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Résumé

Les chauves-souris ont un réle crucial dans 1’incubation des virus parmi eux les Miniopteres,
appartenant au genre Miniopterus (Bonaparte, 1837), souvent appelé « chauve-souris a longs
doigts », une espece tres répandue dans le monde ; avec leur capacité de faire la migration ces
derniers sont accusés de transmettre certaines maladies virales (Ebola, coronavirus). Dans
cette étude nous allons comparer les différentes especes des Miniopteresafin d’identifier les

especes proches sur le plan moléculaire et donc capables de transmettre les mémes virus.

Afin de réaliser notre étude nous avons fait appela des outils de bioinformatique permettant
I’analyse phylogénétique tel que la construction des arbres phylogénétiques, 1’identification
des haplotypes, et avoir 1’évolution des espéces. Parmi les logiciels utilisés nous citons :
MEGAS pour la reconstruction de 1’arbre phylogénétique, DnaSP pour I’identification des
haplotypes, Network pour avoir 1’évolution des especes, et DAMBE pour faire des calculs
statistiques. Ces analyses sont appliquées sur 35 séquences d’un géne nucléaire‘’STATSHA’
pour positionner le genre Miniopterus par rapport aux autres genres des chauves-souris, ainsi
sur 109 séquences du géne mitochondrial ‘Cytochrome b’ de 27 especes et 9 sous-especes
prises dans différentes régions géographiques.

Les résultats démontrent la monophylie de genre Miniopterus dans deux aires géographiques
différents dont 1’un Africain-Européen et I’autre d’ Australasie-Asie. En paralléle, la présence
en Algérie selon la détermination morphologique d’une espece qui est Miniopterus
schreibersii qui peut étre considérée comme un facteur de risque comme hote pour certains

virus.

Mots clés : Miniopterus, phylogénie, bioinformatique, moléculaire, Cytochrome b.



Summary

Bats have a crucial role in the incubation of viruses among them the Minioptera, belonging to
the genus Miniopterus (Bonaparte, 1837), often called "long-toed bat", a species widespread
in the world; with their ability to migrate they are accused of transmitting some viral diseases.
In this study we are going to compare the different species of Minioptera in order to identify
the species that are close on the molecular level and therefore capable of transmitting the
same viruses.

In order to carry out our study we used bioinformatics tools allowing phylogenetic analysis
such as the construction of phylogenetic trees, the identification of haplotypes, and to have the
evolution of the species. Among the software used we cite: MEGAGS for the reconstruction of
the phylogenetic tree, DnaSP for the identification of haplotypes, Network for the evolution
of species, and DAMBE for statistical calculations.These analyses are applied on 35
sequences of a nuclear gene 'STAT5A' to position the genus Miniopterus in relation to other
bat genera, as well as on 109 sequences of the mitochondrial gene 'Cytochrome b' of 27
species and 9 subspeciestaken in different geographical regions.

The results demonstrate the monophyly of genus Miniopterus in two different geographical
areas, one African-European and the other Australasian-Asian, in parallel thepresence in
Algeria according to the morphological determination of a species which is Miniopterus

schreibersii that can be considered as a risk factor as a host for some viruses.

Key words: Miniopterus, phylogeny, bioinformatics, molecular, Cytochrome b.
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Introduction

L'ordre des chiroptéres est un groupe unique de mammiferes relativement
ancien, qui est apparu sur notre planete il y a environ 65 millions d’années (Teeling et
al., 2005).Ses membres ont atteint le vol autonome en tant que principal mode de
locomotion (Meganathan et al.). Particulierement remarquables par la diversité de leur
morphologie, de leurs meceurs et des habitats qu’ils occupent, avec plus de 1200

especes a travers le monde (Stevens et al., 2006).

Les chauves-souris a doigts longs, genre Miniopterus (Bonaparte, 1837), appartenant
a la famille Miniopteridae sont parmi les mammiferes les plus répandus dans le
monde. Leur aire de répartition s'étend sur la majorité des Afrotropic (Afrique sub-
saharienne), Paléarctique (Afrique du Nord et Eurasie), Indomalaisie (sud et sud-est
Asie) et d'Australasie (y compris I'Australie, la Nouvelle-Guinée et les Tles voisines).

La phylogénie est une classification des espéces selon leur lien de parenté.
L'é¢tude de Il'information génétique de différentes especes pour former cette
phylogénie est appelée l'analyse phylogénétique. Les phylogénies modernes sont
généralement représentées par des arbres phylogénétiques, et illustrent une hypothese
de I'évolution verticale des especes dans un arbre phylogénétique (Lord, 2015). La
bioinformatique fournit des bases de données centrales, accessibles mondialement,
qui permettent aux scientifiques de présenter, rechercher et analyser 1’information.
Elle propose des logiciels d’analyse de données pour les études de données et les
comparaisons et fournit des outils pour la modélisation, la visualisation, 1’exploitation
et Dinterprétation des données (Yvan et al., 2007) ainsi que des analyses
phylogénétiques.

Notre theme abordé est basé sur une étude phylogénétique du genre Miniopterus étant
I’espéce de chauves-souris la plus répandue dans le monde, sachant qu’au cours de
ces jours tres difficiles que nous vivons avec la pandémie du coronavirus, les doigts
ce tournent vers les chauves-souris les premier suspects de cette pandémie mondial
comme étant le transmetteur direct de ce virus a ’homme. Nous commencgons notre
étude par 1’acquisition des connaissances sur la biologie des chiropteres en genéral et

les Miniopterus spécifiqguement et leur distribution géographique dans le monde et



plus particulierement en Algérie, ensuite voir les éléments de base de la phylogénie,
qui proposent la reconstruction de 1’arbre phylogénétique caractérisant I'évolution
specifique du genre Miniopterus et la comparaison entre leurs especes par un outil de
la bioinformatique, en utilisant plusieurs logiciels qui nous facilitent par la suite la
discussion des résultats obtenus afin les rapporter a la lumiére des données

bibliographiques.

Enfin, on terminera cette étude par une conclusion générale ou nous dégagerons les

principaux résultats ainsi que les perspectives ouvertes par ce travail.



~ Synthese
bibliographique



Syntheése bibliographique Chapitre |

|.1. Terminologie et modéele d’étude

I.1.1.Généralités sur les chauves-souris

Les chauves-souris représentent 20% des especes de mammiferes, réparties sur tous les
continents a 1’exception de 1’Antarctique. Ainsi ’ordre Chiroptera constitue le deuxiéme
ordre des mammifeéres le plus important en termes de diversité d’especes et serait apparu il y a
environ 64 millions d’années (Joffrin, 2019) qui est unifié par la capacité de voler. La plupart
des chauves-souris sont nocturnes et se reposent pendant la journée et deviennent actives la
nuit. elles se perchent généralement dans les fissures des parois rocheuses, dans les falaises ou
dans les vieux murs, dans les arbres creux, les grottes, les anciennes mines et les recoins des
batiments tels que les greniers (Mokrani et al., 2018). Ces animaux peuvent vivre jusqu’a 25
ans (cas des grands Rhinolophes) (Ahmim, 2019).

1.1.1.1.La morphologie des chauves-souris
A-Aspect général

Les chauves-souris présentent des tailles tres variables allant d’une masse d’environ 2 g pour
les plus petites, a 1,6 kg pour les plus grandes (Barriquand et al., 2018). Leur envergure est
comprise entre 180 mm et 350 mm et leur corpulence moyenne s’apparente a celle d’une
souris. Le corps est recouvert d’une fourrure, douce et molle au toucher, s’étend a tout le

corps a I’exception des ailes (Nabet, 2005) (Figure 1).

deuxiéeme
doigt pouce cubitus tragus oreille couderadius  poignet
troisiéme
doigt
s atagium
quatrieme e
doigt
cinquiéme
doigt
genou
pied

muscles cutanés de la queue membrane orteil
membrane alaire interfémorale

Figure 1 : Morphologie générale des chauves-souris.
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B-Squelette

Le membre antérieur transformé en aile est 1’organe le plus modifié et le plus caractéristique
de ces mammifeéres.

L’articulation de I’épaule consiste en une arthrodie compliquée qui permet aux ailes
d’effectuer des mouvements de rame. Les articulations de la main, des doigts et du coude sont
des articulations en charniere qui assurent une bonne rigidité aux surfaces alaires lorsqu’elles
sont déployées.

L’avant-bras assez long, se compose seulement du radius, 1’ulna étant atrophié. Les
métacarpiens 2 a 5 et les doigts correspondant sont tres allongés. Le deuxiéme doigt se
compose d’une seule phalange, le troisiéme de trois, le quatrieme et cinquiéme de deux. Le
premier doigt ou pouce a conserveé sa forme normale et sa brieveté. 1l se termine par une griffe
acérée avec laquelle les chauves-souris peuvent grimper et se suspendre. Tous les autres

doigts de la main sont dépourvus de griffes (Nabet, 2005) (Figure 2).

Ter doigt=pouce
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Figure 2 : Squelette d’une chauves-souris (Nabet, 2005).
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C- Membrane alaire

Les chauves-souris volent avec leurs pattes : le squelette des pattes s’est donc transformé de
maniere & pouvoir déployer et soutenir une fine membrane : le Patagium celui-ci est en fait
formé de deux surfaces de peau entre lesquelles se trouvent des nerfs, des vaisseaux sanguins
et de petits muscles qui servent a le tendre de fagcon a ce que sa surface soit rigide. Le
patagium, qui est glabre (sauf une partie de ’'uropatagium) semble fragile, mais grace a des
fibres élastiques il est tres souple, résistant et se reconstitue apres une lésion. Il s’étend depuis
les flancs jusqu’au bout des doigts et inclut également les pattes postérieures et la queue.
Suivant sa localisation, on distingue le plagiopatagium, le chiro ou dactylopatagium,

I’uropatagium et le propatagium (Nabet, 2005), qui sont présentés dans la figure 3.
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Figure 3 : Membrane alaire de chauves-souris (Nabet, 2005).

1 plagiopatagium ; 2 chiro ou dactylopatagium ; 3 uropatagium ; 4 propatagium
D-Les oreilles

Les oreilles ont une forme et une dimension variable : leur longueur varie de 13 mm chez la
pipistrelle commune a 42 mm chez I’oreillard. Le tragus, lobe de peau en avant du pavillon de
Ioreille et qui sert a capter les signaux de retour lors de 1’écholocation, peut prendre des

formes trés élaborées, constituant ainsi un bon critere de diagnose.
1.1.1.2.Le régime alimentaire des chauves-souris

La distribution des chauves-souris trés large ainsi que la diversité de leur régime alimentaire
(insectivore, sanguinivore, frugivore, nectarivore, piscivore) permet aux chauves-souris

d’occuper de nombreuses niches écologiques a travers le monde (Joffrin, 1019).

Chapitre |

-
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1.1.1.3. Le cycle annuel des chauves-souris

Chapitre |

Les chauves-souris ont un mode de vie particulier. Leur cycle biologique est divisé en quatre

grandes périodes (Figure 4) de fin novembre a début mars, les chauves-souris sont regroupées

dans des sites tels les grottes des carriéres souterraines, des ponts ou des arbres pour hiberner.

Le printemps est marqué par leur reprise d’activité et par leur transit vers les gites d’été. A

partir de fin mai, les femelles se regroupent pour la fin de la gestation et la mise basse. Chez

la plupart des especes, les males sont dispersés et isolés. Les accouplements ont lieu a la fin

de I’été. Les spermatozoides sont stockés dans les voies génitales de la femelle fermées par un

bouchon cireux (Gourmand, 2007).
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Figure 4 : Cycle annuel des chauves-souris.
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1.1.1.5. L’écholocation des chauves-souris

Les chauves-souris ont une bonne vue, mais cela ne leur suffit pas pour se repérer et chasser
la nuit des proies petites et agiles en plein vol. Elles disposent d'un systeme sophistiqué
d'écholocation, qui leur permet de “voir avec les oreilles”. Le principe en est trés simple. La
morphologie particuliére de leurs larynx et pharynx leur permet d'émettre des ultrasons (a des
fréquences de 20 a 120 khz) qui sont réfléchis par les obstacles et sont renvoyés vers
I'émetteur de départ (la chauve-souris). Au retour, le signal est capté par le systeme auditif
spécialement adapté, qui dresse, en quelque sorte, “une carte de 1’espace aérien” en relief, ou
chaque branche, chaque feuille et chaque proie est parfaitement localisée. Ce systeme est
tellement précis qu'il permet a la chauve-souris de calculer la trajectoire de sa proie et aussi
sa forme (Tillon, 2002) (Figure 4).

msonar
Bretour echo

Figure 5 : Echolocation chez les chauves-souris .

1.1.1.6.Mode de reproduction des chauves-souris

La chauve-souris atteint la maturité sexuelle de la premiére a la troisieme année.
L’accouplement a lieu avant la période d’hibernation. Aprés avoir choisi un lieu de parturition
chaud, les femelles gardent en elles le sperme « en sommeil » pendant I'hibernation, jusqu'aux
beaux jours ou la fécondation s'opere par I'ouverture de la membrane du sac a sperme quand
les conditions favorables sont remplies (température élevée, nourriture abondante, quiétude et
regroupement en nurserie). Elles donnent naissance a un seul petit par année. Les femelles
élévent les petits sans les males dans des colonies maternelles. Les petits sont gardés par
d'autres femelles hétes pendant que les méres chassent ; la reconnaissance se fait a I'odeur. Le

jeune est autonome vers 6 a 8 semaines (Ahmim, 2019).

)
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1.1.1.7. Migration des chauves-souris

Les migrations sont des déplacements saisonniers bis-annuels d'amplitude latitudinale
marquée et orientées sur de longues distances (supérieures a 1000 km). Elles se font sur une
orientation Nord-Est/Sud-Ouest ou inverse ; Nord/Sud sur certains corridors majeurs.

Les especes migratrices : Elles ne représentent que 3% des chiropteres du monde .Ces espéeces
migratrices ont donc des caractéristiques communes :

* Ont des ailes étroites, un vol rapide, capturent des insectes en vol.

* N’hibernent pas sous terre (mais dans les cavités des arbres, fissure roche et des batiments).
* Ont un taux de reproduction supérieur.

* Ont un taux de mortalité plus élevé.

En Europe, il s’agit surtout des Noctules, des Pipistrelles, du Vespertilion bicolore ; LI Grand
Murin, la Barbastelle d’Europe, les Murins des marais et de Daubenton et le Minioptére de
Schreibers (Bec et Picq, 2009).

1.1.1.8.Position systématique des chauves-souris

Les chauves-souris sont un ordre de mammiferes placentaires comptant prées de 1 400 especes
avec 175 genres regroupés en 20 familles (Joffrin, 1019). Parmi eux il y a sept familles les
plus connus : Rhinolophidés, Vesprtilionidés, Molossidés, Emballonuridae, Rhinopomatidae,
Hipposideridae et la famille Miniopteridae qui est représentée par un seul genre Miniopterus
qui sera notre modele d’étude, car ils font partie des mammiféres les plus répandus dans le
monde (Miller-Butterworth et al., 2012).

-
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Classification

Régne Animal

Embranchement | Cordés

Sous-embranchement | Vertébrés

Classe Mammiféeres
Sous-classe Thériens
Infra-classe Euthériens
Superordre Tetrapodes

Chiroptéres
(Blumenbach, 1779)
Microchiropteres
(Dobson, 1875)

Ordre

Sous-ordre01

Mégachiroptéres
(Dobson, 1875)
-Rhinolophidés (Gray, 1825).

Sous-ordre02

—Molossides (Gervais, 1856).

- Emballonuridae (Gervais, 1856).
Familles -Rhinopomatidae (Bonaparte, 1838).
-Vesprtilionidés (Gray, 1821).

- Hipposideridae (Lydekker, 1891).
- Miniopteridae (Bonaparte, 1837).

1.1.2.Présentation des Miniopterus

Le genre de chauve-souris Miniopterus souvent appelé «chauve-souris a longs doigts ou les
chauves-souris a ailes courbées», appartiennent a la famille Miniopteridae (Goodman et al.,

2011). Le genre comprend jusqu'a 35 especes selon Démos (2019).

1.1.2.1.Classification systématique des Miniopterus

La famille de Miniopteridae regroupe des especes qui se représentent systématiquement
comme suit :



https://fr.wikipedia.org/wiki/Johann_Friedrich_Blumenbach
https://fr.wikipedia.org/wiki/1779
https://fr.wikipedia.org/wiki/John_Edward_Gray
https://fr.wikipedia.org/wiki/1825
https://fr.wikipedia.org/wiki/Paul_Gervais_(zoologiste)
https://fr.wikipedia.org/wiki/1856
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fran%C3%A7ois_Louis_Paul_Gervais
https://fr.wikipedia.org/wiki/1856
https://fr.wikipedia.org/wiki/Charles_Lucien_Bonaparte
https://fr.wikipedia.org/wiki/1838
https://fr.wikipedia.org/wiki/John_Edward_Gray
https://fr.wikipedia.org/wiki/1821
https://fr.wikipedia.org/wiki/Richard_Lydekker
https://fr.wikipedia.org/wiki/1891
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Classification

Régne Animal
Embranchement Cordés
Sous-embranchement Vertébrés
Classe Mammiferes
Sous-classe Thériens
Infra-classe Euthériens
Superordre Tetrapodes
Ordre Chiropteres

Sous-ordre01

Microchiropteres

Sous-ordre02

Mégachiroptéres

Famille

Miniopteridae

Genre

Minioptérus (Bonaparte, 1837)

Espéces

Sous Especes

-Miniopterus australis (Tomes,
1858).

Miniopterus inflatus (Thomas,
1903).

Miniopterus inflatus rufus

-Miniopterus africanus (Sanborn,
1936).

-Miniopterus schreibersii (Kuhl,
1817).

Miniopterus schreibersii blepotis

Miniopterus schreibersii villiersi

Miniopterus schreibersii schreibersii

Miniopterus schreibersii orianae

Miniopterus schreibersii pallidus

Miniopterus schreibersii oceanensis

Miniopterus schreibersii orianae bassanii

-Miniopterus magnater (Sanborn,
1931).

