il suivant représente les statistiques.
Tableaulll : Statistiques de Covid 19 dans le monde et dans quelques pays (Moyou,2021).

Monde entier

Etats-Unis 33698 562
Brésil 16,5M
France 600 064
Russie 4.98 M
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Nigeria 168 k 164 k 2121
Kenya 185 k 127 k 3651
Maroc 533 k 519 k 9307
Tunisie 433 k 359 k 15179
Royaume-uni 4,86 M 4222 263 128 k

1.1.9. Covid 19 en Algérie

L’Algérie est parmi lespremiers pays qui ont déclaré sur la page officielle de I’institut pasteur
algérien(https ://lwww.pasteur.dz/fr/),la présence des cas confirmés de Covid 19. Selonles
journaux officiels (EI Watan etleFigaro) et les déclarations officielles du ministere de la
sante algérienne le nombre total de contaminants atteint 141 k. le tableau suivant
représentel’état de ce virus en Algérie jusqu'a la réalisation de notre travail (juillet 2021).
Tableau IV :SARS Covid 2 en Algerie(Kourta, 2021 ;Fourar,2020 ;Laib, 2021).

En Algérie, le SARS Covid 2 se propage a partir du 25
féevrier 2020 lorsqu'un ressortissant italien est testé
Historique positif au SARS-CoV-2.A partir du ler mars 2020, un
foyer de contagion se forme dans la wilaya de Blida,
seize membres d'une méme famille ont été contaminés
par le Coronavirus lors d'une féte de mariage a la suite
de contacts avec des ressortissants algériens en France.
Progressivement, l'épidémie se propage pour toucher

toutes les wilayas algériennes.

Statistique Cas Guérisons Déces
(Juillet 2021) 141K 97701 3735

Souche britannique :I’Algéric a enregistré 78 cas de
cette souche,détectées le 19 février 2021pour la premiére
fois chez un membre du personnel de santé de PEHS de
Psychiatrie de Chéraga et chez un émmigré venant de
France pour I’enterrement de son pére.

Les souches mutantes déclarées

Souche nigérienne : Son apparition la premiere fois est

durant la dernieresemainede février 2021. Six cas ont été
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découverts dans la wilaya de Tebessa, trois autres a
Alger, deux dans la wilaya de In Salah, et les deux
derniers a Souk Ahras et Ouargla. Au total, on compte
treize de cette deuxieme variante africaine dans le pays.
Enavril 2021, le nombre de contaminants augmentea 129
cas.

Souche indienne :Souche indienne Six cas du variant
indien (B.1.617) ont eté détectés pour la premiére fois,

dans la wilaya de Tipasa le 3 mai 2021.

Les méthodes d’analyse

RT-PCR

Sérologieetimage scénographique

Quelqgues laboratoires
appliquant la RT-PCR

Alger Centrelnstitut Pasteur

Alger Epsilon

BejaiaAit_Bachir

Ghardatalbn_Rochd

Tipaza Khouri

Oran Belarbi

Meftah(Blida) Sifi

Kouba (Alger) Biotop

Traitement

L'Algérie a decidé fin mars 2020 de soigner les patients
atteints du nouveau Coronavirus avec un double
traitement de chloroquine et I'azithromycinequi est un
antibiotique. Depuis, plus de 15 000 personnes
contaminées ou suspectées de [étre ont recu un

traitement a base d'hydroxychloroquine.

Vaccination

La campagne de vaccination a commence le samedi 30
janvier 2021 en Algérie, au lendemain de l'arrivée des
premieres doses du vaccin russe Spoutnik V. La ville de
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Blida fut la premiere étape de cette campagne, le
nombre totale de doses jusqu’a maintenant est 75 000
doses.

Types de vaccins :Vaccin russe Spoutnik V

Vaccin anglo-suédois Astra Zeneka

Vaccin chinois Sinopharm

1.2. Etude phylogénétique
1.2.1.Définition de la phylogénie

La phylogénie est la branche de la biologie qui étudie les relations évolutives entre les étres
vivants. Ces relations sont représentées a ’aide d’arbres phylogénétiques, construits a partir
de données moléculaires (aujourd'hui) ou morphologiques (avant lI'avenement de la biologie

moléculaire)(Taguan,2015).

1.2.2.Phylogénie moléculaire
La phylogénie moléculaire est basée sur I'analyse comparative des séquences d ADN ou de
protéines. Elle complete les méthodes traditionnelles de classification basées sur I'observation
des caracteres morphologiques et anatomiques.
La phylogénie moléculaire utilise les génes des organismes vivants pour élaborer des arbres
phylogénétiques en comparant les caracteres moléculaires (séquences nucléotidiques ou
protéiques).
La phylogénie moléculaire essaie de retracer I'accumulation des mutations dans les génomes
au cours de l'évolution des especes. Elle permet de reconstruire l'histoire évolutive des
organismes. Les especes ont des genomes dautant plus proches qu'elles ont divergé
récemment depuis leur ancétre commun
Les régions du génome utilisé pour la phylogénie moléculaire sont appelées marqueurs
moléculaires. Elles doivent remplir les conditions suivantes:

1/ Elles doivent étre ubiquistes, c'est-a- dire présentes chez tous les taxons étudiés.

2/ Elles doivent contenir une région variable specifique de chaque espéce et encadrée

par deux séquences conservées (Baaziz, 2017).
Les marqueurs d’ADN utilisés pour évaluer la diversité génétique sont :

+ Marqueurs d’ADN nucléaire : Un certain nombre de marqueurs sont a présent

disponibles pour détecter les polymorphismes d’ADN nucléaire. Dans les études sur

9
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la diversite génétique, les marqueurs les plus fréquemment utilisés sont les
microsatellites (Sunnucks, 2001).

Marqueurs d’ADN mitochondrial : Les polymorphismes d’ADN mitochondrial
(ADNmt) ont été largement utilisés lors des analyses de la diversité phylogénétique et
génétique. L’ADNmt haploide transport¢ par les mitochondries du cytoplasme
cellulaire, possede un mode maternel d’hérédité¢ (les animaux héritent ’ADNmt de
leurs méres et non de leurs peres) et un taux de mutation élevé; il ne se recombine pas.
Ces caractéristiques consentent aux biologistes de reconstruire les relations
évolutionnaires intra et interraciales par I’évaluation des modéles de mutation de
I’ADNmt. Les marqueurs d’ ADNmt peuvent également fournir un moyen rapide pour
détecter I’hybridation entre les espeéces et les sous-espéces d’animaux d’élevage

(Nijman etal., 2003).
1.2.3. Méthodes de classification phylogénétique

1.2.3.1.Classification phylogénétique — cladistique
Les temps modernes ont vu l'apparition de la classification phylogénétique, un systéeme de
classification des étres vivants (Hennig, 1950). Elle se base sur les rapports de proximité
évolutive entre espéces. Cette classification se veut plus objective, seuls les caractéres
empiriquement observables et propres au rang d'espéces sont retenus comme uniques témoins
de I'néritage ancestral de chaque espece (Lecointre et Guyader, 2002).
Cette objectivité est pourtant fortement liée a la vision évolutive moderne. La représentation
schématique est donnée par un cladogramme, qui est un arbre phylogénétique non enracing,
contenant des nceuds et des feuilles (appelés taxons). Les groupes qui incluent un ancétre
commun et tous ses descendants sont appelés groupes monophylétiques (Allaby, 2009).
1.2.3.2.Arbres phylogénétiques L’arbre phylogénétique est une représentation
graphique de la phylogenése d’un groupe de taxons (séquences).

v' Arbre non enraciné : graphe connexe non cyclique. Il n’y a qu’un seul et unique

chemin pour passer d’un sommet a 'autre (Figure 5).
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Figure 5 :Arbre phylogénétique non enraciné(Benhamdi,2020).

v Arbre enraciné : possede une contrainte supplémentaire par rapport au précédent.

Présence de liens orientés depuis une origine ou un ancétre (Figure6).
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Figure 6 : Arbre phylogénétique enraciné (Benhamdi, 2020).

1.2.3.2.1 Les variétés d’arbres

Dendrogramme :Arbre exprimant les liens entre taxons sous la forme d’une succession de
branchements. Il existe plusieurs types de dendrogrammes selon les méthodes avec lesquelles
ils ont été construits.

Cladogramme :Dendrogramme exprimant les relations phylogenétiques (de parenté) entre
taxons et construit a partir d’une analyse cladistique. Chacun des points de branchements ou
nceuds, est défini par une ou plusieurs synapomorphies.

Phénogramme :Un dendrogramme obtenu par méthodes de distance ou les relations entre
taxa expriment des degrés de similitude globale;

Phylogramme : C’est un cladogramme dont la longueur des branches est proportionnelle au

nombre de change ments évolutifs.
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Arbres additifs: Longueur des branches proportionnelle au nombre de changements
évolutifs(Benhamdi, 2020).

1.2.3.2.2Méthodes de reconstruction d'arbres phylogénétiques

Il existe deux grands types de méthodes permettant la reconstruction darbres
phylogénetiques :

- les méthodes basées sur les mesures de distances entre séquences prises deux a deux, c'est a
Dire le nombre de substitutions de nucléotides ou d'acides aminés entre

Ces deux séquences, ex : UPGMAetNJ

- les méthodes basées sur les caractéres qui s'intéressent au nombre de mutations
(substitutions /insertions /délétions) qui affectent chacun des sites (positions) de la séquence,
ex : la parcimonie (Benhamdi, 2020).

1.2.3.3.Criteres  d'évaluation des methodes d'inférence d'arbres
phylogénétiques

Plusieurs criteres de qualité sont utilisés:

« Efficacité (complexité asymptotique, espace mémoire).

« Puissance (bonne utilisation des données sans perte d'information).

 Consistance (convergence vers une méme solution avec des données différentes et méme
structure du probleme).

» Robustesse (bons résultats en dépit de la violation du modéle initial choisi).

 Falsifiabilité (possibilitt de reconnaitre quand les résultats de la méthode sont
inappropriés)(Huelsenbeck, 1995 ; Moretetal., 2002).

1.2.4. Le role de la bio-informatique

L’¢laboration de technologies a haut débit serait inutile si I’on ne disposait pas des capacités
d’analyse des données biologiques en croissance exponentielle. Ces données doivent se
stocker dans des bases de données électroniques associées a des logiciels spécialement congus
pour la mise a jour, I'interrogation et I’extraction. Les informations doivent étre facilement
accessibles et flexibles aux interrogations pour faciliter 1’extraction des informations pouvant
étre analysées pour éclaircir les voies métaboliques et le r6le des protéines et des genes
impligués. La bio-informatique est fondamentale pour associer les informations provenant de
sources différentes et générer une connaissance nouvelle a partir de données existantes. Elle
dispose également des potentialités pour simuler la structure, la fonction et la dynamique des
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systémes moléculaires et est donc utile pour la formulation des hypothéses et pour la conduite
du travail expérimental (Rischkowsky et al., 2008).

1.3.Stockage de données biologiques
I.3.1.Banques des données

Les fichiers contenant I'information biologique sous la forme de séquences est I'élément
central autour duquel les banques de données se sont constituées a l'origine.
On peut distinguer :

+ Les bases de données généralistes : Elles correspondent a une collecte des données
la plus exhaustive possible et qui offrent un ensemble plutét hétérogéne
d'informations.

+ Les bases de données spécialisées : Elles correspondent a des données plus
homogenes établies autour d'une thématique et qui offrent une valeur ajoutée.

Il existe un grand nombre de bases de données d'intérét biologique. Le panorama de ces
milliers de bases de données biologiques nécessite cependant un préalable qui s'appuie sur
une forme de "sagesse" :

e La maintenance et la mise a jour actives de bases de données biologiques publiques
sur le Web demandent beaucoup temps et sont colteuses.

Sans soutien institutionnel ou plan de viabilité financiére, la plupart des bases de
données créées en tant que résultats de projets de recherche meurent ou sont archivées
dans un délai de 10 a 15 ans (Benalioua B., 2011).

1.3.1.1.Les bases de données généralistes

Les bases de données généralistes sont indispensables a la communauté scientifique car elles

regroupent des données et des résultats essentiels dont certains ne sont plus reproduits dans la

littérature scientifique.

e NCBI "National Center for Biotechnology Information”
o EBI "EuropeanBioinformatics Institute "
e Uniprot
o PDB "Protein Data Bank™
Dans le cadre de l'analyse des séquences, par exemple, le fait que la majorité des séquences

connues soit réunie en un seul ensemble est un élément fondamental pour la recherche de

13
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similitudes avec une nouvelle séquence. D'autre part, la grande diversité d'organismes qui y
est représentée permet d'aborder des analyses de type évolutif.
La principale mission des bases de données généralistes est de rendre publiques les séquences
et tout autre type d'information. Cette notion de mise a la disposition du public a été capitale
dans le cas par exemple de la diffusion des résultats de '’humain. On y trouve également de
I'information qui accompagne les sequences (annotations, bibliographie, ...) et une expertise
biologique directement liées aux séquences traitées (Benalioua, 2011 ).
Faiblesses des banques généralistes

+ Hétérogénéité dans la nature des séquences :

ADN nucléaire ou mitochondrial, ARN (t,r, m, ....), g¢énome.

# Variabilité de I’état des connaissances :
Caractérisation biologique beaucoup plus lente que le séquencage.

+« Erreurs dans les séquences :

Liées a l'origine du fragment, a la technologie, a la méthodologie.

+ Biais d’échantillonnage :
Desespéces. Desgenes. Redondance des données.
Pour cela il ya le besoin de création de banques spécialisées (Corre, 2013).
1.3.1.2.Les bases de données spécialisées
Pour des besoins spécifiques liés a lactivité d'un groupe de personnes, ou encore par
compilations bibliographiques, de nombreuses bases de données spécifiques ont été créées au
sein des laboratoires. Certaines sont inconnues ou mal connues et attendent qu'on les exploite
davantage.Les bases de données spécialisées sont d'intérét divers et la masse des données qu'elles

contiennent peut varier d'une base a une autre. Ces bases correspondent a des améliorations ou a des
regroupements par rapport aux données issues des bases généralistes (Jaspard,2021).

Exemples de bases de données spécialisées :

-Late Embryoge nesisAbundantProteinsdatabase LEAPdb(HunaultetJaspard,2010): Cette
base de données contient un grand nombre d'informations sur les protéines LEA impliqués
dans la tolérance a de nombreux stress, notamment la déshydratation et le froid. Pour I'instant,

on les a mises en évidence principalement chez les plantes.



http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/BIOINFORMATIQUE/3Python/4ScriptsviaWEB/3EUTILSFORM/EutilsPython.html
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-Small HeatShockProteinsdatabase SHSPdb (JaspardetHunault,2016) : Cette base de
données contient un grand nombre d'informations structurales sur les protéines de choc
thermique de faible masse molaire.

-RESIDdatabase : Base de données sur les acides aminés peu fréquents (sous-partie de la
base de données PIR) (Jaspard,2021).

1.3.2.Les logiciels utilisésdansphylogénie

La phylogénie moléculaire a pour but de reconstruire les relations de parenté entre des
séquences de nucléotides ou d’acides aminés. On peut ainsi étudier les relations de parenté
entre les espéces qui les portent mais, aussi, I’évolution du génome. En particulier, pour
chaque famille multigénique, on peut déterminer I’importance relative des événements de
duplications et de transferts horizontaux de génes. La fiabilité des méthodes de reconstruction
phylogénétique repose sur la compréhension des mécanismes d’évolution des séquences, un
domaine qui a beaucoup progressé ces derniéres années. Cela a abouti a une vision sans cesse
plus correcte de I’arbre universel du vivant. L’étude des contraintes fonctionnelles agissant
sur les protéines bénéficie de ces avancées. En particulier, la détection, dans une protéine, des
positions qui sont soumises a une sélection darwinienne est devenue assez performante,
permettant de prédire les substitutions a I'origine d’un changement de fonction et donc de
guider les études expérimentales. Dans cette section, nous allons décrire quelques grandes

catégories de logiciels utilisés pour les analyses phylogénétiques (Philippe et al.,2002).

1.3.2.1. Logiciels de nettoyage
Il existe des logiciels de nettoyage de I'alignement, leurs travail ¢’est d'éliminer les régions
divergentes ou peu informatives, parmi ces logiciels :
o Sequencher: Assemblés et alignés plusieurs séquences d'ADN contigles
relativement courtes afin de créer des séquences plus longues.
Bio Edit : Pour des études moléculaires de différents organismes tels que des génomes
de virus (Ron etal., 2005 ; Chenet al.,2006).

1.3.2.2.Logiciels d’alignement
Un alignement de deux séquences (appelé souvent ‘Alignement deux a deux’) est une mise en

correspondance entre les residus avec une possible insertion des espaces (gaps) afin
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d’obtenirdes séquences de longueur égales. Toutes les correspondances sont autorisées a
condition que P’ordre des résidus soit respecte.
Trois situations sont possibles pour une position donnée de I’alignement :
1 Les caractéres sont les mémes :ldentité.
1 Les caractéres ne sont pas les mémes : Substitution

71 L’une des positions estun gap (espace) : Insertion/Dé étion.

Parmi les logiciels qui font I'alignement on a :Blast,Clustal W et Exonerate(Yaeghobi, 2017).

1.3.3. Les méthodes d’analyses phylogenetique
1.3.3.1. La méthode UPGMA (Unweighted Pair Group MethodwithArithmeticMean) :

Est une méthode dite de distance, c'est-a-dire une méthode basé sur les similarités entre paires
de séquences. Elle a vite été délaissée au profit de sa cousine (NJ) qui est plus adaptée aux

études phylogéniques moléculaires (Yoann, 2012).

1.3.3.2.La méthode du NeighbourJoining (NeighborJoining- NJ) : C'est aussi une
méthode de distance, elle a l'avantage d'étre vraiment rapide. En général, elle est utilisée pour

faire des arbres de plusieurs milliers de séquences (Yoann, 2012).

1.3.3.3.La méthode du maximum de vraisemblance(Maximum Likelihood- ML) :
C'est une méthode dite de caractere(s), elle repose sur un ou plusieurs caractéres a étudier. Il
s'agit dune méthode probabiliste qui nécessite un modeéle d’évolution. Le choix de ce modele
est crucial pour la qualit¢ de I’arbre obtenu. On dit qu'il convient de l'utiliser a partir du
moment ou le nombre de caracteres analysés est supérieur a la moitié du nombre de séquences
analysées, sinon la reconstruction est considérée comme incorrecte. Elle est souvent décrite
comme étant la meilleure méthode, c'est-a-dire la plus efficace pour trouver l'arbre le plus
proche de la réalité. Son désavantage se situe au niveau des temps de calculs qui sont
extrémement longs, il est arrivé d'avoir des jobs tournant sur le cluster pendant plusieurs

semaines pour des fichiers contenant plusieurs centaines de séquences (Yoann, 2012).

1.3.3.4.La méthode du maximum de parcimonie (Maximum Parcimony) : Elle est
tres appréciée car rapide en temps de calcul, mais pas aussi précise que sa cousine (ML).
Comme souvent donc, on gagne du temps de calcul mais on perd de la précision.

+ D'autres méthodes apparaissent régulierement comme celles basées sur de

l'apprentissage artificiel (via un réseau de neurones comme ici ou la par exemple) ou
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encore de I'inférence Bayésienne comme dans le logiciel MrBayes qui est trés utilisé.
Néanmoins, les méthodes principalement utilisées restent la NJ et la ML (YYoann.,
2012).
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Cette étude est realisée au niveau du laboratoire de génétique des populations et
biologie de conservation des populations animales de I’Université des Sciences et de la
Technologie Houari Boumediene (USTHB) d’Alger.

Ce mémoire reposant sur I’inventaire et traitement par des outils de bioinformatique
des génes identifiés chez le coronavirus, exprimés cliniquement par un syndrome de détresse
respiratoire aiglie (SDRA) ; dans ce chapitre, nous présenterons quelques fonctions des

logiciels utilisés dans notre travail.

11.1. Diagnostique de SARS Cov 2
La RT-PCR est la technique de référence pour le diagnostic de COVID-19, mais en
parallele de la RT-PCR ils existent d’autres techniques, de diagnostic rapide qui sont :
> Tests immunologiques ou tests sérologiques : Les tests immunologiques permettent
de mesurer les anticorps (IgM et IgG circulants) de patients atteints de SARS Cov 2.
On distingue les tests dit tests ELISA et les tests immunochromatographiques. Ces
derniers incluent les tests rapides de détection d’anticorps et les tests rapides de
détection d’antigene (Gala etal., 2020).
Les tests rapides immunochromatographiques sur bandelette de nitrocellulose
(aussi appelés communément « Lateral Flow Assay » ou « LFA ») : Ce sont des
tests rapides qui permettent d’établir un diagnostic en quelques minutes (moins de 15
minutes). Une réaction chimique, enzymatique ou immunologique fait apparaitre une
coloration particuliére permettant d’ interpréter immédiatement le résultat (Gala et al.,
2020).
Les tests rapides de détection des antigenes du virus SARS Cov2 : Ce test «
COVID-19 Ag Respi-Strip diagnostic assay » est un test immunochromatographique
développé pour la détection rapide de I’antigene Cov 2 du SRAS sur un échantillon
nasopharyngé. 1l a été mis au point pour identifier les patients Cov 19 positifs (Gala
etal., 2020).
Les scanners thoraciques : C’est un examen d'imagerie pulmonaire pour les patients
présentant des signes de mauvaise tolérance respiratoire (Hoppe not, 2020).
La figure 7 suivante représente les principaux outils de diagnostiques et thérapeutiques de
SARS Cov2.
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Figure 7 : Approches diagnostiques et thérapeutiques de Covid19 (Mahalaxmi et al., 2020).

Selon la formation nationale sur le COVID-19 organisée par le ministere de la santé, de la
population et de la réforme hospitaliére direction de la formation le 29 avril 2021 sur ZOOM
présenté par : Dr. BENOUAR Salem maitre assistante. Laboratoire central CHU BLIDA ; Pr.
ABDI Samia professeur en biochimie, médecin chef laboratoire CHU BLIDA ; Mme
Khadidja. AOUES inspectrice INFSPM BLIDA ; Dr AZIl. Ourida maitre assistante en
Biochimie EPHTPAZA, que nous avons suivi; I’Algérie applique des protocoles sanitaires
tres strictes dans les laboratoires de diagnostic de COVID-19 ; les figures 8 et 9 indiquent le
matériel utilisé et I’équipement de la protection individuelle (Aoues, 2020). Ainsi I’Algerie
applique des techniques de diagnostic bien étudiées entre autre la technique de la RT-PCR ou
elle adapte dans le protocole de la techniqgue comme marquer moléculaire ou géne cible de
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diagnostic de SARS Cov 2 des génes bien étudiés qui sont les génes : N, E, et le RDRP (une

partie de ORFlab).
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Figure 8 : Equipement de laboratoire de biologie moléculaire utilisé pour I'analyse de RT-
PCR de SARS Cov 2 (Aoues, 2020).

7N
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Figure 9 : Equipement de protection individuelle dans laboratoire d’analyse de SARS Cov 2
(Aoues, 2020).
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D’aprés Plac et al. (2020) et Jawerth (2020) les étapes d’analyse de SARS Cov 2 par RT
PCR sont

(@)

Prélevements d’un échantillon sur les parties du corps ou le virus responsable de la
Cov 19 s’accumule, comme le nez ou la gorge.

Traitement d’échantillon avec plusieurs solutions chimiques pour le débarrasser de
certaines substances, notamment les protéines et les graisses, et extraire unique ment
’ARN qu’il contient.

L’ARN est alors converti en ADN, lors de la transcription inverse, grice a une enzyme
spécifique.

L’ajout de courts fragments d’ADN complémentaires de certaines séquences de
I’ADN viral transcrit. Si le virus est présent dans I’échantillon, ces fragments
s’attachent aux séquences d’ADN viral cibles. Certains des fragments d’ADN ajoutés
servent uniquement a construire de nouveaux brins d’ADN lors de I'amplification,
tandis que les autres servent aussi au marquage des brins qui permettront de détecter le
virus.

Le mélange est ensuite placé dans un appareil de RT-PCR, ou il est chauffé et refroidi
suivant des cycles qui déclenchent des réactions chimiques permettant d’obtenir de

nouvelles copies, identiques, des séquences d’ADN viral cibles.

Les cycles se répétent de nombreuses fois pour continuer a copier ces séquences. A

chaque cycle, la quantité double.

Fixation des marqueurs sur les brins d’ADN et émettent une fluorescence qui est
mesurée par I’ordinateur de I'appareil. Les résultats s’affichent en temps réel a ’écran.
Lorsque le niveau de fluorescence dépasse un certain seuil, la présence du virus est

confirmée.

Les séquences obtenues par différents laboratoires de différents pays vont étre étudiées et

classées par des chercheurs scientifiques puis soumis dans des banques de donnés

moléculaires entre autre la GenBank afin de faciliter les recherches scientifiques.

11.2. Extraction des données

Nous avons choisi la GenBank pour I’extraction des donnés.