-Miniopterus pusillus
(Daobson, 1876).

.
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-Miniopterus griffithsi (Goodman,
Maminirina, Bradman, Christidis&
Appleton, 2010).

-Miniopterus mossambicus
(Monadjem, Goodman, Stanley &
Appleton, 2013).

-Miniopterus aelleni (Goodman,
Weyeneth, Ibrahim, Said&Ruedi,
2010).

Miniopterus maghrebensis
(Puechmaille, Allegrini, Benda,
Bilgin, Ibafiez& Juste, 2014).

-Miniopterus natalensis ( Smith,
1833).

-Miniopterus griveaudi (Harrison,
1959).

Miniopterus griveaudi griveaudi

-Miniopterus manavi (Thomas, 1906).

-Miniopterus newtoni (Bocage,
1889).

-Miniopterusfraterculus (Thomas &
Schwann, 1906).

1.1.2.2.Distribution géographique des Miniopterus dans le monde

Les Miniopteres s'étendent a travers la majorité des Afrotropique (Afrique subsaharienne),

Paléarctique (Afrique du Nord et Eurasie), Indomalayen (sud et sud-est Asie) et Australasie (y

compris I'Australie, la Nouvelle-Guinée et les Tles voisines) (Miller-Butterworth et al., 2012).

Selon Juste, (2009) et Goodman, (2011) la distribution géographique est présentée dans la

figure 6 :

=
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@® Mschreibersii ¥ M minor W M fulginosus Q Mgriveaudi
» Mnewtoni o Mmanavi @ M inflatus ¥ M aelleni
A M fraterculus & M africanus 4 M australis ® M maghrebensis

Figure 6 : Répartition géographique de quelques especes de genre Miniopterus dans le

monde.
1.1.2.3.Distribution géographique des Miniopterus en Algeérie

En Algérie il y a une seule espece Miniopterus schreibersii (Kowalski, 1991) représentée
dans les figures 7 et 8. Selon Ahmim (2019), Khelfaoui (2018) et Bendjoudi (2019), elle est
répartie dans les wilayas d’Annaba, El Taref, Guelma et Batna. Sa présence est mentionnée

aussi & Bejaia, Skikda, Jijel et Blida, ainsi que dans la région de Tlemcen (Figure 9).
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Figure 7 : Miniopterus schreibersii Figure 8 : Colonie de Miniopterus
(Original). schreibersii (Original).
% — e ee e
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‘.Aﬁniopterus schreibersii |

Figure 9 : Répartition géographique de I’espéce Miniopterus schreibersii en Algérie.

1.1.2.4.Description morphologique des Miniopterus

Le Minioptére est caractérisé par un museau court, un front tres bombé et une fourrure douce
et veloutée. Les oreilles sont courtes de forme presque losangique, le tragus est petit. Les ailes
sont longues et pointues a leur extrémité. La seconde phalange du troisiéme doigt est environ
trois fois plus longue que la premiére (Ahmim, 2019). La plupart des membres du genre se
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ressemblent étroitement par la taille et la coloration du pelage, et malgré un chevauchement
considérable, de nombreuses especes ont été classés uniquement sur la base des différences de

taille ou de coloration (Butterworth et al., 2012) (Tableau ).

Tableau | : Description morphologique de quelques especes de genre Miniopterus (Original).

Espéce Morphologie

-La coloration de la fourrure était brun grisatre sur la face
dorsale, et légerement plus clair et plus grise sur la face
ventrale.

-Avait un museau trés court et un front bombé.

-Les oreilles étaient tres courtes et triangulaires, ne
dépassant pas du sommet de la téte.

-Les ailes étaient trés longues et étroites et au repos, les
troisieme et quatrieme doigts étaient pliés vers l'intérieur
dans l'articulation entre la 1lere et 2eme phalanges.

-La deuxieme phalange du troisieme doigt était environ trois
fois plus longue que la premiere phalange (Piksa et Gubata,
2020).

Miniopterus schreibersi

-Petite chauve-souris (longueur de I'avant-bras ~ 39 mm).
-Manteau sombre mais aussi des individus aux cheveux
rouges.

Miniopterus newtoni . . A
-Les oreilles sont courtes et en forme carré caractéristique,

ne dépassant pas de la téte (Rainho et Meyer, 2010).

- Un avant-bras plage de 42 a 44 mm et plage de masse de
Miniopterus fraterculus 6,0 2 11,0 g (Stoffberg et al., 2004).
-La coloration des membranes des ailes et de la queue en
grande partie un noir brunatre foncé monocolore.
-Une couverture visible de fourrure relativement dense sur
plus de la moitié de la surface dorsale et légerement plus
Miniopterus manavi . .
clairsemée sur la face ventrale surface.
-Le tragus est relativement mince le long des deux tiers
distaux de sa longueur, la partie latérale distale est

Iégerement élargie et arrondie, et I'extrémité médiale distale

F
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se termine par un bord droit angulaire (Goodma et al., 2008).

- Pelage brun foncé sur le dos ; chez certains individus, la
téte est légerement plus claire. Poils ventraux a pointe
variable avec chamois foncé, donnant un aspect légérement
marbré.
- L’uropatagium a des poils fins et clairsemés sur sa surface,
plus évident sur le dos, et facilement discernable a 1’ceil nu.
Miniopterus aelleni -les attaches fémorales de l'uropatagium et plagiopatagium
sont au méme niveau et supérieur a la cheville découpé.
- Sombre & moyen brun sur les ailes, passant a un brun plus
clair dans la section entourant la queue.
- La tige du tragus est nettement plus large proximalement

que la précédente (Goodma et al., 2008).

.. : -Un tragus mesurant 4 8 6 mm (Monadjem et al,. 2013).
Miniopterus natalensis

-le pelage du dos et le ventre est Iégerement long et dense.
Miniopterus petersoni -fourrure colorée mélange de brun moyen entrecoupe d'un

brun nettement plus clair (Goodman et al., 2007).

- Comprenant une deuxieme phalange allongée du troisieme

chiffre.

-La queue fait environ la moitié de la longueur totale.

-Le pelage est gris-brun sur la partie supérieure et

legérement plus pale sur les parties inférieures, avec les poils

individuels dans les parties inférieures ayant des bases

Miniopterus mossambicus | Sombres donnant au pelage un aspect bicolore.

-L'oreille est relativement courte et arrondi (environ 10 mm

de longueur).

-Le tragus est long (5 a 6 mm) et largement droit sur toute sa

longueur, s’épaississant légérement vers la partie distale

pointe et se resserrant vers la base (Monadjem et al.,2013).
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-Le dos est généralement brun foncé qui en certains
individus ont un ton noiratre distinct. Chez quelques
animaux, y compris les adultes, le dos est d'un brun
rougeatre.
- La couleur de la téte est 1égérement plus claire que le dos.
-La fourrure du ventre a tendance a avoir des extrémités gris-
chamois, donnant un aspect marbré.
-Les membranes des ailes et de la queue sont de couleur
Iégérement variable et généralement d'un brun foncé a
MG GiTeCE] moyen, devenant un brun plus clair dans la section entourant
la queue.
- Une arbre tragus, parfois avec une légére bride a I'extérieur
margine, et la structure se termine par une téte rétractée et
arrondie.
-L'uropatagium est pratiquement nu sur les surfaces ventrale
et dorsale, avec une clairsemée couverture de poils courts

difficiles a discerner avec le 1'eeil nu (Goodman et al., 2008).

-Le pelage dorsal est brun chatain a brun grisatre foncé, le

pelage ventral est brun péle.

-Les poils ventraux sont bicolores, brun foncé sur les parties

proximales, brun péale a chamoisé dans les parties distales.
Miniopterus maghrebensis | -La peau dorsale des oreilles et les parties nues du visage

sont brun grisatre péale, la peau ventrale des oreilles est

presque sans pigments, charnus pale a rosatre.

-Les membranes alaires sont brun foncé a brun grisatre foncé

(Puechmaille et al., 2014).
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1.1.3. Les chauves-souris comme réservoir des Virus

Les chauves-souris sont les réservoirs d’une grande diversité d’agents biologiques, infectieux
ou non. Abritent le plus grand nombre de virus zoonotiques chez les mammiféres, devant les
rongeurs. Plus de 200 virus appartenant a plus de 27 familles virales différentes ont été
détectés ou isolés a partir des chauves-souris, et certains sont responsables de maladies
séveéres chez I’homme comme le virus Ebola, le virus Nipah ou le virus Hendra. Au cours des
deux derniéres décennies, de nouveaux virus issus des chauves-souris ont émerge dans les
populations humaines et animales: coronavirus, et plus particulierement les
Alphacoronavirus et les Betacoronavirus. Les coronavirus représentent 35% des virus
identifiés chez les chauves-souris. La famille des Coronaviridae est ainsi la famille virale la
plus fréquemment détectée chez les chauves-souris chez 11 familles (sur 18 existantes) et plus
de 190 especes (Joffrin, 2019).

Une chauve-souris, du genre Rhinolophus, serait en effet suspectée d’héberger le virus
responsable de la pandémie de Covid-19, et de I’avoir déversé, directement ou indirectement
via un pangolin, dans le systéme respiratoire des humains, son nouveau lieu de prédilection
(Leroy, 2020).

1.2.Etude phylogénétique

1.2.1.Definition de la phylogénie

La phylogénie est I’histoire de la descendance d’un groupe de taxons tels que des especes de
leurs ancétres communs, y compris ’ordre de ramification et parfois les périodes de
divergence. Le terme « phylogénie » est dérivé d’une combinaison de mots grecs. Phylon
signifie « tribu » ou « clan » ou « race » et genese signifie « origine » ou « source ». Le terme
peut également étre appliqué a la généalogie de genes dérivés d’un géne ancestral commun
(Patwardhan et al,. 2014). La phylogénie moléculaire, dont certaines méthodes de
reconstruction seront présentées par la suite 1’étude de I’histoire évolutive des espéces en se
basant sur une portion de leur séquence moléculaire (Diallo, 2009).

1.2.2.Phylogenie moléculaire

La phylogénie moléculaire étudie les relations entre les organismes ou les génes en comparant
des homologues de séquences d’ADN ou de protéines. Les dissimilaires entre les sequences

indiquent une divergence génétique résultant de 1’évolution moléculaire au cours du temps,

.
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alors que I’approche phylogénétique classique repose sur les caractéristiques morphologiques
d’un organisme.
Il existe aujourd’hui une large gamme de marqueurs moléculaires qui peuvent étre utilisés

pour accomplir ce type de recherche (Patwardhan et al,. 2014).
A-Marqueurs d’ADN nucléaire

Les marqueurs d’ADN sont utiles pour la recherche de base, (par exemple 1’analyse
phylogénétique et la recherche de génes utiles) et pour la recherche appliquée. Dans les études
sur la diversité génétique, les marqueurs les plus fréquemment utilisés sont les microsatellites
qui sont a présent les marqueurs les plus utilisés dans les études de caractérisation génétique

des animaux d’élevage (Nijman et al,. 2003).
B-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 transporté par les
mitochondries du cytoplasme cellulaire, possede un mode maternel d’hérédité (les animaux
héritent I’ADNmt de leurs méres et non de leurs péres) 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 1’évaluation des modeles de mutation de I’ADNmt.
Les marqueurs d’ADNmt peuvent également fournir un moyen rapide de détecter

I’hybridation entre les espéces et les sous-especes d’animaux d’élevage (Nijman et al ,. 2003).
1.2.3. Représentation phylogénétique

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, ’interrogation et 1’extraction. Les informations doivent étre facilement
accessibles et flexibles aux interrogations pour faciliter I’extraction des informations pouvant
étre analysées pour éclaircir les voies metaboliques et le role des protéines et des genes

impliqués (Rischkowsky et al,. 2008).

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 systemes

&
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moléculaires et est donc utile pour la formulation des hypothéses et pour la conduite du travail

expérimental (Rischkowsky et al,. 2008).

1.2.4.Arbre phylogénétique

Un arbre phylogénétique est une forme de classification des especes. Cette classification
traduit les relations de descendance des espéces avec modification de leurs caractéres. Les
caractéres sont transmis d’une génération a 1’autre a travers les mécanismes d’hérédité. Un
arbre est composé de quatre éléments principaux présentés dans la figure 9 (Deriham, 2017) et
qui sont :

* La racine : désignant I’ancétre commun des especes représentées dans ’arbre.

 Les nceuds externes : ou feuilles, qui représentent les unités taxonomiques (les especes)
dont les informations ont été utilisées lors de la construction de ’arbre.

* Les nceuds internes : représentant des ancétres hypothétiques.

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

Racine

‘ Neeuds internes

Neeuds externes
ou feuilles

— Branches

Figure 10 : Exemple d'un arbre phylogénétique.

1.2.4.1.Caracteristiques générales des arbres
Le degré d’un nceud représente le nombre de branches adjacentes au nceud. Généralement le
degré est 3 pour tous les nceuds internes. Si le degré est supérieur a 3, le nceud est dit "non

résolu”. Considérons un arbre phylogénétique T (dont tous les nceuds internes sont résolus) et

&
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le nombre de taxons (ou de feuilles) n, T comprend 2n-2 nceuds, n-2 nceuds internes et 2n-3
branches (Durbin et al,. 1998).

A-Arbre enraciné et arbre non enraciné

Un arbre est enraciné lorsque 1’ancétre commun est identifié. Il est orienté dans le sens du
temps d’évolution des espéces et présente une relation de descendances entre les nceuds.
Souvent, il est impossible d’identifier 1’origine de diversification des especes. Il est
impossible de retrouver la racine d’un arbre phylogénétique sans faire 1’hypothése de
I’horloge moléculaire. Cette hypothése suppose que les €éveénements mutationnels se
produisent a cadence réguliere au cours du temps. Elle est peu réaliste en biologie, d’ou
I’intérét accordé aux arbres non enracinés. Les notions de temps et d’ancétres Se perdent avec
ce type d’arbre. Il est souvent utilisé pour la classification des espéces (Rawlings et al,. 2002).
La figure (11) présente les deux types d’arbres pour quatre especes a, b, ¢, d. Les figures (b) et
(c) montrent la différence dans 1’évolution entrainée par un changement de la position de la
racine. Sur la figure (b) le sous arbre X regroupe les especes a et b tandis que sur la figure (c),

le sous arbre X est composeé des especes b, ¢ et d.

racine racine
a C
X Y X Y X
Y
b d a bec¢c d a b c o d
(a) (b) ()

Figure 11 : Les différents arbres phylogénétiques : (b) et (c) arbres enraciné, (a) arbre non

enraciné.

B-Groupes monophylie, paraphylie et polyphylie
D’aprés Rasmont, (1997) et Tourasse, (1992), dans le domaine de la reconstruction
phylogénétique, on distingue trois groupes taxonomiques : le groupe monophylétique, le
groupe paraphylétique et le groupe polyphylétique :
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Groupe monophylétique : Est un ensemble d’espéces issu d’un méme ancétre commun,
c’est le cas de groupe (X, Y, Z) de la figure 12.

Groupe paraphylétique: C’est lorsqu’une ou plusieurs espéces d’un groupe
monophylétique partage(nt) un ancétre commun avec des especes appartenant a d’autres
lignées, comme par exemple I’ensemble (1, 2,3) de la figure 12.

Groupe polyphylétique : Si les différentes espéces d’un groupe dérivent d’ancétres
différents, celui-ci est dit polyphylétique, c’est le cas de groupe d’espéces (A, B, C) de la
figurel2.

Figure 12 : Diverses catégories de groupes taxonomiques. Les taxa X, Y, Z forment un
groupe monophylétique. Les taxa 1,2 et 3 forment un groupe paraphylétique. Les taxa A, B et

C forment un groupe polyphylétique (Tourasse, 1992).
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1.2.4.2.Différentes représentations pour les arbres

Dans la littérature, il apparait plusieurs types de tracés d’arbres phylogénétiques. La figure 13

présente trois types de tracés les plus populaires :

apitre |
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Figure 13 : Trois types de tracés d’arbres phylogénétiques (Durbin, 1998).

1.2.5.Reconstruction d’arbres phylogénétiques

La maniére classique d’illustrer les relations phylogénétiques entres les especes est de les
modéliser en utilisant un arbre phylogénétiqgue. La maniére moderne consiste en la
modélisation d'un réseau phylogénétique comprenant les réticulations nécessaires. A ce
niveau nous présenterons seulement quelques méthodes d’inférences d'arbres
phylogénétiques. Les méthodes d’inférence phylogénétique présentées sont exposées en
détails dans (Swofford et al., 1996 ; Li, 1997 ; Felsenstein, 2004).

La reconstruction d'un arbre phylogénétique débute par ce que 1’on appelle « I'alignement »
qui consiste a mettre en correspondance les sites des séquences des especes de maniére a
pouvoir les comparer les unes aux autres. Les séquences utilisées pour la reconstruction
peuvent étre de I'ADN ou de I'ARN.

=
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Il existe trois grands types de méthodes de reconstruction d’arbres phylogénétiques : les
méthodes de distances, les méthodes du maximum de parcimonie et les méthodes du
maximum de vraisemblance, ces derniéres sont appelées également les méthodes probabilistes
(Tourasse, 1992 ; Nei, 1996 ; Robinson, 1997 ; Comet, 1998 ; Haubold, 2000).

A- L'approche phénétique : Ne tient pas compte du processus de I'évolution. Elle se
contente de mesurer les distances entre les espéces et de reconstruire le meilleur arbre
possible a lI'aide d'une stratégie de regroupement hiérarchique.

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

C- L'approche probabiliste : (ou maximum de vraisemblance), quant a elle, évalue en
termes de probabilités I'ordre des branchements et la longueur des arétes d'un arbre
sous un -modele évolutif donné. Les méthodes bayésiennes font aussi partie de cette

approche.

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

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

Les méthodes de reconstruction d’arbres phylogénétiques sont évaluées et comparées en
fonction de cing critéres (Huelsenbeck, 1995 ; Moret et al., 2002) :

* L’efficacité : Rapidité de la méthode.

« La puissance : Plus une méthode est puissante, moins elle nécessite de données pour obtenir
un résultat fiable.