La GenBank est une base de donnéesde I’ADN, comprenant toutes les séquences

de nucléotides publiqguement disponibles et leur traduction en protéines. Cette base de

données américaine en libre acces, a été créée aucentre national pour [l'information

biotechnologique (NCBI) dans le cadre de la collaboration internationale sur le séquencage
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des nucléotides (INSDC selon le sigle anglais). La GenBank se construit soit par des dépots
directs en provenance de laboratoires, soit des dépots en masse des centres de séquencage a
grande échelle (Bensonetal., 2008).

Toutes les séquences de SARS Cov 2 étudiées dans ce travail ont été téléchargées a partir de
la GenBank, nous passons par plusieurs étapes distinctes :

1. Construire P'URL suivant : https //www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/

2. Choisir recherche par taxonomie sur la source NCBI.
3. Ecrire le nom de notre genre « SARS Cov 2 » (Figure 10).
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Figure 10: Les étapes initiales pour récupérer les séquences de la GenBank.

4. En entrant sur Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (Figure 11) puis sur le

nombre de nucléotides (+de 498,626) dans le tableau, comme présenté dans la figure 12,

nous obtenons toutes les séquences étudiées par différents laboratoires de différents pays ; la

figure 13 présente quelques résultats de ces séquences, montrés par des fleches.
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Nucleotide (493 625 ] Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 iselate Wuhan-Hu-1, complete genome:

29,903 bp linear RNA
Sequence length - PR . 4

Custom range...

Taxonomy:

Release date See more
Custom range...

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 iselate S1200040-SP orf1ab polyprotein, RARP
region, (orf1ab) gene. parial cds

29

Revision date Recent activity

Custom range...

51 1799706760

| Q, txid2697049[Crganism:noexp] (438626)
Clear all L Nucleotide

Figure 13 :Exemple des résultats nucléotidiques de SARS Cov 2 obtenue par la GenBank.
5. Nous avons eu toutes les informations sur notre génome (laboratoire, pays, journal, les
auteurs ... et tous les génes étudies) pour chaque résultat.

6. Les séquences de chaque résultat ont été téléchargées sous forme FASTA a partir de la
"GenBank" (Figure 14).

FASTA ~ Send to: -

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-1, complete
genome

GenBank: MNS08947 .3

GenBank Graphics

>MNO@8947.3:28274-29533 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-
1, complete genome

ATGTCTGATAATGGACCCCAAAATCAGC GAAATGCACCCCGCATTACGTTTGGTGEACCCTCAGATTCAL
CTGGECAGTAACCAGAATGGAGAACGCAGTEEEGECGCEATCAAAACAACGTCGGCCCCAAGGTTTACCCAA
TAATACTGCGTCTTGETTCACCGCTCTCACTCAACATGECAAGGAAGACCTTAAATTCCCTCGAGGACAL
GECGETTCCAATTAACACCAATAGCAGT CCAGATGACCAAATTGGCTACTACCGAAGAGC TACCAGACGAA
TTCETGGETGETEACGETARAATGALAGATCTCAGT CCAAGATGETATTTCTACTACCTAGGAACTGGGIC
AGAAGCTGEGACTTCCCTATGGTGCTAACAAAGACGECATCATATGGGETTGCAACTGAGGGAGCCTTGAAT
ACACCAARAGAT CACATTEECACCCGCAATCCTECTAAMCAATGCTGCAATCETGCTACAACTTCCT CAAG
GAACAACATTGCCAAAAGGCTTCTACGCAGAAGEEAGCAGAGGCGGCAGTCAAGCCTCTTCTCGTTCCTC
ATCACGTAGTCGCAACAGTTCAAGAAATTCAACTCCAGGCAGCAGTAGEGGEAACTTCTCCTGLTAGAATS
GCTGEECAATGECGETEATGCTGCTCTTGCT TTGCTGCTGCTTGACAGATTGAACCAGCT TGAGAGCAAAA
TETCTGGETALAGGC CAAC AACAACAAGGCCAAACTGTCACTAAGAAATCTGCTGCTGAGGCTTCTAAGAR
GLCTCaGCAARAACGTACTECCACTAAAGCATACAATETAACACAAGCTTTCGGCAGACGTGETCCAGAR
CAAACCCAAGGAAATTTTEEGGEACCAGGALCTAAT CAGACAAGGAACTGAT TACAALACATTGECCGCAAL
TTGCACAATTTECCCCCAGCAC T TCAGCGT TCTTCGEAATATCGCGCATTGECATAGEAAGTCACACCTTC
GEEAACGTEETTGACCTACACAGGTGCCATCAAATTGEATGACAAAGAT CCAAATTTCAAAGATCAAGTC
ATTTTGCTOAATAAGCATATTGACGCATACAAAACAT TCCCACCAACAGAGCCTAAAAAGGACAAAAAGA
AGAAGGCTEATGAAACTCAAGCCTTACCGCAGAGACAGAAGAAACAGCAAACTGETGACTCTTCTTCCTGL
TOCAGATTTGGATGAT TTCTCCAAACAATTOCAACAATCCATGAGCAGTGL TGACTCAACTCAGGLCTAA

Figure 14 : Exemple d’une séquence nucléotidique sous format FASTA dans la GenBank.
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11.3. Traitement des séquences de la GenBank

Il existe plusieurs programmes informatiques pour traiter les séquences, certains sont téléchargés
et d’autres en ligne. Les logiciels qui sont utilisés dans notre travail sont : FaBox, MEGA,
DnaSP, DnBA, DAMBE, NetWork.

11.3.1. FaBox

FaBox est un ensemble de services Web simples et intuitifs, il permet de faciliter la conversion
des séquences vers la forme FASTA.
La conversion des séquences vers la forme FASTA passe par plusieurs étapes :
1. Construire 'URL : https://users-birc.au.dk/palle/php/fabox/ pour obtenir la page principale de
FABOX (Figure 15).

Welcome to FaBox (1.5) - an online fasta sequence toolbox [EAQ]. &)Y ¥,

NV,

HTTP:iiwwa birc. au. dk/fabox

pltter)  Simple and fast way of extraction the headers from fasta files - and optionally split sach hesder info fields based on 2 chosen character word.
Simple and &t way of extracting headers, editthem and reapplying fhem without worrying ahort the sequence fself
Somte prograums do rot ke the Sy headars in fasta files and you have to live with short, unige vares - that ar really nor-deseriptive. Here you can replace headars back and forth by submitting old and nevw headers - which yor 1 ypically kesp in a excel

Simpls and fast way of extracting some saquences from a larz sequance set. based on a kst of headers or fuzzy matching
i £ removing some sequences fro nce set, based on a list of hasders or fuzzy matehing
2t of fasta sequences ence
“our dataset into two sefs by 2 header keyword. Ttwill split into ssts WITH and WITHOUT the given header keyword (ke Females'males’, population] jpopulztion?’)
0 aligrments, sequence by sequence. It will join alizument 1 sequance | with aligument 2, saquence 1 and 5o on.... (sez exampls)
- saquence. It simply removes the bowndary areas that ars full of zaps
Extracts all the varizble from zn zliznment
serand converter  Wall collzpse 3 set of sequencas nto haplotypes and output som simple statistics and formatted input files for Arlequin

—Data comversi

Strp branch lenaths axd bootsitap valves SOM v oy 3 pevick trae and craate thres versions: the crisinal branch Jensths cnkv and topology oxly (for ASR in parm),

Will formt your fsta sequences and creste a camect imput file for PAML (it 2 plylip formet with some modifi
set into tabular format. It's posaibl
s) Wil format v 2quances and craate a correct input fil
Will format your quences and create 2 mizrate file callad 'infile’. The

Will format your DNA sequences and create a MrBayes file, with datz and

serand converter  Will collapse a set of ssquences it haplotypes and outpst som sineple statstcs and Sormeated inprt fles or Arlequin

Saquence £
Random DNA sequesce senarator Genarates a specifisd mazwber of random DINA sequences of siven length and exact buse composition (will lso senerate sequences of varying lensth)

\-"«fﬂchar\aﬁur&au
I

Figure 15 : La page principale du programme FaBok.

2. Télécharger le fichier puis cliquer sur (submit) pour le convertir (Figure 16).



https://users-birc.au.dk/palle/php/fabox/
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HCV sequence database

s —

e database updated and the tools rur

Format Converter

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

Input
faste your sequences here

[Sample Input]

Or upload your file: ’IEHOIﬁIruHHEH\EI "Rucun TenIer chorr I
Setect input fomat

Select output format (&

Options

Output line width () 50 characters '3
Enforce sequence name uniqueness &/ [ |
Convert Genbank to GFF3 (&) [

Replace IUPAC codes with Ns &) [

I

Figure 16 : Conversion des sequences en forme FASTA par I'utilisation de FaBox.

11.3.2. Le programme Adn Fasta format-MEGA v1.0

Au milieu de notre travail et avec le traitement des milliers de sequences, nous avons constaté
que FaBox prend beaucoup de temps, donc nous avons pensé a inventer un nouveau
programme pour accélérer notre travail. Avec l'aide d’un informaticien nous avons créé le
programme Adn Fasta format-MEGA _v1.0 qui marche selon les étapes suivantes :

1. L'utilisateur télécharge toutes les séquences des genes sous forme FASTA a partir de la
GenBank.

2. Puis. Il crée un nouveau document texte dans le bureau renommé (adn) et il transfert toutes
les formes FASTA dans ce document.

3. Apres avoir cliqué 2 fois sur le programme, ce dernier va automatique ment supprimer toutes
les interlignes et les espaces entre les bases et crée un nouveaux document texte nommé

(r_adn) sur le bureau qui contient tous les résultats.

11.3.3. MEGA

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) est utilis€é pour procéder a I’analyse
phylogénétique, et pour obtenir a la fin les arbres phylogéenétique, cela apres le passage par

différentes étapes :

La figure 17 représente la barre d outils de MEGA 11 (La derniére version).
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i Open a File/Session..
Concatenate Sequence Alignments
L Construct/Test Maximum Likefihood Tree..

: % Co Neighbor-Joning
[ﬁﬂpcn?atav £ Compute Painvise c %% Construct/Test Neighbor-Joining T

B Save Data Session to File.. ka Compute Overall Mean Distance...

" Explore Active Data

TE Construct/Test Minimum-Evolution Tree..

[Test UPGMATr L Infer Anc quences (ML)
B Select Genetic Code Toble.. Compute Within Group Mean Distance < Constrct/Test UPGHA Tree.. L Infer Ancetral Sequences (ML

WP Construct/Test Maximum Parsimony Tree{s) WP Infer Ancestral Sequences (Parsimony) =
el R R 1€ Estimate Gamma Parameter for Site Rates (ML)..

+ Select Genes and Domains.. jeen Group Mean Distance..
g Select Taxa and Groups.. Between Group Mean Distances | | Open Tree Session £P (Evolutionary Probability) imate Position-by-Position Rates (ML).. Gy Diagnose Mutationls)

T
N A 4 \ ~ NS A

g 3 K il 0) (+
=

om MODELS  DISTANCE RLOGENT USRTREE  ANCESTOS SELETON WS a DisEASE
Id Alignment &2 Find Best DNA/Protein Models (ML).. Compute Mean Diversity Within Subpopulations | inL Analyze User Tree by Maximum Lieibood | | B Codon-based Z-test of Selection Compute Timetree ¥ | @) RelMime-ML
it/View Sequencer Files (Trace)... Disparity Index Test of Pattem Heter ty Compute Mean Diversity in Entire Population . Analyze User Tree by Least Squares Codon-based Fisher's Exact Test of Selection ‘ Tajima’s Relative Rate Test L_ RefTime-0LS
= = C 2 Mean Interpopulation Diversi A User Tre y T . ula (ML) m gt
W Open Saved Alignment Session.. (&%) Estimate Substitution Matrix (L).. Compute Mean Interpopulation Diversity : Analyze User Tree by Parsimony B Tjimas Testof Newaity olecular Clock (ML ReiTime-Branch Lengths
et T i LIS Compute Coefficient of Differentiatior Find Gene Duplications at v P
@ Show Web Browser (B st i rartesin B - Compute Site Cover EP (Evolutionary Probabiity) e @ RIDT-RelTime-ML
> % _ Compute Site Coverage P Conrest (ML) . RIDT-RefTime-0LS
¢, Query Databanks Compute MCL Substitution Matrix oy
- < [ Edit/Draw Tree ) onTest (Branch Lengths) TDT-RefTime-Branch Le
[5) Do BLAST Search Compute MCL Transiton/Transversion Bias [4 it Tee Manualy = RIDT-Reime Branch Lengths

& Display Newick Trees
Compute Pattem Disparity Index

Compute Composition Distances 5 Open Tree Session

I8 Compute Amino Acid Compesition
8 Compute Nudeotide Compositon
B Compute Codon Usage Bizs

Figure 17 : Barre d’outils de MEGA 11.

1. Insérer les séquences nucléotidiques (Figure 18).

MI1: Alignment Explarer (Crece fasta)
Data  Edit  Sesrch  Algnment  Web  Sequencer  Display

(=B ENETelri «0OXDx bjap @2 g

DNA Sequences | Translated Protein Sequences| Lfiael v blank sequence (cui-

Species/Abbry
1. Cov Bangladesh
2. Cov Brezi

3. Cov Greque
4.Cov Chine 4

5. Cov Chine 3
6.Cov Chine 2

7. Cov Chine 1

8. Cov Chil

9. Cov Almagne
10. Sequence 10

b

Selected genetic code: Standard

Figure 18 : L’ajout des séquences nucléotidiques sur logiciel MEGA 11.
2. Cliquer sur (W) puis sur (Align DNA) (Figure 19) pour faire ’alignement des séquences
par Clustal W.
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] M11: Alignment Explorer (g - mas ==
Data  Edit  Search Web  Sequencer  Display  Help

(=l EmE(F)e|r i «OXBxa& +Har @aaa

DNA Sequences | Translated Protein Align DNA

Species/Abbrv Align Codons
1. Cov Bangladesh

2. Cov lsrael

3. Cov fran

4.Cov inde

5. Cov France

6. Cov Finlande

7. Cov Espagne

8. Cov Egypte

9. Cov Greque

10. Cov Chine 4
11. Cov Chine 3
12. Cov Chine 2
13. Cov Chine 1
14. Cow Chil

15. Cov Brezi clic
16. Cov Vietnam c
17. Cov USA 4 E E

18.Cov USA 3

c|
19. Cov USA 2 E E I c] E B E lc]

22, Cov Taiwan 2

23. Cov Taiwan1

24. Cov Suede

25. Cov Coree

26. Cov Srilanka <] E c
27. Cov Serbie

28. Cov Perou . c] l E circ) . I c|
29, Cow Pays bas cheTcacTcEecTachATSC
cl c E <l 3-0

31. Cov Nepal
Ul

|
20. Cov USA1 E E E E
21, Cov Toneaue E E E E E c| E c| E

sitez 1 < @ ® Selected genetic code: Standard

Figure 19 : L alignement multiple des séquences nucléotidiques par le programme ClustalW.
3. Appuyez sur (Phylogeny) puis (Construct/Test UPGMA Tree...) (Figure 20) afin de

choisir la méthode de construction de I'arbre phylogénétique.

File Analysis Help

p, | TA % Iy
NS W NS v,

ALIGN DATA MODELS DISTANCE DIVERSITY . o CLOCKS DISEASE
inL. Construct/Test Maximum Likelihood Tree...

%3 Construct/Test Meighbor-Joining Tree..,
. Construct/Test Minimum-Evolution Tree...

I_ Construct/Test UPGMA Tree...
MP Construct/Test Maximum Parsimeny Tree(s)

m Open Tree Session

INIS 15 8 UEVELMHIVIEN | TEIE3SE WNICN 1S INTENTED SOIENY TOT TESTING, DATAMONKEY
Please DO NOT use results generated in publications,
This release expires on: juin, 2021,
While testing, please click the 'Submit Feedback' link below to report bugs
and provide feedback regarding this version of MEGA

Submit Test Feedback

RECENT PUBLICATIONS

e ®m » B @ @ v © ]‘x’[

HELP DOCS EXAMPLES  CITATION REPORT BUG UPDATES MEGA LINKS TOOLBAR PREFERENCES PROTOTYPE

Figure 20 : La méthode UPGMA utilisée pour la construction de I’arbre phylogénétique.
4. L ajustement des paramétres comme indiqué sur la figure 21. Dans notre cas nous avons
utilisé la méthode UPGMA, basée sur les similarités entre paires de séquences (Yoann, 2012)

avec un Bootstrap de 1000.
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Phylogeny FReconstruction

O ption
AMNALYSIS
Scope —— ALl Selected Taxa

Statistical Method = LR GEAA

PHYLOGENY TEST

Test of Phylogeny — Bootstrg =] rreith Dr:."l

Mo, of Bootstrap Replications — OO

SUBSTITUTHOMN MODEL

Substitutions Type — Mucleotide

PModel/Method = I Kirmurg Z-pargrmeter model I

Substitutions to Include = I o Tronsitions + Tronswersions I

FRATES AND PATTERMS

Rates among Sites — Uniforrm Rotes

Pattern among Lineages — Same (Homogeneows)
DATA SUBSET TO USE

Gaps/Missing Data Treatment — Complete deletion
Select Codon Positions 3 [FF] 1st ] 2nd [FF] 3rd Noncodir‘lg Sites

SYSTEM RESOURCE USAGE
Mumber of Threads

Figure 21 : Les paramétres utilises pour la reconstruction phylogénétique.

11.3.4. DnaSP

Une fois lalignement des sequences terminé, nous passons a la détermination et la

vérification de la composition nucléotidique par les haplotypes et cela a I’aide de logiciel
DnaSP v6.12.03 (Figure 22).
DNA Séquence Polymorphism Analysis of Large Data Sets (DnaSP) est un outil de

bioinformatique congu pour l'analyse compléete de variation des données de séquence d’ADN.
Le programme permet la caractérisation detaillée des niveaux et des modéles de séquence
d'ADN. La version 6 incorpore de nouvelles capacités particulierement adapté, DnaSP 6
implémente:

1) Des modules pour lire et analyser des données a partir de méthodes de partitionnement
génomique.

2) Des méthodes plus rapides évolutives pour les données de séquencage a haut débit.

3) Des statistiques récapitulatives pour l'analyse de données sur la génétique des populations
multi-locus (RO ZAS et al., 2021).
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Figure 22 : Barre d’outils de DnaSP vo6.
Dans le travail avec logiciel de DnaSP nous avons suivi les étapes :
1. Ouvrir un nouveau fichier DATA pour insérer une séguence nuc léotidique sous forme
FASTA.
2. Cliquer sur (Generate) puis sur (haplotype data Fil...) comme indiqué sur la figure 23.

3. Enregistrer les résultats sur des fichiers Nexus ou de données de Roehl.

Generate I
Concatenate Data Files...
Shuttle to: DNA Slider...
ms (Dick Hudson) Data File Format...
Filtered Positions Data File...
Polymorphic/Variable Sites Data File...
Haplotype Data File...

Translate to Protein Data File...

Reverse Complement Data File...

Prepare Submission for EMBL /¥ GenBank Database...

Haplotype/DNA Sequences Data File. Options

Data Set !»\II Included Sequences (n = 39) -~
Region to Analyze Invariable Sites ..

= Remov
From site 1 to [ 7 B e

~ Included

Sites with gaps/missing Generate
NEXUS Haplotype Data File

* Not considered

¢ Considered ¢ Asieguin Haplotype List

7 Only gaps/missing are considered * =" Roehl Dat= File (Network software)

Cancel I | OK

Figure 23 : Interface utilisateur de DnaSP V6.
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11.3.5. DNA Basis Analysis (DnBA)

A Taide d’un informaticien, nous avons créé le programme DnBA ( DNA Basis Analysis)
qui renforce et facilite notre travail et pour ajouter plus d’informations annexés au logiciel
DAMBE par le calcul des pourcentages des bases azotiques (A, T, C, G) et (G-C)/(G+C),
(A-T)/(A+T) et donnant les intervalles des pourcentages des bases, ainsi que le min et le
max de (G-C)/(G+C) et (A-T)/(A+T). Les étapes pour travailler avec ce programme
sont :

1. Ouvrir un fichier texte dans le bureau contenant les séquences d’ADN nommé (a).
2. Cliquer 2 fois sur le programme DnBA. Les résultats seront trouvés dans le bureau sous

forme d’un document texte nomme (r).

11.3.6. DAMBE

DAMBE (Data Analysis in Molecular Biology and Evolution) (Figure 24) est un
programme d’informatique utilisé pour l'analyse descriptive et comparative des données
moléculaires. Cest un logiciel intégré pour la conversion, la manipulation, la description
statistique et graphique, et pour l'analyse des données de séquences nucléotidiques (Evans et
al., 2001).

B8 Data Analysis in Molecular Biology and Evolution
Edit
Editting Sequences
Undo
Cut
Copy
Copy to Excel
Copy N rightmost cols to EXCEL
Paste
Paste test only
Select All
Find
Wildcard Find (GTI77AG, GT"AG)
Find Next

Find All

Get Complementary Sequences
Tools
To Xuhua Xia's Home Page

Delete/Keep GenBank LOCUS in file

Figure 24 : Barre d’outils du programme DAMBE v7.3.2.

L'utilisation de ce logiciel se fait selon les étapes suivantes:
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1. Insérer une séquence nucléotidique (sous forme FASTA) cliquer sur (File) puis (Open

standard séquence file).

2. Concernant le tableau d informations de la séquence, choisir (Non-protein Nuc.Seq) puis
cliquer sur (Go).

3. A la fin cliquer sur Genomics ===>> Nucleotide Skew ====>>Go Pour obtenir les

résultats sous forme de graphes et de statistiques (Figure 25).

Genomics aphics Tools Help ¥ Cenomic GC Skew
Nucleotide Skew
e Type of nuclectide: skew

i : |GC & AT skew
Gene location analysis
Extract gene info Choose [highlight] a sequence below:

Get LOCUS info USal

Extract homologues usaz
) Kenya
Analyzing SUTR Usaz

[ Circular genome

‘window size [bp) 10
Step length [bpl: 5

Window size

" Fixed

e by GC skew
7 by AT skew

> axis

e Mid-window ¢ window start

Figure 25 : L’étape d’obtention des résultats statistiques et graphiques de CG /AT.
4. Obtenir des résultats statistiques et graphiques de CG /AT.

11.3.7. NetWork

Le logiciel Network est utilisé pour reconstruire les réseaux phylogénétiques, et déduire les
types ancestraux et les types potentiels, les ramifications et les variantes évolutives, et pour
estimer les datations. Le réseau génere des arbres et des réseaux évolutionnaires a partir de
données genétiques, linguistiques et autres. Le réseau peut alors fournir des estimations d'age

pour n'importe quel ancétre de l'arbre (HusonetBryant., 2012).

Nous avons travaillé avec le logiciel NetWork Version 10.2.0.0 (Figure 26), une version trés

récente utilisée dans les recherches sur SARS Cov2 ; par exemple permettant aux utilisateurs

de créer plus facilement des fichiers rdf SARS Cov 2 (Forster et Forster, 2020).
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Welcome. Proceed to Data Entry, and
select "Manual' to create a quick ftest file.

This versioi i8Shareware. Map copyright 2005 The Living Earth
-
B

Figure 26 : La page d’accueil de Network v10.2.0.0.

Pour obtenir les différents réseaux de NetWork, nous avons appliqué 2 méthodes, une
se base sur les haplotypes et l'autre se base sur les différentes séquences d’ADN
directement.
11.3.7.1. Méthode 1 base sur les haplotypes :

1. Afind'ouvrir un fichier de données rdf pour les calculs de  MJ NetWork nous avons suivi

les étapes présentés dans la figure 27.

’, Network 10.2

Data Entry  Calculate Network  Draw network Time estimates Tools About  Exit

— Optional Pre-Processing > l!

Network Calculations > Reduced Median Ctrl+R
Ctrl+)

Optional Post-Processing 7 Median Joini
' Median Joining

File Parameters Calculate network Help Exit
Open
Exit

Welcome. Proceed to Data Entry, and
select "Manual' to create a quick test file.

us Technology Ltd. ALl rights reserved.

This version is shamm} Map copyright 2005,The Living Earth

Figure 27 : Ouverture du fichier de données de rdf pour le calcul de MJ NetWork.

2. Cliguer sur (Calculate network) puis enregistrer le fichier sous forme out (Figure 28).
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Data Entry Calculate Network Draw network Time estimates  Tools About  Exit

M1 Median Joining

File Parameters Calculate network Help Exit
Calculation results

NETWORK 10.2.0.0 | [l

s Calculating feasible links

T Number of feasible links
» Resultats DnaSP 6 he

Looking for feasible combinations
Organiser v Nouveau dossier = )

o e = - Number of feasible combinations
¢ Favoris it i 5
I Bureau || Gene N.out
£ Emplacements |_| Gene ORF 8.0ut
& Téléchargemer, | Gene ORF10.out

Number of generated median vectors

& Number of sequences
31/05/2021 15:10

4 Bibliothéques
5] Documents
| Images
@ Musique
B Vidéos

1% Ordinateur

& Disquelocal (C _ - "

PRSP MO )cer<\ CLIENT\Desktop\ Resultats DnaSP 6\G ine ORE 3] @l logy Ltd. All rights reserved.