+ La consistance : Caractérise une méthode qui converge vers le bon arbre si on lui fournit
suffisamment de données.

 La robustesse : Une méthode est robuste si de petites violations des hypotheses de départ ne
résultent pas dans une mauvaise estimation de la phylogenie.

« La fiabilité : Une méthode est fiable si elle construit des arbres phylogénétiques « exacts ».

-
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De tous ces critéres, la robustesse peut étre la plus importante, parce que, avec des vraies
données, c'est-a-dire, données no+n issues des simulations, il y a un grand risque que les
hypotheses posées ne soient pas respectees.

D’apres (Kuhner et al., 1994), et suite a leurs études de comparaison par simulation sur
ordinateur de plusieurs algorithmes de reconstruction phylogénétique, 1’algorithme de
Neighbor-Joining, 1’algorithme de Fitch-Margoliash, parcimonie et maximum de
vraisemblance, ils fournissent les conclusions suivantes :

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

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

-L’algorithme de maximum de vraisemblance est le plus robuste de tous les algorithmes
étudiés.

1.3.Stockage de données biologiques

1.3.1.Banques des données

Aujourd’hui les méthodes rapides de séquencages sont utilisées fréquemment et le nombre de
nouvelles séquences augmente rapidement .Toutes les données issues du sequencage doivent
étre traitées et analysées afin d’obtenir le plus grand nombre d’informations. Il faut ainsi
stocker ces séquences et toutes les informations obtenues. Pour cela, de grandes bases de
données de séquences ont été mises en ceuvre pour permettre un acces facile aux données. Les
premiéres banques de données en biologie moléculaire ont traité des informations structurales
sur les protéines, puis trés rapidement, des séquences protéiques et nucléotidiques. 1l existe
différents types de bases de données biologiques : celles qui sont dites généralistes et qui
stockent des séquences provenant de tous les organismes et celles dites spécialisées qui se

consacrent plus particulierement a un organisme ou a une thématique donnée.
1.3.1.1. Les banques de données generalistes

Il existe plusieurs banques généralistes publiqguement accessibles. La principale banque
géneéraliste de sequences nucléotidiques est produite par trois partenaires : EMBL data library
(Cochrane et al., 2006) en Europe, GenBank (Benson et al., 2006) aux Etats-Unis et DDBJ
(Okubo et al., 2006) au Japon. La plupart des données de ces banques proviennent de
soumissions effectuées par les auteurs. D’autres regroupent des séquences protéiques telles

que UNIPROT (Wau et al., 2006), GenPept, HAMAP (Gattiker et al., 2003).. .etc.

e
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De la méme maniére que pour les banques de séquences nucléotidiques, leur organisation se
base autour des annotations biologiques et biochimiques d’une part, et des séquences d’autre
part. GenPept correspond a la traduction de I’ensemble des parties codantes de GenBank. La
principale banque de protéines est UNIPROT. En effet, elle possede de nombreux atouts :
redondance minimale, références croisées, qualité d’annotation, etc. Elle correspond a la
fusion de SWISS-PROT (Wu et al., 2006) ; TrEMBL et PIR (Wu et al., 2003).

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

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

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

Pour pallier ces inconvénients, 1’augmentation exponentielle du volume, de la diversité des
séquences et la diversité des études, des banques spécialisées ont été développées. Ces
développements ont permis ’introduction d’informations spécifiques a chacune permettant
ainsi d’avoir des banques adaptées aux besoins des utilisateurs. Elles répondent pour la
plupart soit a des besoins ponctuels, soit a des besoins liés a des secteurs d’activité bien
precis.

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

séquences et des structures d’ARN.

g
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1.3.2. Différentes étapes et logiciels d’une étude phylogénétique

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

logiciels utilisés pour les analyses phylogénétiques.

1.3.2.1. Logiciels de nettoyage

Tout d’abord toutes les séquences ont été expurgé, a 1’aide de logiciels de nettoyage comme :
A-Sequencher

Est un logiciel de bio-informatique produit par la société Gene Codes Corporation, ce logiciel
assemblent et alignent plusieurs séquences d’ADN contiglies relativement courtes afin de
créer des séquences plus longues.

B- Bioedit

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

1.3.2.2. Logiciels d’alignement

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

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

A. Clustal W

Est un outil pour aligner la protéine multiple ou séquences de nucléotides. L'alignement est
réalisé par l'intermédiaire de trois étapes : par paires alignement, génération de guide-arbreet
alignement progressif. ClustalW-MPI est distribuée exécution parallele de ClustalwW. Chacune

des trois étapes ont été parallélisés pour réduire le temps d'execution (Li, 2003).

e




Synthése bibliographique Chapitre |

B- Blast
Basic local alignement searchtool, permet d’identifier des régions de similarité locale entre
séquences. Le programme compare des séquences nucléotidiques ou protéiques et calcule la
significativité des résultats.
C-Exonerate
Outil d’alignement de séquences deux a deux. Il permet d'aligner des séquences de nombreux
modeles, soit la programmation dynamique exhaustive ou une variété d'heuristiques.
1.3.2.3.Calcul des distances
Actuellement, il y a beaucoup de programmes spécialisés pour estimer des distances
évolutionnaires entre le nucléotide ou les séquences des acides aminés et la reconstruction
arbres phylogénétiques :
A-Dadaiste
Calcule une matrice de distances a partir de I'alignement multiple de ClustalW.
B-PAUP
PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) est un logiciel de reconstruction
phylogénétique mis au point par Swofford entre 1989 et 1998. C’est le logiciel le plus cité
dans la littérature scientifigue moderne. 1l a été congu spécialement pour faire des analyses
phylogénétiques selon la méthode de parcimonie, puis il a été élargi pour inclure d'autres
types d'analyses phylogénétiques telles que les méthodes de distances et les méthodes de
maximum de vraisemblance, et pour réaliser des tests statistiques tels que le bootstrap et le
jackknife (Swofford, 1998).
1.3.2.4. Logiciels de reconstruction de I’arbre phylogénétique

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

réarrangements topologiques (Guindon, 2003).

-
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B- DnaMLK

Est un programme d’inférence d'arbres phylogénétiques, pour les séquences d'/ADN, basé sur
le maximum de vraisemblance avec la contrainte que les arbres inférés soient en conformité
avec I'horloge moléculaire. L’horloge moléculaire stipule que toutes les feuilles de I'arbre sont
équidistantes par rapport a la racine (au niveau de la longueur des branches). C’est un
programme connexe a DnaML. Les mémes suppositions au niveau du modele sont valides
(plus ’hypothése de I’horloge moléculaire). Le programme utilise également un modele de
Markov caché pour inférer différents taux d'évolution pour des sites différents. Au niveau de
la parallélisation du programme DNAMLK, un parallélisme de données a été réalisé en
fonction du nombre d'ensembles de données recues en entrée et en fonction du nombre

d'arbres a inférer (Felsenstein, 1993).

1.3.2.5. Logiciels de visualisation d’arbres phylogénétiques
Actuellement, il existe plusieurs programmes qui permettent la visualisation des arbres, les
arbres finalisés ont alors été visualisés et annotés a 1’aide des programmes : PhyloDraw,
NJplot, GeneTree, Phylip (DRAWTREE et DRAWGRAM), Genedoc, Dambe, Treecon,
TreeView, et Spectrum (Choietal., 2000).

A- TreeView
TreeView est I'un des programmes les plus utilisés pour visualiser des arbres phylogénétiques
sous forme graphique. Ce programme est comme le programme PhyloDraw, il utilise les
résultats des autres programmes (Phylip, PAUP, ClustalW...etc.), c'est a dire les matrices de
distances des longueurs des branches, pour dessiner des arbres phylogénétiques sous
différentes formes : forme radial, cladogramme, phylogramme...etc (Page, 1996).

B- Dendroscope
Un éditeur et un visualisateur d’arbre.

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

e
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Ce travail est réalisé au niveau du laboratoire de génétique des populations et biologie de
conservation des populations animales de 1’Université des Sciences et de la Technologie

Houari Boumediene (USTHB) d’Alger.

L’objectif de cette étude est la comparaison entre les espéces des Miniopteres en utilisant des
outils de bio-informatique dans les analyses phylogénétiques. Afin d’identifier les espéces qui
sont proches sur le plan moléculaire, et la reconstruction de 1’arbre phylogénétique.

Dans ce chapitre, nous présentons des logiciels de bio-informatique en ligne téléchargés et

utilisés dans notre travail.

I1.1. Analyses phylogénétiques

Le but de cette partie est principalement fondé sur I’utilisation de plusieurs logiciels de

bio-informatique afin d’étudier une base de données de biologie moléculaire pour positionner
les différentes espéces de genre Miniopterus dans un arbre phylogénétique. Pour ce faire, il
faut d’abord 1’analyse moléculaire qui repose sur I’extraction des acides nucléiques a partir
des échantillons comme 1’0s, tissu, poils, sang ou matériel fécal. L’extraction requiert la lyse
cellulaire, ’inactivation des nucléases, puis la purification en utilisant des kits d’extraction.
La quantité des acides nucléiques obtenus doit étre amplifiée par la réaction de polymérisation
en chaine (PCR), et ensuite séquencée par la méthode de Singer ou le séquencage nouvelle
génération (NGS). Jusqu’au traitement des séquences qui se trouvent au niveau de la

GenBank en vue de leur utilisation dans 1’étude phylogénique.

11.2. Extraction des données de la GenBank

Nous avons analysé toutes les espéces du genre Miniopterus une par une pour identifier le
nombre des séquences nucléotidiques trouvées dans la GenBank et les récupérer, nous
passons par plusieurs étapes distinctes présentées dans les figures suivantes (Figures 14,15,
16, 17, 18,19).

&
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[C] Bio Project [C] Bio 8ample  [C] Bio Systems [[] Assembly [] dbvar [] Genetic Testing Registry (] Host [T viral Host 8
[ pubChem BioAssay
Lineage (fult)- cellular orzanisms: Eukaryota: O oa; Bilateria: D omia: Chordata; Craniata; Vertcbrata; Gnatl : Tel - Eutel : cii:
n ]

Laurasiatheria: ; Microchiroptera; Vespertils ; Miniopterinae

o Miniopterus click on organism name to get more information
= Miniopterus aelleni
niopterus cf. aelleni A
Liniopterus cf. aelleni B

niopterus africanus (African long-fingered bat)
niopterus ambohitrensis
Liniopterus cf. arenarins VG-2013
niopterus australis (little long-fingered bat)
niopterus fraterculus (lesser long-fingered bat)
liniopterus fuliginosns (Japanese long-fingered bat)
niopterus fuscus
= Miniopterus gleni (Glen's long-fingered bat)
= Miniopterus griffithsi
o Miniopterus griveaudi
» Miniopterus griveaudi griveaudi
© Miniopterus inflatus (greater long-fingered bat)
= Miniopterus inflatus rufus
Miniopterus macrocneme
liniopterus maghrebensis
niopterns magnater (Western long-fingered bat)
niopterus mahafaliensis (Mahafaly long-fingered bat)
Liniopterus majori (Major's long-fingered bat)
niopterus manavi (Manavi long-fingered bat)
niopterus medius (Intermediate long-fingered bat)
Liniopterus minor (least long-fingered bat)

Figure 17 : Les espéces de genre Miniopterus classées et non classées obtenues dans la
GenBank.
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Figure 18: Exemple des séquences nucléotidiques trouvées pour 1’espéce Miniopterus minor.

Species Summary ~ 20 per page ~ Sort by Default order = Sendto:~  Filters: Manage Filters
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Customize N
ltems: 1 to 20 of 57 Find related data O]
Molecule types . - S Database: Select -
genomic DNAIRNA (57) «<First <Frev Page 1 | of3 [ Next» || Last=» |
Customize Miniopterus minor voucher FMNH220502 cytochrome b (Cyib) gene, partial cds; mitochondrial
Source databases 1. 1,049 bp linear DNA
INSDC {GenBank) {57) Accession: MNOB4736.1 Gl: 1772504884
Customize ... Protein  Taxonomy Search details [«
Sequence Type GenBark FASTA Graphics PopSet ©x1d221086 [0Tganisninoexp]
Nucleotide (57)
Miniopterus minor voucher FMNH:MAMM: 188010 transient receptor polential cation channel
"’e“e"cm“ " 2. subfamily C member 2 (Trpc2) gene, partial cds
compartments -
Mitochondrion (56) 489 bp linear DA
Accession: KX637514.1 Gl 1142643181
Sequence length Protein  PubMed Taxonomy See more.
Custom range... GenBank FASTA Graphics PopSet
Release date o E]
Custom range.. Miniopterus minor haplotype Tanga.S12.8368 cytochrome b (Cytb) gene, complete cds; mitochondrial Recent activity
3. 1,140 bp linear DNA Turn OFF  Clear
Revision date Accession: FJ232806.1 Gl 217387357 Q bid221088[Crganisminoexg] (57)
Customrange.. Protein  PubMed Taxonomy Nudieotide
Clear all GenBank FASTA Graphics PopSet Q bid647618[Crganism:noexp] {33)
Nudleotide
Show additional filters Miniopterus minor haplotype Unguja.513.8430 cytochrome b (Cytb) gene, complete cds;
4 B Miniopterus aelleni voucher FMNH 209243
- mitochondrial -
y cytochrome b {Cytb) gene, partial ¢ Nucieotide
1,140 bp linear DNA
Accession: FJ232805.1 GI: 217387355 B MFPPI - Multi FASTA ProtParam Interface
Protein  PubMed Taxonomy
GenBank FASTA Graphics PopSet Q, miniopterus {1)
Texonomy

Figure 19: Les séquences nucléotidiques de 1I’espéce Miniopterus minor.

Les séquences représentatives de toutes espéces ont été téléchargées sous formatFASTA a

partir de la GenBank dans des fichiers (Figure20). Ces fichiers

étre directement utilisés dans plusieurs logiciels de traitement et d’analyses des séquences.

peuvent

&
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FASTA ~ Sendto:~ 1, .
=== ==~"3n shown &
@ Complete Record!
Miniopterus aelleni voucher FMNH 209243 cytochrome b (Cytb) g TToding Sequences
H : Gene Features | T
mitochondrial -
GenBank: MN504219.1 Choose Destination
GenBank  Craphics PopSet * Cliphoard fauence
>MN504218.1 Miniopterus aslleni voucher FMNE 209243 cytochrome b (Cyth) gene, ~ Collections  © Analysis Tool
partial cds: mitochondrial
GCTATTCARATCTTAACCGGACTGTICCTGECCATACACTACACAGCAGACACGGCAACAGCTTTCAACT Download 1 itam
CAGTCACCCATATCTGCCGAGACGTTARCTATGGTTGARTCCTCCGCTATCTTCATGCCAATGGAGCCTC ice Features
CATATTCTTTATTTGCCTATACCTCCACGTAGGCCACEEACTTTACTATGEETCTTATACTCTCACTGAR 2l0d
ACCTGAARCATTGGTATTCTCCTGCTCTTCGCTGTGATAGCAACAGCCTTCATAGGATATGTACTACCCT FASTA M | -
GAGGACRRATATCCTTCTGAGGAGCARCAGTCATTACARATCTCTTATCAGCAATCCCCTACATCGGCAC Show GI [T
AGATTTAGTAGAATGAATCTGAGGAGGATTCTCAGT TGACARAGCARCTCTARCCCGETTCTTCGCCTTC
CACTTTCTCCTTCCATTTGTCATTGCAGCTATAGTAATAGT TCATCTACTATTCCNNNNNNNAACAGGAT Create File ¢ hation -
CCAACAACCCCACCGGCATCCCATCAGATATAGATGCCATCCCATTTCACCCTTACTATACRATTARAGA
CGCCCTAGGATTTCTAATTATAATTATGGCACTCCTGACCTTGGTATTATTTTCTCCAGATCTTCTAGGA
GACCCCGACARCTACACCCCAGCTARCCCTCTARACACCCCACCACATATTARACCAGAATGATATTICC Taxonomy
TATTIGCCTATGCARTCCTACGTTCARTTCCTAATARACT GEGAGGAGTATTAGCCCTAGTCCTATCTAT
CCTAGTCCTAGCTATCATTCCACTTCTCCATACGTCCARACAACGARGCATGACTTTCCGCCCTATCART PopSet
CAATGTCTATTCTGACTGCTAGTAGCTAATCTGCTGACTCTAACCT GAATTGGAGGCCARCCAGTAGARC
ACCCCTACATTATTATTGGCCARCTAGCATCCATCCTTTACTTTATGATCATTCTTGTTCTCATACCACT
TATCAGCATTATAGAARACCATCTACTCRAGTGA Recent activity -
Turn Off Clear
B Miniopterus aelleni voucher FMNH 209243
cytochrome b (Cytb) gene, partial c Hudlectide

Figure 20 : Exemple d’une séquence nucléotidique au format FASTA et son télechargement

en fichier.

Au total, la GenBank contient 51882 séquences de 35 espéces et 11 sous especes et 30
especes non classées genre «Miniopterus » :

o 34 075 séquences d’ADN nucléaire.

o 17770 séquences d’ADN mitochondrial

11.2.1. Traitement des séquences de la GenBank

Pour traiter les séquences, il existe plusieurs logiciels de programmation permettant de créer
des arbres phylogéniques autour de 367 programmes de bioinformatiques, parmi lesquels :
PHYLIP, PAUP, MEGA, Phylo win, ARB, DAMBE, Buddy, Bionumerics, Mesquite,
PaupUp, BIRCH, Bosque, Emblazon,phangorn, Bio ++, ETE, DendroPy, SeaView, Essence
(Djekoun et Hamidechi; 2010), mais nous avons choisi FaBox, DnaSP5, MEGA5, DAMBE et

Network.
11.2.1.1. FaBox

Le logiciel FaBox est un logiciel de services Web simples et intuitifs qui permettent aux
scientifiques d’effectuer rapidement une tache typique avec des données de séquence. Les
services vous facilitent la tAche pour extraire, modifier et remplacer les en-tétes de séquences
et joindre ou diviser des ensembles de données en fonction de I'en-téte des informations.
D'autres services incluent la fusion d'un ensemble de séquences en haplotypes et formatage
automatisé des fichiers d'entrée pour un certain nombre de programmes de génétique des

populations (Villesen, 2007).