Type: [Network output files (*.out) - |

ht 2005 The Earth

N
4 Cacher les dossiers ') [ Enregistrer ] [ Annuler ]

Figure 28 : Enregistrement d’un fichier de calcul MJ sous forme out.
3. Cliquer sur Draw network et entrer le fichier précédemment enregistré, pour obtenir le

réseau haplotypique, puis I'enregistrer sous forme (fdi) (Figure 29).

NETWORK 10.2.0.0

Help

Navigation [V Display parameters
Screen shiftinterval (pixels)

T - [T Nodes proportional to frequencies
Left Right | 39 @ = PIoE: a
Down

Sl [T Display only torso
("] Display mutated position
["] Display mutated position lines
[] Display node names
Font size: 8

Node size: Min. 8 (& Max 50 &

[¥] show median vectors
[¥] Display median vector names

Node size (pixels) 6 &

Figure 29 : Les dernieres étapes de reconstruction du réseau haplotypique.
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11.3.7.2. Méthode 2 basée sur les séquences directement :
Nous avons utilisé le programme FAS to RDF Conversion pour transformer les fichiers de
forme FASTA en forme RDF
1. Transformer les fichiers MEGA en forme FASTA
2. Construire 'URL suivante : http://fas2rdf. herokuapp.com/
Insérer en ligne le fichier FASTA dans le programme FAS to RDF Conversion

présenté dans la figure 30 puis cliquer sur Convert to RDF

@ FAS to RDF Conversion Too!

& > C A Nonsécurisé | fas2rdf.herokuapp.com

£8S;to RDF Conversion

It's all about networks. Of the software that I have used to build networks from genetic data, the program
“Network” has proven the easiest to use and the most intuitive. Unfortunately, Netwerk only recegnises files in a
format known as "RDF”, and I haven't been able to find any software that generates this format.

Fortunately, my other half is a programmer. Enter the FAS to RDF converter. Simply select your FAS file (the basic
no-frills text format generated by GenBank, BioEdit, and a number of other programs). The converter will generate
an RDF file with the same name. Then you can import it into Network, and go nuts.

Happy networking!
-Kate

P.S. For ease of error-checking, the converter only recognises nucleotide and binary data, not translated amino acid
sequences.

1. Pick a valid FAS file to convert:
Choisir un fichier ERIMERELEEY

2. Click:

Convert To RDF

Copyright 2010 Michael Pearson & Kate Naughton. Source code available at a github near you.

Figure 30 : Page d’accueil en ligne de programme FAS to RDF Conversion.

3. Apres le téléchargement du fichier rdf par ce programme, nous avons suivi les étapes de la

meéthode 1 pour avoir a la fin le réseau.



http://fas2rdf.herokuapp.com/

Résultats et Discussion Chapitre 111

Les résultats que nous avons obtenu se basent sur la comparaison des séquences d’ADN des
génes de SARS Cov 2 analysés dans différents laboratoires a travers plusieurs pays dans le
monde, publiés sur la GenBank; le traitement des séquences par des logiciels de
bioinformatique nous a permis de construire les arbres et les réseaux phylogénétiques ainsi
que la détermination les positions des mutations sur les genes analyses. En méme temps avoir

la composition nucléotidique de chaque gene grace a des analyses statistiques.
111.1. Résultats
111.1.1. Genbank

Nous avons pris 12 génes de la GenBank de génome de SARS Cov2 (Taille de génome ente
29.8kb et 29.9kb) présentés dans le tableau V ; c’est les genes les plus étudiés par différents
laboratoires dans 45 pays au monde qui sont soit des genes structurales: M (669pb), N
(908ph), S (3822pb), E (228pb) ou bien des genes fonctionnels: ORF1ab (21290pb), ORF3a
(828ph), ORF7a (366pb), ORF7b (132ph), ORF6 (186pb), ORF8 (193pb), ORF10 (117pb),
ORFal (12142pb) (Rozhgar et al., 2020 ; Sekulic et al., 2020).

Tableau V : Quelques exemples des pays qui ont fait des études analytique des genes de
SARS Cov 2.

Génes Tailles Pays

Chine, USA, Espagne, Israél, Népal, Corée, Brésil, Iran, Taiwan,
Vietnam, Finlande, Pakistan, Pérou, France, Japon, Bangladesh,
ORF1lab | [21100pb- | Allemagne, Turquie, Serbie, Gréce, Italie, Egypte, Tunisie, Inde,
21400pb] | Pays Bas, Suede, Chili, Sri Lanka, Kazakhstan .

Chine, USA, Kenya, Espagne, Colombie, Corée, Brésil, Taiwan,
Vietnam, Finlande, Pakistan, Pérou, France, Japon, Bangladesh,
[3800pb- | Tcheque, Allemagne, Turquie, Serbie, Gréce, Italie, Iran ,Suéde, Sri
3900pb] Lanka, Kazakhstan, Pays bas, Chili, Egypte, Tunisie, Inde.

Chine, USA, Kenya, Espagne, Israél, Colombie, Corée, Breésil,
Taiwan, Vietnam, Finlande, Pérou, France, Bangladesh, Tcheque,

Allemagne, Serbie, Gréce, ltalie, Egypte, Tunisie, Inde, Suede,
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900pD]

Iran, Sri Lanka, Kazakhstan, Pays bas, Chili.

Chine, USA, Kenya, Espagne, Israél, Colombie, Corée, Brésil,
Taiwan, Vietnam, Finlande, Pakistan, Pérou, France, Japon,
Bangladesh, Tcheque, Allemagne, Turquie, Serbie, Suéde Italie,

Egypte, Tunisie, Inde.

Chine, USA, Kenya, Espagne, lIsraél, Colombie, Corée, Brésil,
Taiwan, Vietnam, Finlande, Pakistan, Pérou, France, Japon,
Bangladesh, Tcheque, Allemagne, Turquie, Serbie, Grece, Iran ,Sri
Lanka, Kazakhstan, Pays bas, Chili, Suede, Italie, Egypte, Tunisie,
Inde.

Chine, USA, Kenya, Espagne, Israél, Colombie, Corée, Brésil,
Taiwan, Vietnam, Finlande, Pakistan, Pérou, France, Japon,
Bangladesh, Tcheque, Allemagne, Turquie, Serbie, Gréce, ltalie,

Egypte, Tunisie, Inde.

Chine, USA, , Espagne, Israél, Colombie, Corée, Brésil, Taiwan,
Vietnam, Finlande, Pakistan, Pérou, France, Japon, Bangladesh,
Tcheque, Allemagne, Turquie, Serbie, Gréce, Italie, Iran ,Sri Lanka,

Kazakhstan, Pays Bas, Chili, Suede ,Egypte, Tunisie, Inde.

Chine, USA, Espagne, lIsraél, Finlande, Pakistan, Pérou, France,

Japon, Bangladesh, Tcheque, Allemagne, Turquie, Serbie, Grece,

Iran, Sri Lanka ,Kazakhstan, Pays bas, Chili, Egypte, Tunisie.

Chine, USA, Espagne, Israél, Colombie, Corée, Brésil, Taiwan,
Vietnam, Finlande, Pakistan, Pérou, France, Japon, Bangladesh,
Tcheque, Allemagne, Turquie, Serbie, Grece, Iran, Sri Lanka,

Kazakhstan, Pays bas, Chili Italie, Egypte, Tunisie, Inde, Suede.

[1000pb-
1500pb]

Chine, USA, Kenya, Espagne, Israél, Colombie, Corée, Brésil,
Taiwan, Vietnam, Finlande, Pakistan, Pérou, France, Japon,
Bangladesh, Tcheque, Allemagne, Turquie, Serbie, Grece, Inde,
Italie, Egypte, Tunisie. Iran, Sri Lanka, Kazakhstan, Pays Bas,
Chili, Suéde.

Chine, USA, Kenya, Espagne, lIsraél, Colombie, Corée, Brésil,
Taiwan, Vietnam, Finlande, Pakistan, Pérou, France, Japon,

Bangladesh, Tcheque, Allemagne, Turquie, Serbie, Gréce, lItalie,
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[90pb- Egypte, Tunisie, Inde, Iran, Sri Lanka, Kazakhstan, Pays bas, Chili,

140pb] Suede.
[13100- Pakistan, Pérou
13400]

I11.1.2. Résultats de FaBox
Les séquences gque nous avons utiliseé dans les différents logiciels devaient étre sous la forme

FASTA, pour cela nous avons utilisé le FaBox afin de convertir les séquences vers cette

forme. La figure suivante (31) représente un exemple de résultat de FaBox.

HCV sequence database

rs Please note that the HCY database site is no long

nually curated sither.

Format Converter

Figure 31 :Un exemple de forme FASTA obtenue par FaBox.

I11.1.3.Résultats de programme Adn Fasta format-MEGA v1.0

Ce programme nous donne directement la forme FASTA alignée sans espaces entre les bases

et les lignes. La figure 32 montre le résultat que nous a donné ce programme.
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o ®

Ordinateur uTorrent

Fichier Edition Format Affichage 7

>Cov USA 1 -
ATGATTGAACTTTCATTAATTGACTTCTATTTGTGCT T TTTAGCCTTTCTGCTATTCCTTGT TTTAATTATGCTTATTATCTTTTGGTTC TCACTTGAACTGCAAGA,
>Cov USA 2
ATGATTGAACTTTCATTAATTGACTTCTATTTGTGCT T TTTAGCCTTTCTGCTATTCCTTGT TTTAATTATGCTTATTATCTTTTGGTTC TCACTTGAACTGCAAGA,
>Cov USA 3

) I ;‘CI'ZX‘I‘CI"G-I;\E:T:I[T(A‘ITAA‘ITGA(‘I‘I'CTA‘I‘ITGTGCI‘I‘I‘ITAG(C‘I‘ITCTG(TA‘ITC(‘ITG‘I‘I‘ITA.MTATG(‘I‘[ATI’ATCTI‘ITGEﬁ(TCN:‘ITGA.A(TG(AAGA
;'(rgXTE'éR:g'rIET(AﬁAAﬁGALI TCTATTTGTGCNTTTTAGCC TTTCTGCTATTCCTTGTTTTAATTATGC TTATTATC TTTTGGTTC TCACTTGAACTGCAAGA,
;‘CI'EG)X‘I‘IIJ'EQA‘("_:‘IT(A‘ITAA‘ITGA(‘I‘I'(TA‘I‘ITGTG(‘I‘I‘I‘ITAG(C‘I‘ITCTG(TA‘ITC(‘ITG‘I‘I‘ITAA‘ITATGC‘I‘[A‘I‘I’ATCTI‘ITGG‘IT(TCP(‘ITGAA(TG(AAGA 3

§ ;‘(erééz\:ETrrcAﬁAAﬁGAu TCTATTTGTGCT TT T TAGCCTTTCTGCTATTCCTTG T T TTAATTATGC TTATTATCTTTTGGTTC TCAC TTGAACTGCAAGA
;FI'[G)X'I‘T';E;E'T'?'?(A‘ITAA‘ITGACI‘I'(TA‘I‘ITGTG('I‘I‘I‘ITAG(CI‘ITCTG(TA‘ITC(1TG‘I‘I'ITAA1TATGCT[A1TATCTI‘ITGG1T(TCM'ITGAA(TG(AAGA
;‘(FEXTTiéA;ét#CAﬁAAﬁGAu TCTATTTGTGCT TT T TAGCCTTTCTGCTATTCCTTGTT T TAATTATGC TTATTATCTTTTGGTTC TCACTTGAACTGCAAGA,
;FrEXTlF(EL:(Trr(ATrAAﬁGA(ﬁ(TATrrGTG(TrrrrAG(CTrr(TG(TATr((ﬁGTrrrAAﬁATGCTrAﬁATCITrrGGﬁ(TCA(ﬁGAA(TG(AAGA
ATGA'I'I'GAA('T'ITCATI’AATI’GALI TCTATTTGTGCTTTTTAGCCTTTCTGCTATTCCTTGT TTTAATTATGCTTATTATCTTTTGGTTCTCACTTGAACTGCAAGA
;'(I'le‘f'gmm(A‘ITAA‘ITGACI‘I'(TA‘I‘ITGTGCI‘I‘I‘ITAGCCI‘ITCTG[TA‘ITC('ITG‘I‘I'ITAA‘ITATGCT[A‘I‘I’ATCTI‘ITGG‘IT(TCP('ITGAA(TG[AAGA
>Cov Bangladech

T

ATGATTGAACTTTCATTAATTGACTTCTATTTGTGCTTTTTAGCCTTTCTGCTATTCCTTGT TTTAATTATGCTTATTATCTTTTGGTTC TCACTTGAACTGCAAGA
>Cov Turguie
ATGATTGAAC TTTCATTAATTGACTTCTATTTGTGCTTTTTAGCCTTTCTGCTATTCC TTGTTTTAATTATGCTTATTATCTTTTGGTTC TCAC TTGAACTGCAAGA

Figure 32 : Résultat du programme Adn Fasta format-MEGA v1.0.
111.1.4. MEGA

Nous avons obtenu différents arbres phylogénétiques par MEGA, le tableau VI résume les
résultats des arbres phylogénétiques des génes de SARS Cov2.