&
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A partir de la page principale (Figure 21), l'utilisateur peut choisir une liste de services,
chacun se concentrant sur I'exécution d'une seule tache. L'utilisateur peut saisir des données
soit en téléchargeant un fichier de données ou simplement en collant des données directement
dans le navigateur Web (Figure 22). Toutes les données de sortie sont automatiquement
formatées pour correspondre au systeme d'exploitation des utilisateurs (mais ne peut étre

remplacé manuellement), éviter les problémes de saut de ligne (Figure 23) (Villesen, 2007).

Welcome to FaBox (1.5) - an online fasta sequence toolbox [FAQ]_ a0

2019 Version 1.5 - Haplotypecollapser working again.

.2019 T hate my users - now I was forced to code php again..

.2018 Plesse stop using fabox - it is outdated!

2018 Moved to new server - a few code changes to scill work.
2013 Added fasta sequence subtractor

.2012 Small bug in randem sequence generator fixed

2011 Update with newick parser

.2003 FaBox has moved to http://www.birc.au.dk/scftware/fabox

Ay,

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

[ s m——— s N |

Sequence 2 fasta converters (external tools)

IHC\' Sequence Conversion Interface - ReadSeq at EB[I

Working with fasta headers

Fasta header extractor (and header splitter) Simple and fast way of extraction the headers from fasta files - and optionally split each header into fields based on a chosen character/word.
Fasta header editor Simple and fast way of extracting headers, edit them and reapplying them without worrying about the sequence itself.

Some programs do not like the fancy headers in fasta files and you have to live with short, unique names - that are really non-descriptive. Here you can

2 2 D . . . g 3 . i
Hasta header replacer replace headers back and forth by submitting old and new headers - which you'll typically keep in a excel spreadsheet.

Working with fasta datasets/alignments

Fasta sequence extractor Simple and fast way of extracting some sequences from a large sequence set, based on a list of headers or fuzzy matching
Fasta sequence subtractor Simple and fast way of removing some sequences from a large sequence set, based on a list of headers or fazzy matching
Fasta sequence joiner Simple and fast way of joining a set of fasta sequences into one sequence

Simple and fast way of dividing your dataset into two sets by a header keyword. It will split mnto sets WITH and WITHOUT the given header keyword

2 set splitter/divider P o il o
Fasta dataset spliner/divider (like 'females/males’, 'population]/population?')

.. Simple and fast way of joining two alignments, sequence by sequence. It will join alignment 1,sequence 1 with alignment 2, sequence 1 and so on.__ (see
sasta alignment joiner . -

Figure 21 : La page principale de logiciel Fabox.

To our users Please note that the HCV database site is no longer funded. We try to keep the database updated and the tools running, but unfortunately, we cannot guarantes we can provide help for using this
site. Data won't be manually curated either.

Format Converter

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

Input

Paste your sequences here

[Sample Input]

Or upload your file: [ parcourir... | Aucun fichier sélectionné.l

Options
Select input format @) | Automatic ]
Se[e:tnutputfnrmat@ Fasta - ¢
Output line width (7] 50 characters
Enforce sequence name uniqueness @) []
Comvert Genbank to GFF2 @) [[]

Replace IUPAC codes with Ns @) [

Reset

Figure 22 : La conversation des séquences sous forme Fasta par l'utilisation de Fabox.
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HCV sequence database

[Tr— Retrieving data Analysis _

To our users Please note that the HCV database site is no longer funded. We try to keep the database updated and the tools running, but unfortunately, we cannot guarantee we can provide help for using this site. Data won't be manually|

Format Converter

Program parameters:
Input format: fasta
Output format: fasta
Number of sequences: 5

[ Downlsad s copy of the fasta file shown below.

FLYE14736.1

AAATCCCRCCCCCTTATCARRRTTETCARCAGCTCCCTAGTAGACCTYCCAGCTCCTTCARAY AT T TCATCCTGATERRAYTTYCEECTCOCTECTACEACTATECCTACCYATTCARATCTTARCCGEACTATICCTAGCCATACAYTACACACCACACACACCRACACCCTTCAACTCAGTCACCCATE:
>EU230: 1

GCCCTACEATTTCTARTCATARTCATACCACTACTARCTTTACTATTATTTTCTCCACATCTCCTACEEEATCCCEACAACTACACCCCARCCARCCCACT AR ACACCCCACCACATATCARACCAGAGTCATACTTCT TATTTECCTATECEATTCTACCTTCAATTCCTARTAACCTACCACEACTCT

1
CCAATCCCCTATATCEECACAGACCTCETACAATCAATCTCACCACECTTCTCACTTCACAARCCAACCCTCACCCEATTCTTTECCTTCCATTICCTTCTCCCATTTATTAT TCCACCTATACTARTACTCCACCTACTATTTCTTCATCAAACACEETCTAATAATCCTACTCCCATCCCATCAGACE:

>KJ535823.1
CCBABACETCARTTACGETTRAATTCTCCECTACCTTCACECCARCEEERCCTCTATATICT TTATCTECT TATACCTCCATETAGGCCRARRACT TTAT TACGEATCCTATACCCTCACTEARACCTRARACATTRETATCCTCCTECTCTTCRCTETAATAGCARCGECETTTATAGET

GCCCTACGATTTCTARTCATARTCATACCACTACTARCTTTACTATTATTTTCTCCAGATCTCCTAGEEEATCCCEACAACTACACCCCAGCCRRCCCACTARACACCCCACCACATATCARACCAGAGTCATACTTCT TATTTECCTATGCEATCCTACCTTCAATTCCTARTARGCTACGACGACTCT

Figure 23 : Les séquences de Cytb ont été convertit sous format FASTA gréace a FaBox.
11.2.1.2. MEGA

Est un logiciel d’analyse génétique évolutive moléculaire (MEGA) convivial pour
I'exploitation miniére en ligne (Figure 24). A été développé dans le but de fournir une suite
d'outils intégrés centrés sur les biologistes pour les analyses statistiques de I’ADN, et les
données de séquence protéique d'un point de vue évolutif, qui construit des alignements de
séquences et des arbres phylogénétiques, et utiliser des méthodes de bio-informatique
évolutive en biologie, biomédecine et évolution, ces méthodes d'analyse et les données sont

choisies par l'utilisateur (Tamura, 2011).

B mEGA 5.01 [=[=][=]
File Analysis Help
= o wE b frd! o i i 7 = @
Align Data Models Digtance Diiversity Fhylogerny Usger Tree Ancestors Selection Rates Clocks
Close
Data
@ T ] 2 D = & ,
First time User? | Tutorial Examples Citation | MEGA Web | Report aBug | Updates? Clstomiz=lloolEcigiyictorenca Ay
MEGA release #2110131 meda 1.mea

Figure 24 : La page principale de logiciel MEGA version 5.

)
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L’interface utilisateur centrale de MEGAS5 a devient désormais axé sur l'activité 1a ou une

barre de lancement fournit acces direct & la suite croissante d'outils selon le type d'analyse

nécessaire via la « barre d'action » (Tamura, 2011)(Figure 25).

£ Edit/Build Alignment
Edit/View Sequencer Files (Trace)
Open Saved Alignment Session.

@ Show Web Browser

2 Query Databanks
Do BLAST Search

@ Open A File/Session
1¢ Explore Active Data 4
By Export Data.

Save Data Session to File.
E5 Select Genetic Code Table.
* Select Genes and Domains...
@ Select Taxa and Groups..

Phylogeny

ot Construct/Test Maximum Likelihood Tree..
“% Construct/Test Neighbor-Joining Tree.

B Construct/Test Minimum-Evolution Tree.

&

]

Construct/Test UPGMA Tree.
Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)

Open Tree Session

User Tree

e Analyze User Tree by Maximum Likelihood
& Analyze User Tree by Least Squares

= Analyze User Tree by Parsimony

€ Edit/Draw Tree (Manually)
% Display Newick Trees

Open Tree Session

TA 14

B i

&

Align | Data Mo;:lels Distlance Diversity Phylocjeny User Tree Ancelstors
1

oy

S

= BE O

Selection Rates Clocks
1 1 1

&3 Find Best DNA/Protein Models (ML).
Disparity Index Test of Pattern Heterogeneity

! Estimate Substitution Matrix (ML)..

X2 Estimate Transition/Transversion Bias (ML).
Compute MCL Substitution Matrix
Compute MCL Transition/Transversion Bias
Compute Pattern Disparity Index
Compute Composition Distances

i¥ Compute Amino Acid Composition

3 Compute Nucleotide Composition

i Compute Codon Usage Bias

& Compute Pairwise Distances.

& Compute Overall Mean Distance.
Compute Within Group Mean Distance
Compute Between Group Mean Distance...
Compute Net Between Group Mean Distances

Compute Mean Diversity Within Subpopulations
Compute Mean Diversity in Entire Population
Compute Mean Interpopulation Diversity
Compute Coefficient of Differentiation

it Infer Ancestral Sequences (ML).
S Infer Ancestral Sequences (Parsimony)

= Estimate Gamma Parameter for Site Rates (ML)..
= Estimate Position-by-Position Rates (ML)

% Estimate Selection for each Codon (HyPhy)

¥ Codon-based Z-test of Selection
Codon-based Fisher’s Exact Test of Selection

= Tajima's Test of Neutrality

Figure 25 : La «Barre d’action» du MEGAS et les menus d’action associés (Tamura, 2011).

Les séquences nucléotidique des espéces Miniopterus ont été ajoutées une par une sous
format FASTA a partir de la GenBank. Apres 1’intégration de ces séquences dans le logiciel
MEGAD5, un alignement multiple a été réalisé en utilisant le programme ClustalW (Figure24),
nous avons choisi ce type d'alignement parce qu’il est trés utile et permet d'étudier les

différences et les similitudes entre les séquences d’un méme marqueur moléculaire.
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M5: Alignment Explorer (allanifasta) =Nl =E|
Data Edit Search Web Sequencer Display Help
D |y WETDEETT (w8 g 2 X [mB@ ap |4 #H#
W Align by ClustalW (Codons)
Q.‘;E)' Align By Muscle
SDEC%‘ES_'!M” Q.‘;‘,n' Align by Muscle (Codons)

DNA Sequences | Ti

| Mark/Unmark Site Crl+M

& Delete Gap-Only Sites
v Auto-Fill Gaps

< 3

Site # |1 EI: * with © wio Gaps

Figure26 : Exemple des séquences ajoutées dans le logiciel MEGA et leur alignement
multiple des séquences du genre Miniopterus en utilisant le programme ClustalW.

Une fois les séquences alignées sont ensuite comparées et servent a la construction d’arbres

phylogénétiques par algorithme UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic

mean). Cette méthode simple permet la transformation d'une matrice de distances (entre

différents organismes, populations, ou séquences de nucléotides) en un arbre enraciné

(Figure27).
[ meGA 5.01 (===
File Analysis Help
= | B  ® | a = | = ® . & | ™ O E . O®
Align Data Models Distance Diversity Phylagery ~ User Tree Ancestars Selection Rates Clocks
TA i InL Construct/Test Maximum Likelihood Tree...
Ty CDL?:: %% Construct/Test Neighbor-Joining Tree...
¥ Construct/Test Minimum-Evelution Tree...
ird| Construct/Test UPGMA Tree...

Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)

Open Tree Session

@ T = £ L4 = &

First time User? | Tutorial Examples Citation | MEGA Web | Repart aBug | Updates?
MEGA release #5110131 mena 1.mea

Customize ToolBar = Preferences -

Figure 27 : La construction de I’arbre phylogénétique en utilisant la méthode UPGMA.
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En utilisant le modéle de « Kimura 2-parametres » modéle & deux parametres de Kimura
(1980) corrige les occurrences multiples, en tenant compte des taux de substitution
transitionnelle et transversionnelle, tout en supposant que les quatre fréquences nucléotidiques
sont les mémes et que les taux de substitution ne varient pas entre les sites (voir la distance
gamma associée). Et en utilisant aussi le programme "Bootstrap” qui a été appliqué avec un

nombre de répétitions égal a 1000 (Figure27).

E M5: Analysis Preferences

Options Surmmary |

Option | Selection

Analyziz
Scope
Statistical Method
Phylogeny Test
Test of Phylogeny
Ao of Fooreian Sandnais
Substitution Model
Substitutions Type

M odel/Methad

Subshitutions ta Include
R ates and Patterns

Fatez among Sitez

Fattern among Lineages
D ata Subset to Use

Gapz/Mizzing Data Treatment

Select Cadon Positions

Phylogeny Reconstruction
All Selected Taxa

Bootstrap method
noo

Mucleotide

d: Transitions + Transversions
I nifarm rates

S ame [Homogeneos]
Complete deletion

[w Tzt v Z2nd v 3rd v MNoncoding Sites

x Ear‘u:e|| ? Help

~/ Compute

Figure 28 : Les parametres utilisés pour la reconstruction phylogénétique.

Pour passer a 1’étape suivante faut établir un Alignement trimmer. Appuyez sur " show
exemple” pour l'essayer sans soumettre votre propre sequence (Figure 29).Cet alignement
supprime simplement les zones limites pleines des gaps(en format Fasta), le résultat

d'alignement obtenu est utilisé dans le logiciel DnaSP (Figure 30).
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Alignment trimmer (fasta files) [Help]_[FAQ]_f=1E0,

Upload or paste your fasta formatted sequences

Parcourir... | STAT5A.doox

Action

Trim alignment || Show example

Figure 29 : Alignement trimmer (la forme FASTA).

Save trimmed alignment

Alignment blocks (red=cropped, green=kept) [ Save to disk | ' windows (detected) + (output format)

Alignment blocks (red=cropped, green=kept)

ATLCILLATALL epReTpREeN TR GG AL G L TS
AGCCTCCATATTCTITATTIGCCTATACCTTCATGTAGGTCGCGEACTITACTACGGATCTTATACCCITACCGAAACCTGARATATTGGCATTCTTCTACTCTICGCIGTG
AGCCTCCATATTCTITATTIGCCTATACCTTCATGTAGGTCGCGEACT CTACTACGGATCTTATACCCITACCGAAACCTGARATATTGGCATTCTTCTACTCTICGCIGTG
AGCCTCCATATTCTITATCTGCCTGTACCTCCACGTAGGTCGCGEACTITACTATGGATCTTATACTCICACTGAGACATGAAACGTTGGCATTCTCTTACTATTCGCCGTT
AGCCTCCATATTCTITATTIGT CTATACCTTCATGTAGGTCGTGEACT CTACTACGGATCTTATACCCITACTGAAACATGARATATTGGCATTCTTCTACTCTICGCIGTG
AGCCTCCATATTCTITATTIGT CTATACCTTCATGTAGGTCGTGGACT CTACTACGGATCTTATACCCITACTGAAACATGAAATATTGGCATTCTTCTACTCTTIGCIGTG
AGCCTCCATATTCTITATTIGCCTGTATCTTCATGTAGGTCGCGEACT CTACTACGGATCTTATACTCITACCGAAACCTGAAATATTGGCATTCTCCTACTCTTIGCIGTT
AGCCTCCATATTCTTCATCTGCTIGTATCTCCATGTAGGCCGCGEACTITACTACGGAT CTTATACGCITACCGAAACCTGARATATTGGCATTCTCCTACTCTTIGCIGTG
AGCCTCCATATTCTTCATCTGCTIGTATCTCCATGTAGGCCGCGEACTITACTACGGATCTTATACGCITACCGAAACCTGARATATTGGCATTCTCCTACTCTTIGCIGTG
AGCCTCCATATTCTITATTIGCCTGTATCTCCATGTAGGCCGCGEACTITACTACGGATCTTATACCCTCACCGAAACCTGARATATTGGCATTCTCTTACTCTTIGCCGTG
AGCCTCCATATTCTTCATTIGCCTGTACCTCCATGTAGGCCGCGEACTITACTACGGATCTTATACTCICACTGAAACCTGAAATATTGGCATTCTCCTACTCTTIGCTIGTA
AGCCTCCATATTCTTCATTIGCCTGTACCTCCATGTAGGCCGCGEACTITACTACGGATCTTATACTCICACTGAAACCTGARATATTGGCATTCTCCTACTCTTIGCTIGTA
AGCCTCCATATTCTTCATTIGCCTGTACCTCCACGTGGGCCGCGEGCTITACTACGGATCTTATACCCTCACTGAAACCTGAAATATTGGTATTCTTCTACTCTTIGCCGTG
AGCCTCTATGITCTITATTIGCCTGTACCTTCATGTAGGCCGCGEACTITACTACGGATCTTACACTCTCACTGAGACCTGARACATCGGTATCCTCCTACTCTTIIGCIGTG
AGCCTCCATATTCTTCATCTGCTIGTATCTCCATGTAGGCCGCGEACTITACTACGGATCTTATACGCITACCGAAACCTGARATATTGGCATTCTCCTACTCTTIGCIGTG
AGCCTCCATATTCTITATTIGCCTATACCTTCATGTAGGTCGCGEACT CTACTACGGATCTTATACCCITACCGAAACCTGARATATTGGCATTCTTCTACTCTICGCIGTG
GACCTCCTAGGAGACCCCGACARCTACACCCCAGCCAACCCTCTARACACCCCACCACACATCARGCCAGAGTGATATITCCTATITGCCTATGCAATTCTACGCTCAATTCCTARTARACT ATTAGCCCTAGTCCTATCCATICTAGTCCTAGCTATC
FCATCTTCTAGGAGACCCCGACAACTACACTCCAGCCAACCCTCTARACACCCCACCANACATCARACCAGAATGATATITCCTATICGCCTATGCAATCCTGCGCTCAATTCCTARCARACT ATTAGCCCTAGTCCTCTCCATCCTGATCCTAGCTATC

Figure 30 : Résultat d'alignement des sequences Cytb du genre Miniopterus en utilisant le
logiciel FABOX.