Tableau VI : Résumé des résultats des arbres phylogénétiques obtenus par MEGA des genes
de SARS Cov2.

ORFlab
S
ORF3a
E
M

P W N N O O O O W w w
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Apres I'analyse de tous les arbres phylogenetiques nous avons remarque qu'il y a deux types

d’arbres. 1* type plus compliqué et riche en ramifications (exemple présenté dans la figure

33); 2tme type pauvre en ramifications (exemple présenté dans la figure 34). La totalité des

arbres son représentés dans 1’annexe.

Cov Chine 5
Cov Chine 3
Cov Finlande
Cov Colombie
Cov Taiwan 1
Cov ltalie

Cov Chine 2
Cov Vietnam
Cov USA S5
Cov Egypte
Cov Allemagne

Cov Iran

Cov Taiwan 2

Cov Bresil

Cov Pakistan
Cov Chine 4
Cov Chine 1
Cov Tchequie

Cov Kenya

Cov Grece

Cov France 2
Cov Bangladesh
Cov Turquie
Cov France 1
Cov Perou

Cov Serbie

Cov Pays bas
Cov Chili

Cov Kazakhstan
Cov Espagne
Cov Coree

Cov Suede

Cov Inde

Cov Israel

Cov Tunisie
Cov USA 4
Cov UsSA 2
Cov USA 1

]
' Cov USA 3
0.00040 0.00030 0.00020  0.00010 0.00000

Figure 33 : Arbre phylogénétique de géne ORF1lab de SARS Cov 2 construit a partir de 37
séquences, en utilisant la méthode UPGMA par logiciel MEGA.
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100 Cov Tunisie
100 Cov Inde
Cov Egypte
Cov Chili
Cov Pays bas
Cov Kazakhstan
Cov France 2
cov Srilanka
Cov Iran
Cov Suede
Cov Taiwan 2
Cov ltalie
Cov Greque
Cov serbie
Cov Turquie
Cov Almagne
Cov Tchequie
Cov Bangladesh
Cov Japon

Cov France 1
Cov Perou
Cov Pakistan

Cov Finlande

Cov Vietnam

Cov Taiwan 1

Cov Bresil

Cov Coree

Cov Colombie
Cov Chine 5
Cov Chine 4
Cov Isarel
Cov USA S
Cov Espagne
Cov Chine 3
Cov chine 2
Cov UsA 4

Cov Kenya
Cov USA 3
Cov UsA 2
Cov UsSA 1
Cov Chine 1

Figure 34 : Arbre phylogénétique de géne ORF 6 de SARS Cov 2 construit & partir de
41 séquences, en utilisant la méthode UPGMA par logiciel MEGA.

111.1.5.DnaSP

Les résultats de DnaSP des géenes étudiés de SARS Cov2, sont organisés soit par des

groupes sous forme des haplotypes avec une diversité haplotypique significative
positive qui sont les genes : ORFlab, ORF3a, ORFal, ORF10, N, ORF8, S, ORFT7a,
ORF7b représentés dans tableau VII (Exemple la figure 35 : le géne ORFl1ab) ou sous

forme d’un haplotype unique (h=1) et une diversité haplotypique égale a zéro (hd=0.000)
et cela dans les cas des genes E, M et ORF6 (Exemple la figure 36 : le gene E).
Tableau VII : Les résultats de DnaSP des génes de SARS Cov2.

Genes

Séquences
utilisées

Nombre
total de
sites

Nombre
de sites
variables

Nombre
d'haplotypes
(h)

Diversité
haplotypique
(Hd)

ORF1lab

37

21281

146

30

0.9790

ORF3a

41

21255

98

29

0.9778
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2 13218 1.000

39 117 0.1012
43 1260 0.7431
26 120 0,0769
37 3748 0.7867
26 120 0,0769
39 366 0,0513

3] Bel [2] B2
E| Output of: Gene ORFlab.fas EI@

Haplotype/DMNA Sequences Data File

Imput Data File: T\ NGene ORF1ab fas

Mumber of sequences: 36  Mumber of sequences used: 36

Selected region: 1-21291 Mumber of sites: 21251

Total number of sites {excluding sites with gaps / missing data): 21255

Sites with alignment gaps: not considered
Mumber of varable sites: 58

Haplotype Distrbution
Mumber of haplotypes. h: 25
Haplotype diversity, Hd: 0.5778

e

Hap_
Hap_2:
Hap_
Hap

[E50 8]

s

| 1
0 e =l en
JE Y

_13:1 [13]

T14:5 [142029 31 33]
~15:1 [15]

~16: 3 [16 18 36)

[32]
[34]
[35]

]
]

1

.

]

1
_23:1
.

]

]

.

]

1

e/DMNA Seguences Data File

Figure 35 : Nombre des haplotypes de géne ORF1lab calculé par le logiciel DnaSP.
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= [1] [Ec]

EE;I Output of: E.fas

Haplotype/DMNA Sequences Data File

Input Data File: C:.. “Fasta network Z:\Efas

Mumber of sequences: 43  MNumber of sequences used: 43
Selected region: 1-228 MNumber of sites: 228

Total number of sites (excluding sites with gaps / missing data): 228

Sites with alignment gaps: not considered
Mumber of varable sites: 0

Haplotype Distribution
Mumber of haplotypes, h: 1
Haplotype diversity, Hd: 0,.0000

Hap_1: 43 [1-43]

Hap_1: 43 [Perou Pakistan France Japon Bangladech Tchegue Turquie Almagne Serbie Keneya USAT LISA
LSA3 Chinel USA4 Espagne Chine2 Chine3 IUSAS Coree Colombie Chined Chineb Israel Pakistan2 Finlande
Vietnam Taiwanl Brazil Iran Suede Taiwan ltalie PerouZ Chile Paysbas Kazakhstan France Serilanka Egypte
Tunisie Inde kalie]

|Haplotype/DMNA Sequences Data File

Figure 36 : Nombre des haplotypes de géne E calculé par le logiciel DnaSP (haplotype
unique).
111.1.6.DnBA (DNA Bases Analyses)
Nous avons utilisé ce programme afin d’accélérer notre travail par le calcul des
pourcentages de : chaque base azotique (A, C, G, T), de (C-G/C+G), et de (A-T/A+T) ceci

pour chaque séquence étudiée ; en parallele il calcul I’intervalle général de chacune des bases
(A, T, C, G), et les Min et Max valeurs de (C-G/C+G), (A-T/A+T) pour chaque gene étudié
de SARS Cov 2. Nous avons obtenu deux types de résultats :

e Les séquences des genes E, M, ORF6, avec des pourcentages de : (A, T, C, G), (C-

GIC+G) et de (A-T/A+T) identique pour toutes les sequences étudiees du méme géene
obtenu de différents pays, par exemple le résultat représenté dans la figure 37 pour le
gene E.

Les séquences des genes S, N, ORFlab, ORF3a, ORF7a, ORF7b, ORF10, ORF8,
ORF1la avec de différents pourcentages de : (A, T, C, G), (C-G/C+G) et de (A-T/A+T)
pour toutes les séquences étudiées du méme géne obtenu de différents pays ; la figure

38 un exemple de ce genre de résultat (géne S).
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Concernant les resultats des autres genes nous les avons presentes dans I'annexe.

EE no
Fichier Edition Format
Perou:

Pakistan:

France:

™ ™
L737% LG . . |EA77§A+T§| . = . | EETENE |
: ! 1s. ¥ 40.351% = J034 ! -o0. ?
. B . H . (A-T/A+T) . B . Total:
737, Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:
Total:

apon:
Bangladech:

pakistan2:

Finlande:

Paysbas:
Kazakhstan:

"?2.‘t?ff.‘t?ff.‘t?ffE?fﬁ?f?ﬁ?fﬁ?f?ﬁ?f.‘f?f.‘f?f.‘t?fE?E?E
nnmnnmnnmnnmnnmnnnnnmnnmnnnnnmnnmnnmnnmnan]

min (G-C/C+G . avec 43 pays: Perou,Pakistan,France,Japon,Bangladech,Tcheque,Turquie,Almagne,serbie,Keneya,USAL,USA,USA3 |
max (G-C/C+G| . avec 43 pays: Perou,Pakistan,France,Japon,Bangladech,Tcheque,Turquie,Almagne,serbie,Keneya,usal,usa,usa3 |
% avec 43 pays: Perou,Pakistan,France,Japon,Bangladech,Tcheque,Turquie,Almagne,Serbie,Keneya, USAL,USA, USA3 )

avec 43 pays: Perou,Pakistan,France,Japon,Bangladech,Tcheque,Turquie,Almagne,serbie,Keneya,USAL,USA,USA3 |

i

Figure 37 : Analyse des bases azotiques des séquences de gene E par DnBA.
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Figure 38: Analyse des bases azotiques des séquences de gene S par DnBA.
111.1.7. DAMBE

Sachant que DAMBE est un logiciel spécialisé dans les calculs et les statistiques

moléculaire et en se basant sur les résultats de logiciel précédant (DnBA), qui nous a

permis de choisir les genes les plus variables qui sont : S, N, ORFlab et ORF3a ; nous
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avons applique le Togiciel DAMBE sur ces quatre genes ; les resultats de ce logiciel sont

présentés sous 3 formes quisont :

1. Les sequences identiques de chaque géne. La figure 39 est un exemple du géne

ORF1lab.

2. Calculs pour chaque gene (S, N, ORFlab, ORF3a) : (G-C)/(G+C), (A-T)/(A+T),
AT skews (la somme (A-T)/(A+T)) et CG skews (la somme, (G-C)/(G+C)) ; le
tableau VIII présente le CG et le AT skews pour les quatre genes étudiés. La
figure 40 montre un exemple des tableaux donnés par DAMBE.

La forme graphique de CG et AT skews pour les génes S, N, ORF3a, ORFlab ;
un exemple de graphe de CG et de AT skews de séquence de Vietnam de gene

ORFlab présenté dans la figure 41.
Tableau VIII : Les variations globales AT et CG Skew des géenes S, N, ORF3a et

ORFlab de SARS Cov 2.
Calculs Global CG Global AT
Skews Skews
Genes Moins variable Plus variable Moins variable Plus variable
(Min) (Max) (Min) (Max)
ORFlab Bresil USAl USA3 Espagne

AT/ CG Skews 0,06083 0,06226 -0,03573 -0,03469
S USA4 USA3 USA3 Suede

AT/ CG Skews -0,01474 -0,01193 -0,06255 -0,06010
ORF3a Coree Srilanka Tcheque Srilanka
AT/ CG Skews -0,06748 -0,06098 -0,10359 -0,10000
N USA3 Turquie USA?2 Espagne

AT/ CG Skews -0,06937 -0,05565 0,19940 0,20540
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Figure 39 : Résultats DAMBE, les séquences Figure 40 : Les analyses statistiques d’une
de paires identiques de géne ORFlab de séquence de géne d’ORFl1ab par logiciel

SARS Cov 2. DAMBE.
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Figure 41 : Lavariation de GC et AT skews de gene ORF1lab (séquence de Vietnam) obtenu
par logiciel DAMBE.

Concernant les résultats de DAMBE pour les séquences des génes ORFlab, N, S, ORF3a
présentés dans le tableau VIII, sont dans I'annexe figures : 46, 47,51, 52, 56, 57, 59, 60.

111.1.8. NetWork
Vu l’intérét des haplotypes qui traduit les différentes séquences nous avons appliqué

deux méthodes pour construire les réseaux phylogénétiques des genes de SARS Cov2.
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Résultats et Discussion

111.1.8.1. Résultats de la methode 1:
C’est une méthode basée sur les haplotypes, nous avons utilisé les résultats de DnaSP

pour obtenir les réseaux haplo-typiques des genes de SARS Cov2, les résultats sont:
1. Différents réseaux d’haplotypes pour les genes N, ORFlab (figure 42), ORF3a,

ORF10, S.
2. Haplotype unique pour les genes E, M et ORF6 donc pas de réseaux haplotypique.

3. Pas de réseaux pour les genes ORF7a, ORFal, ORF7b et ORF8 car ils contiennent

moins de 3 séquences différentes.