-La zone rouge indiquant les gaps, leurs présences expliquées par 2 possibilités : soit la
délétion des bases azotées de séquences qui contiennent les gaps, ou bien I’insertion
des bases dans les séquences qui ne contiennent pas de  gaps.

-La zone verte conservée indique les régions de similarité entre les séquences.

11.2.1.3. DnaSP

La version 6 du logiciel DNA Séquence Polymorphism (DnaSP), une nouvelle version de
I'outil populaire pour effectuer des analyses génetiques de population exhaustives sur des
alignements de séquences multiples (Figure 31) (Rozas et al., 2017). DnaSP peut estimer
plusieurs mesures de variation de séquences d'ADN au sein et entre des populations dans des
sites non codants, synonymes ou non, ou dans diverses sortes de positions de codon, ainsi que
des parametres de déséquilibre de liaison, de recombinaison, de flux de génes et de

conversion de genes. De plus, DnaSP peut effectuer un certain nombre de tests de neutralités.

&
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Les résultats des analyses sont affichés sous forme de tableaux et de graphiques (Rozas et al.,

2020) .

DnaSP accepte cing formats de fichiers de données d'entrée

: FASTA, MEGA, NBRF/PIR,

NEXUS et PHYLIP. Les fichiers de données doivent stocker un alignement de séquences

d’ADN multiples avec polymorphisme données (variation

intraspécifique), variation

interspécifique des nucléotides (variation entre les especes), ou toute combinaison des deux.

Etant donné que tous les formats sont au format ASCII (texte), les fichiers peuvent donc étre

visualises et modifiés dans n'importe quel éditeur de texte brut. Le logiciel permet d’exporter

et de convertir des fichiers de données dans la format Network (Librado et al., 2009).

2 DNA Sequence Polymorphism v6.12.03

FI\E Data
Hedia

Disglay ~ Analysis Dvamew Gegerate  Tools  Window  Help

N g T < ST

Polymorphism Data...

MultiDomain Analysis...

Polymorphism/Divergence Data..

Concatenate Data Files...

Open Data File...

Ctrl+O
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Polymorphic Sites..

Close Data File
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Multi Data Files Analysis (Batch Mode)...

Haplotype Frequency Data File Analysis (*arp)...

Multi-MSA Data File Analysis (All Pasitions; RadSeq Data)...
Multi-MSA Data File Analysis {SNP Positions; *wcf}...

Open Unphase/Genotype Data File...

Unfold a FASTA File (Diploid Individuals) with Ambiguity Codes...

Gaps in Sliding Windou...
Gaps in Sequence Sets...
Segregating Sites / Mutations...

Assign Coding Regions...
Assign Genetic Code..
Assign Preferred / Unpreferred Codons Table...

Define Domain Sets...

Convert a Fasta File with Ambiguity Codes to Ns... Define Sequence Sets...
Save / Export Data As... Remove Positions...
Update NEXUS Data File Include / Exclude Sequences... 2
Options for Saving (NEXUS Format)...
Graphon.
Send All Output to File... Data Info
Close Output File e
View Data

Save Current Output... Cuil+S
Page Setup...
Print Output... P

View Data Options.

Output Color 3

1 G\ \cropped_alignment(?) statSafasta

2 C\..\cropped_alignment fasta

3 CAUsers\acen\Desktop\MEGA\mega 1.meg
4 G\ \examples\EX#4NL NER

Exit

Ctrl+X

DNA Polymarphism..

InDel (Insertion-Deletion) Polymorphism...
DNA Divergence Between Populations.
Conserved DNA Regions..

Polymorphism and Diverg

Polymor,
Synonymous and NonSynon

Shuttle to: DNA Slider...
ms (Dick Hudson) Data File Format..

L2

Filtered Positions Data File...
Polymorphic/Variable Sites Data File...
Haplotype Data File..

Translate to Protein Data File...
Reverse Complement Data File...
Prepare Submissiol

n for EMBL / GenBank Database...

Cadon Usage Biss..

Preferred and Unpreferred Synonymous
Gene Conversion...

Gene Flow and Genetic Differentiation...
Linkge Disequilibrium...
Recombination.

Population Size Changes...

Coalescent Simulations (1-locus | 1-pop) -

Substitutions.

Coalescent Simulations (n-loci | 1-pop)...
Coalescent Simulations (DnaSP v5)...

HKA Test (Direct Mode)...

Discrete Distributions...
Tests of Independence: 2x 2 table...
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7
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McDonald and Kreitman Test...

Tajimar's Test.

Contents F2

Search for Help on...
DnaSP Bug Reports

Citation
More recent DnaSP version: 61203

DnaSP Web Page
About Dnasp

Pour avoir les haplotypes de ces séquences, nous avons utilisé les parametres présentés dans

la figure 32. Les résultats peuvent étre enregistrés sur des fichiers NEXUS ou de données de

Roehl.

Figure3l : Barre d’outils de DnaSP.
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F DNASequence Polymorphism - cropped_alignment fasta
File Date Display Analysis Overview | Generate | Tools Window Help

BT = E = 6 E R

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...
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Cancel oK
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Figure 32 : Interface utilisateur de DnaSP.

11.2.1.4. DAMBE

DAMBE est un logiciel complet pour I'analyse de données génomiques et phylogénétiques sur

des ordinateurs Windows, Linux et Macintosh (Figure33, Figure 34).

DAMBE est destiné a I'analyse de séquences descriptives et comparatives avec une interface

graphique, conviviale et intuitive (Figure 35) (Xia, 2018).

J Data Analysis in Molecular Biology and Evolution
File Edit Alignment Sequences Seq.Analysis Phylogenetics Structure Bicinfo Genomics Graphics Tools Help

|DAMBE is a versatile software workbench for research in genomics, molecular biology and evolution.
= New Citation:
¢ Xia X 2017. DAMBE6: New tools for microbial genomics, phylogenetics and molecular evolution. Journal
of Heredity 108:431-437.
¢ Xia, X_2013. DAMBES: A comprehensive software package for data analysis in molecular biology and
evolution. Mol Biol Evel 30 (7), 1720-1728

=> Lab tutorials for teaching at: http://dambe bio.uottawa. ftware_download/LabM: IDAMBE .pdf
—=> Here are some clickable sample files inchided for practice:
¢ VertCOLfas: Aligned mitochondrial COL from eight v b species, for isil lecul
phylogenetic analysis
¢ VertCytB.fas: Unaligned mitochondrial Cyt-h from eight b species, for practicing sequence
i and aligning nucleotid, against aligned amino acid sequences.

¢ YeastEI5-5-12.fas: Exon-intron junction from Saccharomyces cerevisiae protein-coding genes, for practising
motif characterization with the position weight matrix.
¢ YeastAlllntron.fas: Introns from S. cerevisiae for practising motif prediction with Gibbs sampler.
—=> DAMBE is freely available at: http:/dambe.bio.uottawa.ca/DAMBE/dambe.aspx

Figure33 : La page principal de logiciel DAMPE
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Figure34 : Barre d’outils de DAMBE.
Data Analysis in Molecular Biology and Evolution ==
File Edit Alignment Sequences Seq.Analysis Phylogenetics Structure Bioinfo Graphics  Tools Help
There are 101 sequences in DAMBE's buffer. Only the first 100 sequences are displz Nucleotide Skew 8.5 Genomic GC Skew =] i
z
0 20 30 40 50 60 70 80 cure D M0 150 | | Type of nuckeotide skew 20 220 230 240 250 260
e || Genelocation analysis A Greases At s B s St s |
KP455388.1 TCCGAAAATCCCACCCCCTTATCAAAATTATCAACAGCTCCCT Extract gene info ACATTTCATCCTGE [CTTAGCCATCCAAATCTTAACCGGACTGTTTCTH
KJ535787 1 CCATATTTGCCGAGACGTCAATTACGGTTGAATTCTCCGCTAC et LOCUS info ATTCTTTATCTGCC| | Chosse (highight) a sequence below INCGGATCCTATACCCTCACTGAAACCTGAAAT/
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KJ535623 1 CCATATCTGCCGAGACGTCAATTACGGTTGAATTCTCCGCTACCTTCACGCCAACGGGGCCTCTATATTCTITATCTGCT] LCGGATCCTATACCCTCACTGAAACCTGAAAC
GU290283.1 GCCCTAGGATTTCTAATCATAATCATAGCACTACTAACTITAGTATTATITTCTCCAGATCTCCTAGGGGATCCCGACAAL | [ Graphic sutput LACCACATATCAAACCAGAGTGATACTTCTTAT
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AF217443.1 AAATCCCACCCCCTTATCAAAATCATCAACAGCTCCCTAGTGGACCTCCCAGCTCCCTCAAACATCTCGTCCTEATEGA! | yindow size [BAATCCAGATCCTGACCGGACTATTTCTAGCCH
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MW/054888.1 ATGACCAACATCCGAAAATCTCACCCTCTTATCAAAATTGTCAACAGCTCCCTAGTAGACCTCCCAGCCUCATCAAAG | | & by L skew FAGGGGTGTGCTTAGGAATCCAAATCCTGACT
MN366288. 1 ATGACCAACATCCGAAAATCTCACCCTCTTATCAAAATTGTCAACAGCTCCCTAGTAGACCTCCCAGCCCCATCAAACA AGGGGTETGCTTAGGAATCCAAATCCTGACCE
AF130123.1 ATGACCAACATTGGCAAATCCCACCCCCTTATCAAAATCGTTAACAGTTCCCTAGTGGACTTCCCAGCTCCTTCARACAT | | by AT skew AGGAGTGTGCTTAGGAATCCAGATCCTGACCG
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MN504398.1 GCTATTCAAATTCTAACCGGACTATTCCTAGCCATACACTACACAGCAGATACAGCAACAGCCTTCAACTCGGTCACT( ATTCTCCGCTACCTTCATGCTAACGGAGCCTCT.
MN504396.1 GCTATTCAAATTCTAACCGGACTATTCCTAGCCATACACTACACAGCAGATACAGCAACAGCCTTCAACTCGGTCACT] | ™ ATTCTCCGCTACCTTCATGCTAACGGAGCCTCT.
KF709539.1 TTACTACGGATCTTATACTCTCACTGAAACCTGGAACATTGGTATCCTCCTACTCTTTGCTGTGATAGCAACAGCATTCAT] CTTTCTGAGGGGCAACAGTCATTACAAATCTTT
MNOB4736.1 CTAGTAGACCTTCCAGCCCCCTCAAACATTTCATCCTGATGAAACTTTGGATCCCTACTGGGAGTATGCCTAGCTATTCA 1 C2 &3 0 nu2 CTATACAGCAGATACAGCAACAGCCTTTAACT
FJ232806.1 ATGACCAACATCCGAAAATCTCACCCCCTTATTAAAATTATCAACAGCTCCCTAGTAGACCTTCCAGCCCCCTCAAACAT SGGAGTATGCCTAGCTATTCAAATCTTAACCGE
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MW491238.1 ATGACCAACATCCGAAAATCCCACCCCCTTATAAAAATTGTCAACAGCTCCCTAGTAGACCTCCCAGCCCCATCAAAG TAGGAGTGTGCTTAGGGATCCAAATCCTGAC
FJ363130.1 AAATCCCACCCTCTTATCAAGATTATCAACAGCTCCCTAGTGGACCTTCCAGCCCCTTCAAACATTTCATCCTGATGAAA Cancel G TATTCAAATCTTAACCGGACTATTCCTGGCCAT
DQBI9766.1 AAATCCCATCCTCTTATCAAAATTATCAACAGCTCCCTAGTAGACCTTCCCGCTCCTTCAAATATCTCATCCTGATGAAAT TATTCAAATCTTGACCGGACTATTTCTGGCCAT,
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HQ619939.1 ATGACCAACATCCGAAAATCCCACCCCCTTATCAAAATTATCAACAGCTCTCTAGTAGACCTTCCAGCTCCTTCAAATATTTCATCTIGATGAAACTTTGGTTCCCTACTAGGAGTATGCCTAGCTATTCAAATCTTAACCGG.
DQB99780.1 AAATCCCACCCCCTTATCAAAATTATCAACAGCTCTCTAGTAGACCTTCCAGCTCCTTCAAATATTTCATCTTGATGAAACTTTGGTTCCCTACTAGGAGTATGCCTAGCTATTCAAATCTTAACCGGACTATTCCTAGCCATA
KJ095156.1 TCCCTACTAGGAGTATGTCTAACC?TTCAAATCTTAACCGGATTGTTCCTAGCCATGCACTACACAGCAGATACAGCTACAGCCTTTAACTCAGTCACTCATATCTGCCGAGACGTCAACTATGGTTGAATTCTCCGCTATCT ~
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Figure35 : Barre d’outils qui fait les graphes de C/G et A/T.
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11.2.1.5. Network

Logiciel Network (Figure36) est utilisé pour reconstruire des réseaux et des arbres
phylogénétiques, déduire des types ancestraux et types potentiels, les ramifications et

variantes évolutives par median-joining ou MJ network algorithme.

Un concept fondamental des algorithmes de construction de réseaux est la « distance »
génétique entre deux séquences dans un ensemble de données. Ceci est calculé par le nombre

de caractéres différents entre ces séquences (guide de logiciel).

13 Network 102 =E)=E]

Data Entry Calculate Network  Draw network  Time estimates  Tools  About  Exit

Welcome. Proceed to Data Entry, and
select ']llamlal ! to create a qutck test f le.

Figure36 : Menu principal de logiciel Network 10
Sélectionner le fichier rdf créé manuellement dans I’éditeur de données network ou exporté
depuis le logiciel DNA alignement (MEGA) en format Fasta ou programme DnaSp (Figure37).
Aprés avoir ouvert le fichier, les paramétres de calcul peuvent étre visualisés et modifiés
(Menu parameétres). Apres avoir modifié les parametres, le calcul peut étre démarré (Calculer

le réseau) et le fichier de résultat est enregistré (*.out) (Figure38).
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Exit

Figure37 : Ouverture du fichier de donnees rdf pour le calcul du réseau MJ.
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Figure38 :L’ouverture du fichier * out pour I'affichage visuel et I'analyse.
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Le fichier * out peut étre ouvert, visualisé et analysé dans I'option Draw Network (Figure39).

112 Network 10.2 o [E ][R

DataEntry C

1% Draw Network
E Bt Help
=) Zoom Navigation 7| Display parameters

"I Nodes proportional to frequencies
"|Display only torso

"| Display mutated position

'] Display mutated position lines

“| Display node names

Font size: 63

5 @ @
Node size: Min. 8 (& Max 50 &
[VIshow median vectors

7] Display median vector names

Node size (pixels) 6 5]

Figure 39 : Reconstruction de réseau haplotypique.
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Cette partie consiste en la comparaison entre les espéces des Miniopteres sur le plan moléculaire
a partir des données de la GenBank, afin de déterminer la position de ces espéces dans 1’arbre

phylogénétique, et leurs évolutions par des analyses statistiques des genes étudieés.

I11. Résultats et discussion :
I11.1. Résultats de la GenBank

Les séquences d’ADN des différentes especes extraites de la GenBank selon la taille et la
région géographique de la localisation de I’espéce étudiée sont mentionnées dans le tableau
en annexe et résumé dans le tableau Il ci-dessous.

Aprés I’analyse des données de la GenBank nous avons pu récupérer 144 séquences de deux
génes différents Cytochrome b et STAT5A de genre Miniopterus a partir de 27 especes parmi
34 et 9 sous-espéces parmi 11 présentées. 1l y a plusieurs séquences identiques a 100% pour
cela nous ne prendrons en considération qu’une seule séquence représentative.

Tableau Il : Séquences d’ADN nucléaires et mitochondriales de genre Miniopterus extraites

de la GenBank.

Espéce Nombre Séquences Séquences Nombre | Nombre

total des d’ADN d’ADN total de | total de

séquences nucléaire mitochondrial | Cytb STAT5A
Miniopterus aelleni 33 15 18 ikl 3
Miniopterus cf. aelleni A 6 - 6 6 -
Miniopterus cf. aelleni B 14 - 14 14 -
Miniopterus africanus 16 1 15 2 -
Miniopterus ambohitrensis 6 5 1 1 1
Miniopterus australis 21 8 13 2 1
Miniopterus fraterculus 106 23 83 50 1
Miniopterus fuliginosus 15900 75 15825 1 -
Miniopterus gleni 45 11 34 35 2
Miniopterus griffithsi 16 10 6 6 2

E
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Miniopteru sgriveaudi
griveaudi = i = = i
Miniopterus inflatus rufus 1 - 1 1 -
Miniopterus macroceneme
5 4 1 1 1
Miniopterus maghrebensis
14 - 14 14 -
Miniopterus magnater 67 3 64 7 -
Miniopterus mahafaliensis 28 10 18 18 2
Miniopterus majori 55 10 45 44 2
Miniopterus manavi 33 21 12 11 2
Miniopterus medius 4 - 4 1 -
Miniopterus minor 57 1 56 7 -
Miniopterus mossambicus 36 20 16 16 4
Miniopterus newtonii 4 - 4 4 -
Miniopterus schreibersii
y 11 - 11 1 -
bassanii
Miniopterus schreibersii
) 25 - 25 2 -
oceanensis
Miniopterus paululus 18 15 3 3 3
Miniopteru sschreibersii
blepotis 2 i 2 1 i
Miniopterus petersoni 21 11 10 10 2
Miniopteru sschreibersii
orianae 3 ) 3 2 i
Miniopterus schreibersii
pallidus 126 - 126 66 -
Miniopterus schreibersii
schreibersii 69 ) 69 59 i
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Miniopterus schreibersii
villiersi 3 ' 3 3 '
Miniopterus sororculus 24 11 13 13 y)
Miniopterus griveaudi 157 10 147 2 2
Miniopterus inflatus 32 10 22 1 1
Miniopterus natalensis 33529 33416 113 24 -
Miniopterus schreibersii 928 212 716 7 1
Miniopterus sp. B165 1 - 1 1 -
Miniopterus sp. B76 1 - 1 1 -
Miniopterus sp. B96 1 - 1 1 -
Miniopterus sp. BBRA-

33 10 23 23 2
2009c
Miniopterus sp. BRA-2011 25 10 15 15 2
Miniopterus sp. clade 1

68 25 43 43 4
TD-20
Miniopterus sp. clade 10
TD-2020 33 23 10 20 5
Miniopterus sp. clade 2
TD-2020 40 15 25 25 3
Miniopterus sp. clade 3
TD-2020 0 > ! ! '
Miniopterus sp. clade 4
TD-2020 46 20 26 26 4
Miniopterus sp. clade 5
TD-2020 25 14 11 11 3
Miniopterus sp. clade 6
TD-2020 0 > ! ! .
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Miniopterus sp. clade 7

TD-2020 37 15 22 22 2

Miniopterus sp. clade 8

TD-2020 29 15 14 14 3

Miniopterus sp. clade 9

TD-2020 20 15 5 5 3

Miniopterus sp. Comoros

clade 2 9 i 9 3 i

Miniopterus sp. FMNH

167450 ! - 1 1 )

Miniopterus sp. FMNH

172602 ! - ! ! .

Miniopterus sp. n. TM- 5 - 5 5 -

2020

Miniopterus sp. P3 1 - 1 1 -

Miniopterus sp. P4 5 - 5 5 -

Miniopterus sp. P5 3 - 3 3 -

Miniopterus sp. P6 8 - 8 8 -

Miniopterus sp. P7 1 - 8 8 -

Miniopterus sp. SMG- 1 - 1 1 -

2014a

Miniopterus sp. Sororculus 5 - 5 5 -

Miniopterus sp. X3 1 - 1 1 -
Total 51882 34075 17770 673 62

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

% 34075 séquences d’ADN génomique : STAT5A, ROGDI, COPS7A .. .etc.

# 17770 séquences d’ADN mitochondriale : cytb, D-Loop, ND2 .. .etc.
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Afin d’établir des liens de parenté entre les espéces de genre Miniopterus, notre étude est basée

sur deux genes ;

1. Géne de I’ADN mitochondrial : Le géne cytochrome b (cyt-b) est un gene mitochondrial

impliqué dans le transport des électrons dans la chaine mitochondriale, largement utilisé dans

les études systématiques pour résoudre les divergences a de nombreux niveaux taxonomiques

(Izeni et al., 2001) (Figure 40).

2. Géne de I’ ADN génomique : Transducteur de signal et activateur de la transcription 5 A (STAT5A)
est un facteur de transcription qui remplit des fonctions importantes dans bon nombre de ces processus.

STATS5A est largement exprimé dans tout le systeme hématopoiétique (Fatrai et al., 2011) (Figure

41).
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Figure 40 : Schéma montrant I’organisation de I’ADN mitochondrial et la position de Cytb.
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Figure 41 : La position du géene STAT5A sur le chromosome 17(17921.2) ; localisation

cytogénétique sur le bras long (g) du chromosome 17 a la position 21.2
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I11.2. Analyses phylogénétiques

I11.2.1.Construction des arbres phylogénétiques

La construction de I’arbre phylogénétique a été réalisée a l'aide du programme MEGADS.
Premierement, nous avons choisi les séquences représentatives de Cytb et STAT5A en se basant
sur 1’origine géographique et la taille en effet, nous avons remarqué qu’il existe une certaine
variabilité de taille entre les séquences du gene Cytb qui empéche d’avoir un bon alignement
pour cela nous étions obligés de traiter les petites séquences (entre 222pb et 833pb) et savoir
leurs positions par rapport aux grandes séquences (entre 1010pb et 1140pb), nous avons pu

avoir deux groupes de séquences A et B.

5 3

Groupe A {

5

3
} Groupe B

Figure 42 : Schéma expliquant les positions des petites séquences par rapport aux grandes

séquences dans I’alignement.

111.2.1.1 Arbre phylogénétique de Cytb du groupe A

Groupe A : Comprend toutes les grandes séquences avec les séquences qui ont pris la position
5’ dans I’alignement et qui sont :

Miniopterus aelleni : Au total il y a 6 séquences, nous avons pris deux séquences de
Madagascar (1116pb) et (1121pb).

Miniopterus cf. aelleni B : Cette espece représente 14 sequences de taille (1014pb), nous avons
pris une séquence de Madagascar.

Miniopterus cf. aelleni A : Au total il y a 6 séquences, nous avons pris une séquence de taille
(1014pb) de Madagascar.

Miniopterus africanus : Nous avons pris les deux séquences existantes (1049pb) de Kenya et
(525pb) de Comores.

Miniopterus ambohitrensis : Nous avons choisi une parmi deux séquences de taille (1014 pb)
de Madagascar.

Miniopterus australis : Nous avons choisi une séquence (525pb) de Vanuatu.
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Miniopterus fraterculus : Au total il existe 50 séquences, nous avons pris quatre séquences
(1131pb), (1140pb), (414pb) et (525pb) de I’ Afrique du sud et (414pb) de Swaziland.
Miniopterus fuliginosus : Cette espéce présente une seule séquence de taille (1140pb) du
Japon.

Miniopterus gleni : Au total il existe 35 séquences, nous avons choisi trois séquences (1010pb),
(1124pb) et (417pb) de Madagascar.

Miniopterus griffithsi : Nous avons pris les séquences de (1014pb), (1115pb) et (397pb) de
Madagascar.

Miniopterus griveaudi : Nous avons pris une séquence (1140pb) de Comores.

Miniopterus griveaudi griveaudi : Nous avons pris deux séquences (1094pb) et (1125pb) de
Comores et (1125pb) de Madagascar.

Miniopterus inflatus : Nous avons choisi deux séquences I’une de Kenya (1049pb) et I’autre
(390pb) du Gabon.

Miniopterus inflatus rufus : Une seule séquence de Kenya (1049pb).

Miniopterus schreibersii : Nous avons choisi trois séquences de Philippines, Japon et la Chine
de taille (1140pb), une séquence de I’Espagne (755pb), une séquence de Papouasie.

Nouvelle Guinée (354pb), une séquence de la Turquie (811pb), et une séquence de 1’ Australie
(354pb).

Miniopterus schreibersii pallidus : Nous avons pris deux séquences 1une (525pb) de I’ Afrique
du sud et I’autre (534pb) de Liban.

Miniopterus schreibersii villiersi : Une seule séquence (390pb) de Liberia.

Miniopterus sororculus : Au total il existe 18 séquences, nous avons pris quatre séquences de
Madagascar qui sont : (1014pb), (1125pb), (1131pb) et (414pb).

Miniopterus tristis : Nous avons choisi une séquence (1014pb) de Papaousie Nouvelle Guinée.
Miniopterus macroceneme : Une seule séquence de I’ Afrique du sud (525pb).

Miniopterus maghrebensis : Nous avons choisi deux séquences 1’une de Libye (1130pb) et
I’autre (534pb) du Maroc.

Miniopterus magnater : Nous avons pris trois séquences : (1140pb) d’Inde, (1140pb) de la
Chine, et (404pb) de Malaisie.

Miniopterus mahafaliensis : Nous avons pris deux séquences (1125pb) et (475pb) de
Madagascar.

Miniopterus majori : Nous avons pris deux séquences (1140pb) et (414pb) de Madagascar.
Miniopterus manavi : Nous avons pris deux séquences (1125pb) et (222pb) de Madagascar.

Miniopterus medius : Une seule séquence de Malaisie (1140pb).
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Miniopterus minor : Nous avons choisi deux séquences 1’une de Kenya (1049pb) et 1’autre
(1140pb) de Tanzanie.

Miniopterus mossambicus : Nous avons pris trois séquences : (1027pb) de Mozambique,
(1014pb) de la Tanzanie, et (1014pb) de Kenya.

Miniopterus natalensis : Nous avons choisi deux séquences de 1’Afrique du Sud de taille
(1140pb) et (525pb).

Miniopterus newtonii : Une seule séquence de Madagascar (525pb) parmi quatre séquences.
Miniopterus schreibersii bassanii : Une seule séquence de 1’ Afrique du sud (525pb).
Miniopterus schreibersii oceanensis : Une seule séquence de 1’ Australie (402pb) parmi deux
séquences.

Miniopterus paululus : Une seule séquence de Philippines (1029pb) parmi trois sequences.
Miniopterus petersoni : Il existe 10 sequences, nous avons choisi deux séquences (1125pb) et
(397pb) de Madagascar.

Miniopterus schreibersii blepotis : Une seule séquence de la Nouvelle Guinée (354pb).
Miniopterus pusillus : Nous avons choisi deux séquences 1’'une de I’Inde (1140pb) et ’autre
(1140pb) de la Chine.

Miniopterus schreibersii orianae : Nous avons choisi deux séquences 1’une de I’ Afrique du
Sud (525pb) et I’autre (354pb) de I’ Australie.

Miniopterus sp. BBRA-2009c : Au total il existe 32 séquences, nous avons pris une seule
séquence (1132pb) de Madagascar.

Miniopterus sp. BRA-2011 : Une seule séquence de Madagascar (1140pb) parmi 15 séquences.
Miniopterus sp. clade 1 TD-2020 : Nous avons pris une séquence de Kenya (1065pb), une
séquence de 1’0Ouganda (1014pb), une séquence da Tanzanie (1014pb), une séquence de
Mozambique (1014pb) et une séquence de Burundi (1014pb).

Miniopterus sp. clade 10 TD-2020 : Nous avons pris une séquence de Kenya (1014pb) parmi
dix séquences.

Miniopterus sp. clade 2 TD-2020 : Nous avons pris une séquence de Kenya et une séquence
de Tanzanie de (1014pb).

Miniopterus sp. clade 3 TD-2020 : Une seule séquence de 1’Ouganda (1014pb).

Miniopterus sp. clade 4 TD-2020 : Nous avons pris une séquences de Tanzanie (1014pb), une
séquence de Kenya (1014pb) et une séquence de Mozambique (1014pb).

Miniopterus sp. clade 5 TD-2020 : Nous avons pris une séquence de Kenya (1014pb) parmi 11
séquences.

Miniopterus sp. clade 6 TD-2020 : Une seule séquence de Malawi (1014pb).
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Miniopterus sp. clade 7 TD-2020 : Parmi 22 seéquences existantes, nous avons choisi une
séquence de 1’0Ouganda (1014pb) et une séquence de Kenya (1014pb).

Miniopterus sp. clade 8 TD-2020 : Parmi 14 séquences, nous avons pris une séquences de
Kenya (1014pb).

Miniopterus sp. clade 9 TD-2020 : Une seule séquence de Congo (1014pb) parmi 5 séquences.
Miniopterus sp. Comoros clade 2 : Une seule séquence de Comores (1014pb) parmi 3
séquences.

Miniopterus sp. FMNH 167450 : Une seule sequence de Madagascar (1125pb).

Miniopterus sp. FMNH 172602 : Une seule séquence de Madagascar (1125pb).

Miniopterus sp. n. TM-2020 : Une seule séquence de Liberia (390pb) parmi 5 séquences.
Miniopterus sp. P3 : Une seule séquence de Madagascar (1114pb).

Miniopterus sp. P4 : Une seule séquence de Madagascar (1114pb) parmi 5 séquences.
Miniopterus sp. P5 : Une seule séquence de Madagascar (1114pb) parmi 3 séquences.
Miniopterus sp. P6 : Une seule séquence de Madagascar (1114pb) parmi 8 séquences.
Miniopterus sp. P7 : Une seule séquence de Madagascar (1114pb).

Miniopterus sp. SMG-2014a : Une seule séquence de Madagascar (1121pb).

Les relations entre les séquences de Cytb ont été représentées dans 1’arbre suivant (Figure 43) :
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Figure 43 : Arbre phylogénétique reconstruit par méthode UPGMA basee sur 103 sequences
de Cytb du groupe A de genre Miniopterus en utilisant le logiciel MEGAS.
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D’aprés I’arbre (Figure 43) obtenu du groupe A de genre Miniopterus, nous avons remarqué
qu’il y a deux clades monophylétiques répartit dans deux zones géographiques différentes :
Clade 1 Australasie-Asie : Est y compris huit taxons d’Australasie et d’Asie : Miniopterus
pusillus, Miniopterus medius, Miniopterus australis, Miniopterus macroceneme, Miniopterus
paululus, Miniopterus schreibersii, Miniopterus magnater, Miniopterus fulginosus.

Ce clade est subdivisé en deux sous-clades :

Sous clade A qui se divise en :

Al : Il renferme les espéces Miniopterus schreibersii, Miniopterus magnater, Miniopterus
fulginosus.

A2 : Il renferme les sous-especes Miniopterus schreibersii orianae, Miniopterus schreibersii
oceanensis, Miniopterus schreibersii bassanii, et Miniopterus schreibersii blepotis.

Sous clade B qui se divise en :

B1 : Il renferme les espéces Miniopterus australis et Miniopterus macroceneme.

B2 : Représenté par les especes Miniopterus pusillus, Miniopterus medius, Miniopterus
australis et Miniopterus paululus.

Clade 2 Africain-Europeen : Il regroupe 22 différentes especes et qui sont: Miniopterus
petersoni, Miniopterus manavi, Miniopterus aelleni, Miniopterus cf. aelleni A, Miniopterus cf.
aelleni B, Miniopterus ambohitrensis, Miniopterus mahafaliensis, Miniopterus sororculus,
Miniopterus griveaudi, Miniopterus majori, Miniopterus gleni, Miniopterus griffithsi,
Miniopterus africanus, Miniopterus mossambicus, Miniopterus newtonii, Miniopterus
natalensis, Miniopterus schreibersii, Miniopterus macroceneme, Miniopterus maghrebensis,
Miniopterus fraterculus, Miniopterus minor, Miniopterus inflatus.

Ce clade est subdivisé en sous-clades :

Sous clade C qui se divise en :

C1 : Il renferme ’espéce Miniopterus inflatus et la sous-espece Miniopterus inflatus rufus.
C1: Il représente la sous-espéece Miniopterus schreibersii villersi.

Sous clade D qui est le plus diversifié, il se divise en :

D1 : Il représente une seule espece non classée Miniopterus sp (Kenya8).

D2 : Il contient deux especes Miniopterus fraterculus et Miniopterus minor.

D3 : Il renferme les espéces Miniopterus maghrebensis, Miniopterus schreibersii, Miniopterus
natalensis, avec la sous-espéce Miniopterus schreibersii pallidus.

D4 : 1l comprend trois espéces Miniopterus africanus, Miniopterus mossambicus et I’espece

Miniopterus newtonii.
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D5 : Il comprend trois espéces Miniopterus gleni, Miniopterus griffithsi et Miniopterus majori.
D6 : Il représente une espece Miniopterus griveaudi et une sous-espéce Miniopterus griveaudi
griveaudi.

D7 : Comprend I’espéce de Miniopterus mahafaliensis et Miniopterus sororculus.

D8 : 1l renferme les espéces Miniopterus cf. aelleni B, Miniopterus ambohitrensis, Miniopterus
cf. aelleni A et Miniopterus aelleni.

D9 : Il renferme Miniopterus petersoni et Miniopterus manavi.

111.2.1.2 Arbre phylogénétique de Cytb du groupe B

Groupe B : 1l comprend toutes les séquences de grande taille décrites précédemment (entre
1010pb et 1140pb) avec les séquences qui ont pris la position 3’ dans 1’alignement et qui sont :
Miniopterus schreibersii pallidus : Nous avons pris la séquence d’Iran (687pb), une séquence
d’Azerbaidjan (456pb) et la séquence de la Turquie (456pb).

Miniopterus schreibersii schreibersii : Deux séquences, ont été prise, 1'une de la Turquie
(456pb) et I’autre de Géorgie (456pb).

Miniopterus mossambicus : Une seule séquence (833pb) de Zimbabwe.

Miniopterus sp. X3 : Une seule séquence de Madagascar (704pb).

Les relations entre les séquences de Cytb de ce groupe ont été représentées dans I’arbre

suivant (Figure 44) :
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Figure 44 : Arbre phylogénétique reconstruit par la méthode UPGMA basée sur 77 séquences
de cytochrome-b du groupe B de genre Miniopterus en utilisant MEGADb.
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D’aprés ’arbre (Figure 43) les séquences de Cytb du groupe B se répartissent en 2 clades
principaux :

Clade 1 Australasie-Asie : 1l regroupe 5 espéces différentes et qui sont : Miniopterus paululus,
Miniopterus medius, Miniopterus magnater, Miniopterus fuliginosus, et Miniopterus pusillus.
Sous clade A : Il se divise en :

Al : 1l comprend les espéces Miniopterus magnater et Miniopterus fuliginosus.

A2 : 1l renferme les especes Miniopterus medius et Miniopterus pusillus.

Sous clade B : Il représente une seule espece Miniopterus paululus.

Clade 2 Africain-Europeéen : Il regroupe 18 différentes especes et qui sont: Miniopterus
petersoni, Miniopterus manavi, Miniopterus aelleni, Miniopterus cf. aelleni A, Miniopterus cf.
aelleni B, Miniopterus ambohitrensis, Miniopterus mahafaliensis, Miniopterus sororculus,
Miniopterus griveaudi, Miniopterus majori, Miniopterus gleni, Miniopterus griffithsi,
Miniopterus africanus, Miniopterus mossambicus, Miniopterus maghrebensis, Miniopterus
fraterculus, Miniopterus minor, Miniopterus inflatus.

Ce clade se divise en :

Sous clade C : Il se divise en :

C1 : Il renferme la sous-espece Miniopterus schreibersii palludis.

C2: 1l comprend I’espece Miniopterus maghrebensis et la sous-espece Miniopterus
schreibersii schreibersii.

Sous clade D qui est le plus diversifié, il se divise en :

D1 : Il est représenté par une seule sous-espéce Miniopterus sp Malawi.

D2 : 1l renferme les especes Miniopterus petersoni, Miniopterus manavi et Miniopterus
mahafaliensis.

D3 : 1l est représenté par les especes Miniopterus minor, Miniopterus fraterculus et la sous-
espece Miniopterus inflatus rufus.

D4 : 1l comprend les espéces Miniopterus gleni, Miniopterus griffithsi et Miniopterus majori.
D5 : Il renferme trois espéces non classées Miniopterus sp Mozambique (2), Miniopterus sp
Tanzanie (3), et Miniopterus sp Kenya (4).