- ]

{)g,r'.‘:::

x
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-

Figure 42: Réseau phylogénétique des séquences de Gene ORFlab de SARS Cov2,
reconstruit par logiciel NetWork a partir de 37 séquence, représentés par des cercles colorés,
chaque couleur représente un pays.

111.1.8.2. Résultats de la méthode 2:
Cette méthode se base sur les différentes séquences directement, nous avons utilisé la

forme FASTA (résultat de MEGA) qui donne les séquences de différents pays de chaque

géne de SARS Cov2. Les résultats obtenus par cette méthode sont :
1. Les genes E, M, ORF6, ORF7b, ORF8, ORF7a, ORFal contiennent moins de

3 séquences différentes donc pas de réseaux.
2. De différents réseaux pour les genes ORFlab (Figure 42), N, S, ORF10,

ORF3a.
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Figure 43: Réseau phylogénétique de séquences de Gene ORFlab de SARS Cov2,
reconstruit par NetWork a partir de 37 séquences, représentees par des cercles colorés,
chaque couleur représente un pays.

Nous avons présenté les résultats des autres génes dans I’annexe.

111.2.Discussion

111.2.1.Comparaison général entre les logiciels utilisés

MEGA 11, DnaSP 6,

DnBA, DAMBE et Network 10 (avec 2 méthodes), nous avons remarqué que les génes

Apres I'analyse des génes de SARS Cov 2 par les logiciels :

étudiés sont divisés en 3 groupes :

Premierement les genes les plus variables qui sont le géne S, N, ORFlab et ORF3a

représenté par des arbres phylogénétiques donnés par la méthode UPGM riche en
ramifications (les figures 33, 44, 48, 53), selon Mercatelli et Giorgi (2020) ces génes font
partie des genes les plus susceptibles de mutations, en paralléle les réseaux phylogénétiques
de ces genes construits par logiciel Network représentés dans les figures 43, 45,49, 54
dans lesquels on voit des cercles soit avec couleurs uniques jaune qui présentent une
seule séquence, ou par des cercles avec plusieurs couleurs ce qui traduit I'inclusion de
plusieurs séquences, ces cercles sont les neeuds dans les arbres phylogénétiques qui se
lient entre eux avec des branches qui représentent les distances génétiques (mutations)
entre eux, ce qui est défini dans les travaux de Rasmont (1997), Gattolliat (2002) et
Schmidt (2003) ou ils ont appelé la relation entre deux nceuds par branche. Les branches

peuvent étre évaluées, c'est-a-dire que I’'on peut leur associer une mesure (une distance, une

48
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“quantité d’évolution, un nombre de mutations). Cette distance qui exprime la présence des

mutations est traduite par la détection de plusieurs haplotypes pour le méme géne ce qui
est défini par une diversité haplotypique (Hd) que nous pouvons détecter grace a
plusieurs logiciels entre autre le DnaSp (Andersonet Karel, 2011).

Deuxiemement les genes les moins variable qui sont le gene ORF8, ORF10, ORF7a,
ORFla et ORF7b avec une diversité haplotypique (Hd) calculé par DnaSp 6 entre 0,0513

et 0.1012 par rapport aux genes les plus variable qui ont une diversité haplotypique entre
0.7431 et 0.9790 ; Xia (2001) explique que cette diversité haplotypique élevé di au taux
élevé des mutations de type transition ou transversion ; en paralléle Roy et al. (2020) ont
trouvé que les génes de SARS Cov 2 subissent des transitions et transversions ce qui explique
leurs diversité haplotypique.

Troisiemement les genes non variés qui sont le gene M, E et ORF6, toutes les séquences

qui représentent chaque géne sont identique, pour cela ils ne présentent pas une diversité
haplotypique (Hd = 0) car ils ont un haplotype unique exprimé par des arbres phylogénétiques
simple avec des distances génétiques identique (Figures 34, 71, 72). Comme les genes moins
variables, les genes non variables ne présentent pas des réseaux haplotypique Network parce
qu’ils contiennent moins de 3 séquences différentes sauf le géne ORF10 qui présente un
réseau phylogénétique Network (Figure 62), ce que nous avons remarqué dans son arbre
phylogénetique (Figure 61) qui contient 3 branches donc 3 différentes sequences.

Pour le géne ORFal nous n’avons trouvé sur la Genbank que 2 séquences, ces sequences ont
donné une diversité haplotypique élevée (1.000) car elles sont différentes entre elles ; a cause
de ce faible nombre de séquences nous n’avons pas pu construire pour ce geéne I’arbre
phylogéneétique et le réseau Network.

A Tl'aide du programme DnBA, nous avons comparé les % des bases A, T, C et G pour les
différentes séquences obtenues de différents pays, nous avons remarqué que les résultats
(Figures 38, 50, 55, 58) pour les genes S, N, ORF3a et ORFlab qui subissent des mutations,
exposent des pourcentages différents des bases ce qui concorde avec les travaux de Xia
(2013), Xia et Xie (2001) qui expliquent que les variations de A, T, C et G signifie qu’ il y a
des mutations. En méme temps DnBA nous a calculé (A-T/A+T) et (A-G/A+G) des
séguences de chaque gene et cela nous a facilité le travail avec le logiciel DAMBE afin de
construire directement les graphes des séquences les plus et les moins variables.

Sachant que GC skew positif représente la richesse de G sur C et le GC skew négatif
représente la richesse de C sur G (Tillier et Collins., 2000), les resultats graphiques de
DAMBE pour les valeurs minimales de AT skew (globale A-T/A+T) et de CG shew (globale

49
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‘C-G/C+G) ainsi que les valeurs maximales de AT skew (globale A-T/A+T) et de CG shew
(globale C-G/C+G) indique que pour les genes les plus variables quisont : le gene S présenté
dans les figures 46, 47 est riche en cytosine par rapport a la guanine et en thymine par rapport
a ladénine ; en parallele les graphes présentés dans les figures 56, 57 pour le gene N, ily a
une richesse de la cytosine sur la guanine et de l'adénine sur la thymine. En méme temps les
figures 51, 52 de gene ORF3a montre aussi qu’il y a une richesse de la cytosine sur la guanine
et de la thymine sur l'adénine. Alors que pour les graphes dans les figures 59, 60 de géne
ORFlab, nous avons remarqué qu’il y a une richesse de la guanine sur la cytosine et de
I’adénine sur la thymine. Pour les genes les moins variable ORF6, ORF10, ORF7a et ORF7b
représentés dans les figures 63, 65, 67, 70 respectivement nous avons remarqué que les
pourcentages de A, T, C, G sont proches entre eux. Dans les figures 37, 73, 74 qui
représentent les genes E, M, ORF6 qui sont les génes non variés, les pourcentages des bases
azotique A, T, C, G sont identiques pour toutes leurs séquences. Koyama et al. (2020) ont
prouvé que les variations de C, G, A et T signifient que la séquence a subit des transitions et
transversions c.a.d. des mutations chose qui nous a permis dans notre travail sur les génes qui
représentent des variations de déterminer des haplotypes. En parallele Graw et al. (2006) a
prouvé que plus 'ADN est riche en paires G/C plus 'ADN résiste a la dénaturation par
Paugmentation de la température, le taux de G+C d’une molécule d’ADN est la fréquence
relative, exprimé généralement en pourcentage. Les segments d’ADN composés de plusieurs
bases G-C sont plus stables que les séquences composées de plusieurs bases A-T, donc les
génes qui ont un taux de CG éleve subissent moins de mutation que les autres car ils sont plus

CONServes.

I11.2.2.Comparaison entre les séquences de SARS Cov 2 de différents

pays
D’apres Wang et al. (2021) le coronavirus 2019 (COVID-19) a été signalé a Wuhan,

dans la province chinoise du Hubei au début de 2020. L'agent pathogene de COVID-19 a été
isolé et identifié comme un nouveau coronavirus le 7 janvier 2020, et a ensuite été nommé par
le comité international de classification des virus comme le coronavirus 2 du syndrome
respiratoire aigu sévere (SARS Cov 2) ; selon Awadasseid et al.. (2021) la chine a utilisé le
géne S pour confirmer la nature de ce virus qui a causé une pandémie mondiale au cours des
2 derniers années.

Aprés 'analyse des résultats obtenus, nous avons constaté que les séquences de la Chine

dans les arbres phylogénétiques des genes : S (Figure 44), ORF3a (Figure 48), N (Figure 53),
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"ORFlab (Figure 33), ORF8 (Figure 64), ORF7b (Figure 66), ORF7a (Figure), et ORF10

(Figure 61), sont dans les mémes branches avec d’autres pays, ce qui est expliqué par la
similitude entre les séquences, et qu’ils ont subi les mémes mutations, par exemple nous
avons dans l'arbre phylogénétique de géne S, la séquence de la Chine et la séquence de
Pakistan sont dans la méme branche, méme dans le réseau phylogénétique de gene N (Figure
45) se trouvent dans le méme cercle, chose qui a été expliqué par Umair et al. (2021) ou il a
trouvé que la séquence de Pakistan est une séquence de variant B.1.1.7 qui présente une
mutation au niveau du gene N. Nous avons aussi la séquence de Pérou pour le géne S se
trouvant dans la méme branche avec la ségquence chinoise, et c’est ce que Aguilar-Gamboa
et al. (2021) ainsi que Manuel et al. (2021) ont trouvé dans leurs travaux ou ils ont prouvé
que la séquence de Pérou appartient a la lignée B.1.1.1 qui a subi une mutation dans le gene
S.
Gong et al. (2020), montrent qu’il y a une délétion de 382 nucléotides dans le cadre de
lecture ouvert 8 (ORF 8) qui a été trouvée dans une souche taiwanaise isolée d'un patient le 4
février 2020 qui avait des antécédents de voyage a Wuhan, ce que nous avons constaté dans
I’arbre de génes ORF8, ou les séquences de Taiwan 1, Taiwan 2, Chine 3, Chine 5 et Chine 1
sont dans la méme branche .

D’apreés les arbres des génes N, ORF3a, ORF8 et ORF10 représentés dans les figures 53,

48, 64 et 61 respectivement, nous avons constaté que la Chine et la Colombie sont localisées

dans la méme branche pour chaque gene, chose qui a été prouvé par Chu et al. (2021) qui a
montré que la quatriéme vague épidémique de Cov 19 a Hong Kong a été introduite a partir
de Colombie, par un voyageur de Colombie a Hong Kong.

L’arbre phylogenétique de gene S montre qu’il y a une liaison entre la séquence de Japon et
celle du Brésil, cette liaison a été expliquée par Fujino et al (2021) qui ont trouvé que la
mutation de S a été signalée au Japon, chez des personnes de retour du Brésil.

Pour revenir aux figures des arbres phylogénétiques des génes S, N, nous remarquons que la
Serbie prend des positions différentes, donc les génes de la souche Serbienne sont souvent
changés, selon Miljanovicl et al. (2021) 148 mutations différentes ont été détectées en
Serbie, la majorité touchent quatre genes : ORFlab, N, S et ORFS8.

Dans les arbres phylogénétiques des génes S, géne N, géne ORF3a, géne ORF8, gene ORF7b
et géne ORF7a, nous trouvons que la position de la Tunisie est plus proche de 'Egypte, donc
ont la méme nature de souche, ce résultat confirme les travaux de Laamarti et al. (2020) qui
a trouveé que toutes les souches de SARS Cov 2 d'Afrique du Nord portant la mutation D614G

localisée sur géne S.
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La comparaison des sequences des Etats Unis (USA) dans tous les arbres phylogenétiques,

nous a permis de trouver que les positions de ces séquences dans les arbres et méme dans les

réseaux phylogénétiques pour chaque géne sont différentes, cela est expliqué dans les travaux

de Kaushal et al. (2020) qui a montré que la majorité des génes de 'USA accumulaient des

mutations.




Conclusion

La pandémie Covid 19, a commencé en décembre 2019 a Wuhan en Chine, et a depuis
touché de nombreux pays dans le monde, devenant une menace mondiale majeure. Le virus
SARS Cov 2, appartient a la famille Coronaviridae, sous-famille Orthocorona virine et au
genre Betacoronavirus ; composé d’un ARN de grande taille qui porte 29 981 bases codant
pour 9 860 acides aminés, conduisant a la production des protéines, utilise un récepteur
d'entrée cellulaire, I'enzyme de conversion de langiotensine 2 (ACE2). L’organisation
génomique de ce coronavirus est variable, il est composé par des génes structurales qui
sont les génes : S, M, E et N et les génes non structurales dits accessoires qui sont les genes :
ORFlab, ORF6, ORF3a, ORF8, ORF10, ORF7a, ORF7b, ORFal. Les analyses réalisées
dans ce travail ont été élaborées a I’aide de différents logiciels entre autres, MEGAL1 pour la
reconstruction de I'arbre phylogénétique, DnaSP6 pour la détermination des haplotypes,

Network pour avoir les réseaux, DAMBE et DnBA pour faire des calculs statistiques.