D6 : Il représente trois especes non classées Miniopterus sp (Uganda3), Miniopterus sp Kenya
(5) et Miniopterus sp Kenya (6).

D7 : 1l renferme une espéce Miniopterus sororculus.

D8 : Il est représenté par deux especes Miniopterus griveaudi et Miniopterus mossambicus,

avec la sous-espéce Miniopterus griveaudi griveaudi.
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B9 : Il renferme les especes Miniopterus aelleni, Miniopterus cf. aelleni A, Miniopterus cf.
aelleni B, Miniopterus ambohitrensis et Miniopterus africanus.

111.2.1.3 Arbre phylogénétique de STAT5A

38 séquences du STATS5A qui ont été récupérés aupres de la GenBank et qui sont :
Miniopterus aelleni : Une seule séquence parmi trois de taille (533pb) de Madagascar.
Miniopterus ambohitrensis : Une seule séquence de taille (533pb) de Madagascar.
Miniopterus australis : Une seule séquence de taille (466pb) d’Australie.

Miniopterus gleni : Une seule séquence parmi deux de taille (1010pb) de Madagascar.
Miniopterus griffithsi : Une seule séquence parmi deux de taille (533pb) de Madagascar.
Miniopterus griveaudi : Une seule séquence parmi deux de taille (533pb) de Comores.
Miniopterus inflatus : Une seule séquence (454pb) de Kenya.

Miniopterus schreibersii : Une seule séquence (456pb) de Comores.

Miniopterus sororculus : Une parmi deux séquences de taille (533pb) de Madagascar.
Miniopterus tristis : Une parmi deux séquences de taille (533pb) de Papouasie Nouvelle
Guinée.

Miniopterus mahafaliensis : Une parmi deux séquences de taille (533pb) de Madagascar.
Miniopterus majori : Une parmi deux séquences de taille (533pb) de Madagascar.
Miniopterus manavi : Une parmi deux séquences de taille (531pb) de Madagascar.
Miniopterus mossambicus : Nous avons pris trois séquences (533pb) de Mozambique,
(533pb) de Tanzania,et (533pb) de Kenya.

Miniopterus natalensis : Une parmi trois séquences (523pb) de I’ Afrique du sud.
Miniopterus paululus : Une seule séquence de taille (533pb) de Philippines.

Miniopterus petersoni : Une seule séquence parmi deux de taille (533pb) de Madagascar.
Miniopterus sp. BBRA-2009c : Une séquence parmi deux de taille (533pb) de Madagascar.
Miniopterus sp. BRA-2011 : Une séquence parmi deux de taille (494pb) de Madagascar.
Miniopterus sp. clade 1 TD-2020 : Une seule séquence parmi deux de taille (533pb) de Kenya.
Une seule séquence (533pb) de 1’Ouganda, une séquence (533pb) de Mozambique et ine
séquence (533pb) de Tanzanie.

Miniopterus sp. clade 10 TD-2020 : Il existe cing séquences, nous avons pris une séquence
(533pb) de Kenya.

Miniopterus sp. clade 2 TD-2020 : Il existe deux séquences, I’une (533pb) de Tanzanie, et
I’autre (533pb) de Kenya.

Miniopterus sp. clade 3 TD-2020 : Une seule séquence (533pb) de 1’Ouganda.

Miniopterus sp. clade 4 TD-2020 : Une seule séquence (533pb) de Tanzanie.
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Miniopterus sp. clade 5 TD-2020 : Il existe trois séquences, nous avons pris une séquence
(533pb) de Kenya.

Miniopterus sp. clade 6 TD-2020 : Une seule séquence (533pb) de Malawi.

Miniopterus sp. clade 7 TD-2020 : 1l existe trois séquences, nous avons pris une sequence
(533pb) de Kenya.

Miniopterus sp. clade 8 TD-2020 : Nous avons pris une parmi trois séquences (498pb) de
Kenya.

Miniopterus sp. clade 9 TD-2020 : Nous avons pris une parmi trois séquences (533pb) de
Congo.

Les relations entre les séquences de STAT5A ont été représentées dans ’arbre suivant (Figure
45) :
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Miniopterus sp Uganda (1)
Miniopterus sp Kenya (6) B15
Miniopterus mahafaliensis Madagascar
Miniopterus sp Malawi

Miniopterus griffithsi Madaascar

Miniopterus sp Kenya (10)

3 Miniopterus natalensis Afrique du sud

_3|: Miniopterus sp Madagascar (2) 9
Miniopterus sp Tanzania (3)
— 0 _|: Miniopterus sp Tanzania (2)

2

Miniopterus griveaudi Comores |

B
B14

—— Miniopterus manavi Madagascar -]

— 0 —E Miniopterus sp Mozambique (3) B13
3 Miniopterus sp Kenya (9)
Miniopterus sp Kenya (8)

0 Miniopterus sp Kenya (7) B10
T)’_E Miniopterus majori Madagascar
2 Miniopterus petersoni Madagascar

Miniopterus inflatus Comores B11
Miniopterus sp Uganda (2) B1()
Miniopterus gleni Madagascar B9

clade 2

— Miniopterus sp Tanzania (1) ]

65 L— Miniopterus sp Mozambique (1) _I

Miniopterus ambohitrensis Madagaﬁ
Miniopterus sp Kenya (4) B6

Miniopterus mossambicus Kenya

= Miniopterus mossambicus Tanzanﬁ 5
8 Miniopterus mossambicus Mozambique
11 Miniopterus sp Congo J

Miniopterus aelleni Madagascar B4

Miniopterus sp Madagascar (1) B3

Miniopterus sp Kenya (5) B2

Miniopterus sororculus Madagascar B |

Miniopterus schreibersii Comores A

Mininnteriia natililis Philinnines CIaCIel

Figure 45 : Arbre phylogénétique reconstruit par la méthode UPGMA basée sur 35 séquences

de STAT5A de genre Miniopterus en utilisant MEGADB.

j



Résultats et Discussion Chapitre 111

D’aprés I’arbre (Figure 44) les séquences de STATS5A se répartissent en 2 clades principaux :
Clade 1 : 1l comprend une seule espéce Miniopterus paululus.

Clade 2 : 1l regroupe 14 especes et qui sont : Miniopterus petersoni, Miniopterus manauvi,
Miniopterus aelleni, Miniopterus ambohitrensis, Miniopterus mahafaliensis, Miniopterus
sororculus, Miniopterus griveaudi, Miniopterus majori, Miniopterus gleni, Miniopterus
griffithsi, Miniopterus schreibersii, Miniopterus mossambicus, Miniopterus inflatu,
Miniopterus natalensis.

Ce clade se divise en deux sous clades :

Sous clade A : Il ne comprend qu’une seule espéce Miniopterus schreibersii.

Sous clade B : Est le sous-clade le plus diversifié, il se divise en :

B1 : Une seule espece Miniopterus sororculus représentée.

B2 : Une seule espece non classée Miniopterus sp Kenya(5) représentée.

B3 : Une seule espéce non classée Miniopterus sp Madagascar(1) représentée.

B4 : 1l renferme I’espéce Miniopterus aelleni.

B5 : Il comprend I’espéce Miniopterus mossambicus.

B6 : Une seule espece non classée Miniopterus sp Kenya(4) représentée.

B7 : Il renferme I’espéce Miniopterus ambohitransis.

B8 : Il comprend deux espéces non classées Miniopterus sp Mozambique(1) et Miniopterus sp
Tanzanie(1).

B9 : Il renferme ’espéce Miniopterus gleni.

B10 : Une seule espéce non classée Miniopterus sp Ouganda (2).

B11 : Il renferme I’espéce Miniopterus inflatus.

B12 : Il comprend deux especes Miniopterus majori et Miniopterus petersoni.

B13 : 1l renferme I’espéce Miniopterus manavi.

B14 : 1l renferme I’espéce Miniopterus griveaudi.

B15 : Il comprend deux espéces Miniopterus griffithsi et Miniopterus mahafaliensis.

111.2.2. Vérification des arbres phylogénétiques obtenus

Pour vérifier si les séquences sont proches nous avons utilisé Blast, ce logiciel identifie des
régions de similarité locale entre séquences. Le programme compare des sequences
nucléotidiques ou protéiques et calcule la significativite des résultats.

Les séquences sont classées en fonction d'un "score" qui dépend de I'nomologie avec la
séquence requise, de la taille de la banque et de la valeur du "E-Value". Plus celui-ci est petit,

plus I'homologie entre la séquence requise et celle de la banque est grande.
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Nous prenons quelques exemples de comparaison entre les séquences d’un méme groupe
monophylétique dans les trois arbres obtenus :

Exemple 1 : Dans I’arbre phylogénétique de groupe A du Cytb nous avons compareé la séquence
de Miniopterus manavi avec la séquence de Miniopterus petersoni, les résultats montrent qu’ils

sont trés similaires et leur pourcentage de similarité est de 97% (Figure 46) :

Miniopterus manavi voucher FMMH: 194074 cytochrome b gene, partial cds: mitochondrial Miniopterus manavi 2078 2078 100% 00 100.00% 1125 IFJ38313[],1II
Miniopterus manavi voucher FMMH- 187662 cytochrome b gene, partial cds;_mitochondrial Miniopterus manavi 2045 2045 100% 0.0 99.47% 1125 FJ3831291
Miniopterus manavi voucher UADBA43171 cytochrome b (Cyt-b) gene. partial cds: mitochondrial Miniopterus manavi 2034 2034 99% 00 99.38% 1122 HQG19934 1
Miniopterus manavi voucher UADBA43172 cytochrome b (Cyt-b) gene, partial cds: mitochondrial Miniopterus manavi 2028 2028 99% 00 9929% 1122 HQ619935.1

Miniopterus petersoni voucher Field Museum Chicago FMMNH194136 cytochrome b (cytb) gene,_partial cds; mitocho .. Miniopterus peter . 1951 1951 100% 00 125 EU091257 2

Miniopterus peter... 1943 1943 99% 0.0 97.95% 1121 HQ619936.1

Miniopterus petersoni voucher FMNH209186 cytochrome b (Cyt-b) gene, partial cds; mitochondrial

Miniopterus petersoni voucher Smithsonian Museum USNM577097 cytochrome b (cyth) gene. partial cds: mitochon . Miniopterus peter . 1934 1934 100% 00 9769% 1125 EU091258 2

Miniopterus petersoni voucher Smithsonian Museum UADBA-GKC3356 cytochrome b (cytb) gene _partial cds; mito... Miniopterus peter... 1934 1934 100% 0.0 97.69% 1125 EU091255.2

Miniopterus petersoni voucher USNM:577106 cytochrome b (Cyt-b) gene, partial cds: mitochondrial Miniopterus peter.. 1916 1916 99% 0.0 97.67% 1114 KJ095193.1

Miniopterus petersani voucher USNM:577102 cytochrome b (Cyt-b) gene, partial cds: mitochondrial Miniopterus peter.. 1914 1914 99% 0.0 97.67% 1114 KJ095192 1

Figure 46 : Comparaison entre les séquences de Miniopterus manavi et Miniopterus petersoni

a I’aide du programme BLAST.

Exemple 2 : Pour vérifier ’homologie des séquences dans 1’arbre du groupe B, nous avons
comparé deux séquences de Miniopterus ambohitrensis et Miniopterus cf. aelleni B, le

pourcentage d’homologie est de 99% (Figue 47) :

Lad N Nom Note  Score CCL;'-;'el"ture Valeur Par. Acc. .
a description scientifiqgue  maximale tota & a E Identifiant Len = Accession
requéte -
’ Miniopterus ambohitrensis voucher FMNH 202450 géne ... Miniopteru. .. 1847 1847 100% 0.0 100,00 % 1014 |MNS04220.1
’ Miniopterus sp. BERA-2009b bon UADBA SMG16182 gé... Miniopteru... 1842 1842 99% 0.0 99,31% 1119 FJ383135.1
¥ Miniopterus ambohitrensis voucher FMNH 202452 géne . Miniopteru... 1840 1840 100% 0.0 99,80 % 1014 MN504221.1
s Minioptére cf. bon aelleni B FMMH - 202451 géne du cyto... Minioptére. .. 1840 1840 99% 0.0 99.31% 1114 KJ095136.1
’ Minioptére cf. bon aelleni B UADBA:48635 géne du cytoc... Minioptére. .. 1836 1836 99% 0.0 1114 |KJ095142 1

Figure 47 : Comparaison entre les séquences de Miniopterus ambohitrensis et

Miniopterus cf. aelleni B a ’aide du programme BLAST.

Les résultats obtenus par le logiciel BLAST dans la comparaison entre les sequences du groupe
A, et les séquences comparées du groupe B de géne Cytb affirment leurs positions correctes

dans les arbres montrés précédemment.
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Exemple 3 : En comparant deux séquences du gene STATS5A, le resultat montre que la
séquence prise de Miniopterus petersoni n’est pas proche de celle de miniopterus majori (Figue
48) :

Couverture

La description Nom Mote Score de la Valeur Par. Acc. Prssreraten
scientifique  maximale total TR Ev ldentifiant  Len

Miniopterus majori voucher FMNH202518 géne du cytoch... Miniopteru... 2102 2102 100% 0.0 100,00 % 1140
Minicpterus majori voucher FMNH-209170 géne du cytoc . Miniopteru 2047 2047 99% 0.0 99,29% 1131 JE440270 1
Miniopterus majori voucher UADBA43264 géne du cytoch... Minicpteru. .. 2045 2045 98% 0.0 99,55% 1121 HQ619953 1
Miniopterus majori voucher UADBA43198 géne du cytoch... Miniopteru. . 2036 2036 95% 0.0 99,12 % 1131 HQE19955 1
Miniopterus majori voucher UADBA: 43253 géne du cytoc. .. Miniopteru. .. 2032 2032 97% 0.0 99,55% 1115 JF440273 .1
Miniopterus majori voucher UADBA- 43200 géne du cytoc... Miniopteru. .. 2032 2032 99% 0.0 99,03 % 1131 JF440271.1
Miniopterus majori voucher UADBA43261 géne du cytoch. . Miniopteru . 2032 2032 97% o0 99,55% 1115 HQGE19954
IMiniopterus majori voucher FMNH: 209175 géne du cytoc... Miniopteru. .. 2021 2021 97% 0.0 99,37% 1115 JE440277 .1
Miniocpterus majori voucher UADBA 43262 géne du cytoc... Minicpteru. .. 2013 2013 97% 0.0 99,28 % 1114 KJD95168.1
Minicpterus majori voucher UADBA 431599 géne du cytoc... Minioptera. .. 2013 2013 97% 0.0 99,258 % 1114 KJ0O95163.1
Miniopterus majori voucher UADBA 4 géne du cytoc. .. Miniopteru. .. 2010 2010 97% 0.0 99,19 % 1115 JF440275 1
Miniopterus majori voucher UADBA 43260 géne du cytoc .. Miniopteru . 2008 2008 97% o0 99,19 % 1114 KJID951661

Figure 48 : Comparaison entre les séquences de Miniopterus majori et

Miniopterus petersoni a I’aide du programme BLAST.

111.2.3. La comparaison entre les arbres phylogénétiques obtenus

D’apres les arbres phylogénétiques de Cytb des deux groupes A et B nous avons
remarqué que les especes sont rangées dans deux clades de la méme maniére dont :
Clade 1: Il comporte principalement les especes afro-tropicales ainsi que les especes
européennes.
Clade 2 : 1l renferme les espéces d’Australasie et de 1’ Asie.
Nous avons remarqué aussi que les séquences qui ont pris la position 3’ du groupe B qui sont
Miniopterus schreibersii palludis, Miniopterus schreibersii schreibersii et Miniopterus
mosssambicus sont classées dans ces réels clades vu leurs rapprochement aux séquences
similaires de mémes espéces représentées dans 1’arbre du groupe A.
Les résultats récupérés aupres du logiciel BLAST en ce qui concerne 1’homologie entre les
séquences du gene STATSHA est fortement incomparable avec leurs positions dans 1’arbre
obtenu.
Selon Démos (2019) 1’usé d’un marqueur mitochondrial dans une étude phylogénétique a pour
but de déterminer les taxons fréres, tandis qu’un marqueur nucléaire est pour établir le lien de
parenté entre les exo groupes, et pour cela nous allons utiliser le gene STAT5A pour spécifier
le genre Miniopterus par rapport a un autre genre de chauves-souris qui est Rhinolophus, et

retracer I’arbre phylogénétique en utilisant le logiciel MEGAS (Figure 49).
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36 | Miniopterus majori

37 L miniopterus gleni

lade 1

Miniopterus aelleni

1

(

[ miniopterus manavi

72| Miniopterus petersono -
| Rhinolophus deckenii 3
100 | Rhinolophus capensis &

Figure 49 : Arbre phylogénétique reconstruit par la méthode UPGMA basée sur 7 sequences
de STAT5A de deux différents genres Miniopterus et Rhinolophus en utilisant le logiciel
MEGA-S.

D’aprés la figure (49) le genre Rhinolophus a été représenté comme un groupe externe.

Dans la suite du travail on s’est basé sur les séquences du Cytb ou nous avons combiné les

séquences des deux groupes A et B déja présenté.

111.3. Détermination des haplotypes

Selon Andrzi, (2010) le polymorphisme de I'ADN de la région de contréle mitochondrial a été
évalué par la diversité des nucléotides et la diversité des haplotypes. La divergence génétique a
été mesurée par le nombre moyen de différences de nucléotides par paires et le nombre moyen
de substitutions de nucléotides. Les statistiques pertinentes ont été calculées avec DnaSP v.
6.12.03.

L’analyse de Cytb de I’ADN mitochondrial révele une diversité génétique tres importante, Il y
avait un total de 169 sites polymorphes et un total de 82 haplotypes ont été trouves dans les 109
séquences étudiées, 66 haplotypes privés ont été détectés, ceux-ci ne se retrouvent que dans une
seule population, ainsi 16 haplotypes comportant une diversité haplotypique de 2 a 4 séquences
identiques. La diversité des haplotypes (Hd) était de 0,9939 donc trés élevée au sein de notre

échantillonnage (Figure 50).