L’étude de la GenBank, nous a permis de classer 12 genes différents de SARS Cov 2 a travers
le monde qui sont : ORFlab, ORF3a, N, S, ORF8, ORF10, ORFla, ORF7a, ORF7b, ORF®6,
E, M ; les différents logiciels utilises (MEGA, DnaSP, NetWork, DnaBA, DAMBE) nous ont

permis de :

-Classer les génes en 3 catégories, la 1°" catégorie inclue les génes les plus variables qui

sont : ORFlab, ORF3a, N, S. La 2°™ catégorie concerne les génes les moins variables :
ORF8, ORF10, ORFla, ORF7a, ORF7b, et la 3"™° catégorie c’est pour les génes non variés :
ORF6, E, M.

-Les génes les plus et les moins variables (ORFl1ab, ORF3a, N, S, ORF8, ORF10, ORFla,
ORF7a, ORF7b) sont moins conservés, face aux transitions et transversions car ils

contiennent un taux de AT élevé par rapport aux taux de CG.

-La comparaison entre les sequences de différents pays, par I’étude des positions de ces pays
dans les arbres et les réseaux phylogénétiques, nous a prouvé que la souche de la Chine est a

I’origine de toutes les autres souches du monde.




-Les résultats obtenus par Dnasp 6, DnBA et DAMBE qui montrent les différentes mutations
qui touchent les génes de SARS Cov 2 traduisent et confirment les résultats de MEGALL et
Network qui donnent des présentations graphiques des résultats obtenus sous forme d’arbres

ou de réseaux phylogénétiques.

La propagation rapide de cette pandémie dans le monde est devenue une menace pour

["humanité, pour cela il y a un besoin urgent pour que les chercheurs s’unissent afin

d’avancer rapidement dans leurs recherches sur ce virus pour le stopper.
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Nous avons présenté dans cette partie pour chaque gene des 12 génes de Sars Cov 2 étudiés
(ORF1lab, S, N, ORF3a, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF10, ORFal, M, ORF®6, E) : 1. I’arbre
phylogénétique obtenu par MEGA, 2. le réseau phylogénétique de Network, 3. I’analyse
statistique de DnBA, 4. I'analyse graphique de DAMBE cela dans les mesures du possible.

1. Les genes les plus variables:

1.1. Gene S

Cov Kazakhstan
Cov Egypte

Cov Srilanka
Cov Suede

Cov Taiwan 2
Cov ltalie

Cov Pakistan
Cov Vietnam

Cov Taiwan 1
Cov Bresil
Cov Coree
Cov USA 5
Cov Espagne
Cov Chine 3
Cov Chine 2
Cov Chine 1
Cov Iran

Cov Finlande
Cov Allemagne

Cov Colombie
Cov Kenya
Cov Perou
Cov Chili

Cov Tchequie
Cov France

Cov Japon

Cov Bangladesh
Cov Turquie
Cov Serbie

Cov Grece

Cov Pays bas
Cov Inde

Cov USA 4

Cov Tunisie
Cov USA 3

—— CovUSA1
: : : : : : 98— Cov USA 2
0.00140 0.00120 0.00100 0.00080 0.00060 0.00040 0.00020 0.00000

Figure 44 : Arbre phylogénétique du géne S de SARS Cov 2 construit a partir de 37
séquences d’ADN, en utilisant la méthode UPGMA par logiciel MEGA.

> Les résultats de DnBA pour le géne S sont représentés dans le chapitre 111 figure 38.




Finlande

dmagre

Figure 45 : Réseau phylogéneétique de séquences de Gene S de SARS Cov 2, reconstruit par
le logiciel NetWork a partir de 37 séquences, représentées par des cercles colorés, chaque
couleur représente un pays.
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Figure 46 : Variations du GC skew de géne S réalisées par le logiciel DAMBE.
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Figure 47 : Variations du AT skew de gene S réalisées par le logiciel DAMBE.




1.2. Gene ORF3a
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Figure 48 : Arbre phylogénétique de géne ORF3a de SARS Cov 2 construit a partir de 41
séquences, en utilisant la méthode UPGMA par le logiciel MEGA.
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Figure 49 : Réseau phylogénétique de séquences de géne ORF3a de SARS Cov2, reconstruit
par le logiciel NetWork a partir de 41 séquences, représentées par des cercles colorés, chaque
couleur représente un pays.
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Figure 50: Analyse des bases azotiques des séquences de géne ORF3a par DnBA.
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Figure 51: Variations du GC skew de gene ORF3a réalisées par le logiciel DAMBE.
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Figure 52: Variations de AT skew de gene ORF3a réalisées par logiciel DAMBE.
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Figure 53 : Arbre phylogénétique de géne N de SARS Cov 2 construit a partir de 43
séquences, en utilisant la méthode UPGMA par logiciel MEGA.
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Figure 54 : Réseau phylogénétique de séquences de Gene N de SARS Cov2, reconstruit par
le logiciel NetWork a partir de 43 séquences, représentées par des cercles colorés, chaque
couleur représente un pays.
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Figure 55 : Analyse des bases azotiques des séquences de gene N par DnBA.

L~ Graph Tool - Graph Tool

File Edit Graph Statistics Help File Edit Graph Statistics Help

0.43

Window mid-point Window mid-point I
< [

A : Lavaleur minimale de CG skew d'une B : La valeur maximale de CG skew
séquence d'USA 2. d'une séquence d’Espagre.

Figure 56 : Variations du GC skew de géne N réalisées par le logiciel DAMBE.
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Figure 57: Variations du AT skew de géne N realisées par le logiciel DAMBE.
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Figure 58: Analyse des bases azotiques des séquences de gene ORFlab par DnBA.
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Figure 59 : Variations du GC skew de géne ORF1lab réalisées par le logiciel
DAMBE.
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Figure 60 : Variations du AT skew de gene ORF1lab réalisées par le logiciel DAMBE.

> Les résultats de MEGA et NetWork pour le géne ORFlab sont représentés

respectivement dans les figures 33, 42 dans le chapitre I11.




2. Les génes moins variables
2.1. Gene ORF10
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Figure 61 : Arbre phylogénétique de géne ORF10 de SARS Cov 2 construit a partir de 39
séquences, en utilisant la méthode UPGMA par le logiciel MEGA.
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Figure 62 : Réseau phylogénétique de séquences de Gene ORF10 de SARS Cov 2,
reconstruit par le logiciel NetWork a partir de 39 séquences, représentées par des cercles
colorés, chaque couleur représente un pays.
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Figure 63 : Analyse des bases azotiques des séquences de gene ORF10 par DnBA.
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Figure 64 : Arbre phylogénétique de géne ORF8 de SARS Cov 2 construit a partir de 37
séquences, en utilisant la méthode UPGMA par le logiciel MEGA.
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Figure 65 : Analyse des bases azotiques des séquences de gene ORF8 par DnBA.
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Figure 66 : Arbre phylogénétique de géne ORF7b de SARS Cov 2 construit a partir de 26
séquences, en utilisant la méthode UPGMA par le logiciel MEGA.
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Figure 67 : Analyse des bases azotiques des séquences de gene ORF7b par DnBA.
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Figure 68 : Analyse des bases azotiques des 2 séquences de gene ORFal par DnBA.
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Figure 69 : Arbre phylogénétique de géne ORF7a de SARS Cov 2 construit a partir de 39
séquences, en utilisant la méthode UPGMA par le logiciel MEGA.
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Figure 70 : Analyse des bases azotiques des séquences de géne ORF7a par DnBA.
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Figure 71 : Arbre phylogénétique de géne E de SARS Cov 2 construit a partir de 43
séquences, en utilisant la méthode UPGMA par le logiciel MEGA.

> Les résultats de DnBA pour le géne E sont présentés dans le chapitre Il figure 37.
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Figure 72 : Arbre phylogénétique de gene M de SARS Cov 2 construit & partir de 40
séquences, en utilisant la méthode UPGMA par le logiciel MEGA.




| Mtxt - Bloc-notes
Fichier Edition Format Affichage

chinel: C: 21.824% . 21.839% (A-T/A+T): . (G-C/C+a):
UsAal: 21.824% . 31.839% (A-T/A+T): . (e-C/c+a):
usaA2: 21.824% . 21.839% (A-T/A+T): . (G-C/C+G)
C: 21.824% . 31.839% (A-T/A+T): . (G-C/C+G)
21.824% . 31.839% CA-T/A+TI: . (G-C/C+GY :
21.824% . 31.839% C(A-T/A+TY: . (G-C/C+GY:
21.824% . 31.839% CA-T/A+TY: . (G-C/C+GY:
21.824% 31.839% CA-T/A+TY: . (G-C/C+GY:
21.824% 31.839% CA-T/A+TY: . (G-C/C+GY:
21.824% 31.839% : . CG-C/C+GY:
21.824% 31.839% : . (G-C/C+GY:
21.824% 31.839% : . (G-C/C+GY:
Colombie: 21.824% 31.839% . (G-C/C+G)
coree: 21.824% 31.839% . (G-C/C+G)
Brezil: 21.824% 31.839% H . (G-C/c+G):
Taiwan 1: 21.824% 31.839% H . (G-C/c+G):
vietnam: 21.824% 31.839% H . (G-C/c+G):
Finlande: 21.824% 31.839% H . (G-C/Cc+G):
colombie2: 21.824% . 31.839% : . (e-C/c+a):
Perou: 21.824% . 31.839% H . (G-C/C+G):
Francel: 21.824% . 31.839% H . (G-C/C+G):
Japon: 21.824% . 31.839% H . (G-C/C+G):
Bangladch: 21.824% . 31.839% H . (G-C/C+G):
Tcheque: 21.824% 31.839% H . (G-C/C+G):
21.824% 31.839% : . (G-C/C+GY:
21.824% 31.839% . (G-C/C+G)
21.824% 31.839% . £G-C/C+G)
21.824% 31.839% : . (G-C/C+GY:
21.824% 31.839% : . (G-C/C+GY:
21.824% 31.839% : . (G-C/C+GY:
21.824% 31.839% : . (G-C/C+G):
srilanka: 21.824% 31.839% H . (G-C/C+G):
France2: 21.824% 31.839% H . (G-C/c+G):
kKazakhstan: 21.824% 31.839% H . (G-C/c+G):
Paysbas: 21.824% 31.839%
Chili: 21.824% 31.839%
21.824% 31.839% H .
21.824% . 31.839% H . (G-C/C+G)
21.824% LTTT% 31.839% (A-T/a+T): . (G-C/C+G):

B

J
B

A 23.501%-25.561% €1 21.824%-21.824% G: 20.777%-20.777% T: .B39%-31.839%

min {G-C/C+G)= -0.025 avec pays: Chinel,UsSAl,USA2,USA3,usAd ,Chine2,Chine3,Espagne,USAS,Israe]l ,Chined,Cchines,Colombie,Coree
avec pays: Chinel,USAl,USA2,USA3,usAd ,Chine2,Chine3,Espagne,USAS,Israe]l ,Cchined,chines,Colombie,Coree

)= -0.109 avec pays: Chinel,USAl,USA2,USA3,UsAd ,Chine2,Chine3,Espagne,UsSAS,Israel ,chined,chines,Colombie,Coree

max {(A-T/A+T)= -0.109 avec pays: Chinel,USAl,USA2,USA3,UsAd ,Chine2,Chine3,Espagne,UsSAS,Israel,Chined,chines,Colombie,Coree

Figure 73 : Analyse des bases azotiques des séquences de gene M par DnBA.




3.3. Géne ORF6
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Figure 74: Arbre phylogénétique de gene ORF6 de SARS Cov 2 construit a partir de 41
séquences, en utilisant la méthode UPGMA par le logiciel MEGA.
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Az C: 12.978%-12.978% G: 12.978%-12.978% T: 35.484%-35.484%

min {(G-C/C+G)= 0. avec : Chinel,usAl,uUsAa2,UsSA3,Keneya,USAd ,Chine2,Chine3,Espagne,Usas,Israel,Chined ,Chines,Colombie
avec Chinel,usal,usa2,usa3,Keneya,Usad ,Chine2,Chine3,Espagne,usas,Israel,Chined ,Chines,Colombie
avec Cchinel,usal,usa2,UsA3,Keneya,usad ,Cchine2,chine3,Espagne,usa5,Israel ,chined ,chines,colombie
max (A-T/A+T)= 0. avec : Chinel,usAl,UsSA2,USA3,Keneya,USAd ,Chine2,Chine3,Espagne,Usas,Israel,Chined ,Chines,Colombie

Figure 75: Analyse des bases azotiques des séquences de gene ORF 6 par DnBA.