E



Résultats et Discussion

|Chapitre 1

Hap_31: 1 [46]
Input Data File: C:\...\cropped_alignment(7). fasta Hap_32: 1 [47]
Mumber of sequences: 109 MNumber of sequences used: 109 Hap_33: 1 [48
Selected region: 1-169 Mumber of sites: 169 Hap_34: 1 [49
Total number of sites (exduding sites with gaps / missing data): 161 Hap_35: 1 [50
Hap_36: 2 [51-57]
Sites with alignment gaps: not considered Hap_37: 1 [53]
MNumber of varizble sites: 135 Hap_38: 1 [54]
Hap_39: 1 [59]
=========== Haplotype Distribution =========== Hap_40: 2 [56 92]
Mumber of haplotypes, h: 82 Hap_41: 1 [57]
Haplotype diversity, Hd: 0,9939 Hap_42: 1 [58
Hap_43: 1 [59
Hap_1: 2 [1-2] Hap_44: 1 [60]
Hap_2:1 [3] Hap_45: 2 [61-67]
Hap_3:2 [47] Hap_46: 1 [63]
Hap_4: 1 [5] Hap_47: 1 [54]
Hap_5: 1 [6] Hap_48: 1 [65]
Hap_6: 1 [g] Hap_49: 1 [66]
Hap_7:1 [9] Hap_50: 1 [67]
Hap_8: 4 [10-13] Hap_51: 1 [68
Hap_2:1 [14] Hap_52: 1 [89
Hap_10: 4 [15 30 32 35] Hap_53: 2 [70-71]
Hap_11: 1 [16] Hap_54: 1 [7Z]
Hap_12: 2 [17-18] Hap_55: 1 [73]
Hap_13: 3 [19-21] Hap_5&: 1 [74]
Hap_14: 1 [27] Hap_57: 2 [75-76]
Hap_15: 1 [23] Hap_58: 1 [78]
Hap_16: 1 [24] Hap_59: 1 [79]
Hap_17: 1 [25] Hap_60: 1 [80]
Hap_18: 3 [26 28 90] Hap_61: 1 [81]
Hap_19: 1 [27] Hap_62: 1 [82]
Hap_20: 1 [29] Hap_63: 1 [83]
Hap_21: 1 [31] Hap_&4: 1 [84]
Hap_22: 2 [33 77] Hap_65: 1 [85]
Hap_23: 1 [34] Hap_66: 1 [86]
Hap_24: 1 [36] Hap_67: 1 [87]
Hap_25: 1 [37] Hap_68: 1 [88]
Hap_26: 1 [33] Hap_69: 2 [39 102]
Hap_27: 1 [39] Hap_70: 1 [51]
Hap_28: 3 [40-42] Hap_71: 1 [93]
Hap_29: 2 [43 45] Hap_72: 2 [94 101]
Hap_30: 1 [44] Hap_73: 1 [95]

Hap_1: 2 [M.aelenMadagascar 1 M.aelleniMadagascar2]

Hap_2: 1 [M.cf.aelleniAMadagascar]

Hap_3: 2 [M.cf zelleniBMadagascar M.ambohitrensisMadagascar]

Hap_4: 1 [M.africanusKenya]

Hap_5: 1 [M.africanusComores]

Hap_6: 1 [M.australisVanuatu]

Hap_7: 1 [M.AustralisAustralie]

Hap_&: 4 M.fraterculusAfriqueduSud1 M. fraterculusAfrigueduSud? M. fraterculusAfriqueduSud3
M. fraterculusAfriqueduSud4]

Hap_9: 1 [M.fraterculusSwazland]

Hap_10: 4 [M.fuliginosusJapan M.schreibersiChine MschreibersiJapan M.schreibersidustralie]

Hap_11: 1 [M.glenMadagascar1]

Hap_12: 2 [M.gleniMadagascar3 M. gleniMadagascaz]

Hap_13: 3 M.griffithsMadagascar L M.griffithsMadagascar2 M.griffithsiMadagascar 3]

Hap_14: 1 M.GriveaudiComores]
Hap_15: 1 [M.griveaudigriveaudMadagascar]
Hap_16: 1 [M.griveaudigriveaudiComores]
Hap_17: 1 [M.griveaudigriveaudiComores2]
Hap_18: 3 M.inflatuskenya Minflatusrufuskenya M.spkenya(2)]
Hap_19: 1 [M.inflatusGabon]
Hap_20: 1 [M.schreibersiPhiippines]
Hap_21: 1 [M.schrebersiEspagne]
Hap_22: 2 [M.schreibersiPapouasiouvelleGuinee M.schrebersiblepotisNouveleGuinie]
Hap_23: 1 M.schreibersiTurkie]
Hap_24: 1 [M.schreibersipalidusl ebanon]
Hap_25: 1 [M.schreibersipalidusPalesting]
Hap_26: 1 M.schreibersiviliersiiberia]
Hap_27: 1 M.sororculusMadagascar1]
Hap_28: 3 M.sororculusMadagascar2 M.Sororculus M.SorarculusMadagascard]
Hap_29: 2 [M.maghrebensisMaroc M.maghrebensisLibye]
Hap_30: 1 [M.macrocenemePapouasielouvelleGuinee]
Hap_31: 1 [M.magnaterinde]
Hap_32: 1 M.magnaterChing]
Hap_33: 1 [M.magnaterMalaisie]
Hap_34: 1 [M.mahafaliensisMadagascar 1]
Hap_35: 1 [M.mahafaliensisMadagascar?]
Hap_36: 2 [M.majoriMadagascar 1 M.majoriMadagascar2]
Hap_37: 1 M.manaviMadagascar1]
381

Hap_ . manaviMadagascarZ]
Hap_33: 1 [M.mediusMalaisie]

Hap_40: 2 [M.minorkenya M, spKenya(3)]
Hap_41: 1 M.minarTanzania]

Hap_41: 1 [M.minarTanzania]
42: 1 [M.mossambicusTanzania]

|. mossambicusKenya]
|, mossambicusMozambigue]
[M.natalensisAfriqueduSud 1 M.natalensisAfriquedusud?]
.newtoniSaoTome]
schreibersibassaniiAustralie]

. schreibersioceanensisustralie]
1, paululusPhilippines]
[M.petersoniMadagascar1]
. petersoniMadagascar?]
.spComares]
 spMadagascar M, spMadagascar(4)]
[M.spLiberia]
M.spKenya(S)]
. spMadagascar]
pusilusInde M. pusilusChine]
schreibersiorianaeAustraliel]
[M.schreibersiorianagAustralie?]
. spMadagascar(6)]
. spMadagascar(7)]
| spMadagascar(§)]
spMadagascar(9)]
[M.spMadagascar(10)]
. spMadagascar(2)]
| spMadagascar(1)]
spKenya({]]
M.spUganda(1)]
[M.spTanzania(1) M.spBurundi]
. spTanzania(2)]
.spUganda(2)]
spTanzania(3) M.spKenya(4)]
[M.spMozambique(2)]
 spMalawi]
.splganda (3) M.spKenya(5]]
spienya(7)]

spCango]
[M.mossambicusZimbabwe]
. spMadagascar(13)]
: 2 [M.schreibersischrebersiTurkey M.schrebersiischrebersiGeorgia]

Hap_81: 2 [M.schreibersipalidusAzerbaijan M.schreibersipalidusran]
Hap_82: 1 [M.schreibersipalidusTurkey]

Figure 50 : Les haplotypes des séquences Cytb de genre Miniopterus en utilisant le

logiciel DnaSP.
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A- Les haplotypes uniques ou privés

Nous avons détecté 66 haplotypes uniques dans les especes suivantes :

M. aelleni A Madagascar, M. africanus Kenya, M. africanus Comores, M. australis Vanuatu,
M. Australis Australie, M. fraterculus Swaziland , M. gleni Madagascar(1), M .griveaudi
griveaudi Madagascar, M. griveaudi griveaudi Comores(l), M. griveaudi griveaudi
Comores(2), M. inflatus Gabon, M. schreibersii Philippines, M. schreibersii Espagne, M.
schreibersii Turquie, M. schreibersii pallidus Liban, M. schreibersii pallidus Palestine ,M.
schreibersii villiersi Liberia, M. sororculus Madagascar(l), M. macroceneme Papouasie
Nouvelle-Guinée, M. magnater Inde, M. magnater Chine, M. Madagascar2, M. manavi
Madagascarl, M. manavi Madagascar2, M. medius Malaisie, M. medius Malaisie, M. minor M.
magnater Malaisie, M. mahafaliensis Madagascarl , M. mahafaliensis Kenya, M. sp Kenya(3),
M. minor Tanzania, M. mossambicus Tanzania, M. mossambicus Kenya, M. newtonii
SaoTome, M. schreibersii bassanii Australie, M. schreibersii oceanensis Australie, M. paululus
Philippines, M. petersoni Madagascarl , M. petersoni Madagascar2, M. sp Comore, M. sp
Liberia, M. sp Kenya(5), M. sp Madagascar, M. schreibersii orianae Australiel, M.
schreibersii orianae Australie2, M. sp Madagascar(6), M. sp Madagascar(7), M. sp
Madagascar(8), M . sp Madagascar(9), M. sp Madagascar(10), M. sp Madagascar(2), M. sp
Madagascar(1), M. sp Kenya, M. sp Ouganda(1), M. sp Tanzania(2), M. sp Ouganda(2), M. sp
Mozambique(2), M. sp Malawi M. sp Kenya(7), M. sp Congo, M. mossambicus Zimbabwe, M.
sp Madagascar(13), M. schreibersii pallidus Turquie.

B- Les haplotypes comportant 2 a 4 séquences

Les haplotypes comportant une diversité génétique sont les suivants :

Hap_1: M. aelleni Madagascarl et M. aelleni Madagascar2.

Hap_3: M. aelleni B Madagascar et M. ambohitrensis Madagascar.

Hap_8 :M. fraterculus Afrique du Sudl et M. fraterculus Afrique du Sud2 et M. fraterculus
Afrique du Sud3 et M. fraterculus Afrique du Sud4.

Hap_10: M. fuliginosus Japan et M. schreibersii Chine et M. schreibersii Japon et M.
schreibersii Australie.

Hap_22 :M. schreibersii Papouasi Guinée et M.schreibersii blepotis Guinée.

Hap_28 : M. sororculus Madagascar2 et M. Sororculus et M. Sororculus Madagascar4.
Hap_29 :M. maghrebensis Maroc et M. maghrebensis Libye.

Hap_36 :M. majori Madagascarlet M. majori Madagascar2.

Hap_40:M. minor Kenya et M. sp Kenya (3).
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Hap_45 :M. natalensis Afriquedu du Sudl M. natalensis Afrique du Sud2.

Hap_53:
Hap 57 :
Hap 69 :
Hap 72:
Hap_75:
Hap 80 :

M
M.
M.
M.
M.

M

. Sp Madagascar et M. sp Madagascar (4).

pusillus Inde et M. pusillus Chine.
sp Tanzanie(1) et M. sp Burundi.

sp Tanzanie(3) et M. sp Kenya(4).
sp Ouganda(3) et M. sp Kenya(6).

. schreibersii schreibersii Turquie et M. schreibersii schreibersii Georgie.

I11.4. Construction des réseaux phylogenétiques.

Les réseaux des haplotypes représentant les relations évolutives et phylogénétiques entre les

différents haplotypes, générés par le programme Network version10.2.0.0, ont montré deux

haplogroupes (Figure 51) sur les 109 sequences de Cytb obtenues.
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Figure 51 : Réseau haplotypique réalisé par le logiciel Network a partir de 109 séquences

de Cytb de genre Miniopterus.

Dans le réseau d’haplotype, la taille du cercle est proportionnelle au nombre d'haplotypes

identiques observés dans I'ensemble de données. La longueur des branches est proportionnelle

au nombre de mutations entre les haplotypes. Les chiffres au-dessus des branches en rouge

indiquent le nombre de mutations entre les haplotypes. D’aprés les travaux de Saitou (1987),

plus deux sequences homologues sont différentes, plus la distance évolutive qui les sépare est
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grande, et donc les séquences ont divergé il y a plus longtemps, a I’inverse, plus deux séquences
homologues sont proches, plus la distance évolutive qui les sépare est faible.
A-Haplogroupe 1
Correspond aux groupes d’Australasie et d’ Asie pour les haplotypes suivants : H7, H10, H20,
H22, H30, H31, H32, H33, H37, H39, H48, H49, H58, H57, H59, H69.
B-Haplogroupe 2
Correspond aux groupes africain-européen pour les haplotypes suivants : H1, H2, H3, H4, H5,
H6, H8, H9, H11, H12, H13, H14, H15, H16, H17, H18, H19, H21, H23, H24, H25, H26, H27,
H28, H29, H34, H35, H36, H38, H40, H41l, H42, H43, H45, H46, H47, H50, H51; H
52, H53, H54, H55, H56,H57, H60, H61, H62, H 63, H64, H65, H66, H67, H68, H7 , H71,
H7, H73 , H74 , H75 ,H76, H77 , H78, H79, H80, H81, H 82.
111.5. Analyses statistiques moléculaires.
Le logiciel DAMBE est destiné pour I'analyse de séquences descriptives et comparatives avec
une interface graphique, conviviale et intuitive (Xia, 2018).
GC/AT skew :
Nous avons choisi la séquence de Miniopterus Australis dans le but d’obtenir le graphique
GC skew qui correspond a G—C / G+C et le graphique AT skew qui correspond a A-T / A+T
(Figure 52).
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Figure 52 : Variations des frequences GC (A) et de AT (B) de Cytb produites a partir de
DAMBE.

D’aprés ces 2 variations (A et B) nous remarquons que les deux spectres de
dérivation de la composition nucléotidique (A et B) varient de -1 a +1, par
conséquent 1’écart de GC et AT sont négatives ce qui représente la richesse de C sur

G et larichesse de T sur A.
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Selon la comparaison entre les fréquences AT et GC (Figure 53) nous remarquons que la
fréquence globale de AT skew de géne cytochrome b est plus élevée que CG skew. Qui
indiguant un  taux plus élevé de substitutions. D’aprées Ballard et
Whitlock (2004), les taux de mutation de I’ADN mitochondrial sont plus grands que ceux de
I’ADN nucléaire, mais le rapport entre la variation de I’un et de I’autre n’est pas constant et
dépend des génes en question I’absence de recombinaison signifie que toute la molécule a la
méme histoire. Dans notre étude, les séquences sont riches en paires A/T que les paires C/G,

donc le génome mitochondrial est moins stable.

Mucleotide skews for sequence: M_AustralisAustralie
Global GC Skew = -0,33333

Global AT Skew = -0,10583

Sliding window size optimized with GC skew.
Window size =7, stepsize =5

Circular genome: Mo

Figure 53 : Les fréquences CG et AT du gene Cytb réalisées
par le logiciel DAMBE.

I11.6. Comparaison entre les résultats des différents logiciels utilisés

Pour tester 1’efficacité des travaux concrétisés dans notre étude, nous comparons les résultats
de différents logiciels utilisés. La construction d’un arbre phylogénétique de géne Cytb a l'aide
du programme MEGA nous a permis d’obtenir une répartition des especes en deux clades,
représentant le clade d’Australasie et d’Asie ainsi le clade africain-européen. Ces derniers
montrent leurs existences en réseaux haplotypiques dans deux haplogroupes major avec la
méme distribution géographique présentés dans 1’arbre ; sachant que Nicole (2008) a affirmé
dans ces travaux que les analyses localisées sur les réseaux sont plus précises, chose que nous
a mené a confirmé nos résultats par des réseaux haplotypiques de géne Cytb.

Les diversités haplotypiques et nucléotidiques sont estimées grace au programme DnaSP.
D’aprés Nei, (1987) qui a définit la diversité haplotypique (Hd) comme la probabilité que deux
genes tirés au hasard dans un échantillon soient identiques, ces séquences identiques sont
représentées dans notre arbre phylogénétique dans le méme clade, et représentées dans le
Network par des cercles est proportionnelle au nombre d'haplotypes identiques observés dans
I'ensemble de données et les haplotypes uniques representées par des points.

Les analyses statistiques faites montre que le gene de cytochrome b mitochondrial a un taux
élevé de substitutions, et selon Meganathan, (2011) le génome mitochondrial a un taux de

mutation plus élevé et un mangue de recombinaison, qui est conduit a leur utilisation dans des

=
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analyses phylogénétiques pour comprendre les relations entre les taxons. Grace a ces mutations
nous avons remarqué qu’il y a une diversité importante dans le genre Miniopterus qui peut le

classer en plusieurs espéces et sous-especes.

111.7. La phylogénie globale des Minioptéerus

L’examen de la taxonomie globale chez les Miniopteres que nous avons réalisé indique une
appartenance en deux clades monophylétiques et géographiquement sépares, selon Burland et
al. (1999) ; Mc Cracken et al. (1994) ; Petit et Mayer (1999) cette séparation indique qu’un flux
génétique se produits dans ces différents aires géographiques.

I11.7.1. Les relations phylogénétiques au sein de clade 1 Australasie-Asie

Le regroupement de ce clade apparait bien lié, il renferme des groupes monophylétiques
répartissent dans des aires géographiques différentes d’Australie, de la Nouvelle Guinée et de
I’ Asie.

M. fuliginosus du Japon se retrouve en proximité avec M. magnater, ces derniéres ont été
récupérées comme des especes fréres dans notre arbre phylogénétique sachant qu’elles
représentent des différences significatives dans les caractéres craniens dentaires signalés
auparavant dans les travaux de Li et al. (2015).

D’apres Christidis et al, (2014) les especes de M. schreibersii de 1’ Australie sont dérivées de
I’espéce M. schreibersii de I’Espagne malgré qu’ils ne sont pas regroupées de la méme maniére
dans notre arbre, donc cette grande distance géographique conduit a leurs divergences, il a été
apparu de nouvelles sous-especes formant un groupe monophylétique : M. schreibersii oreanae,
oceanensis, bassani et blepotis caractérisant cette région, sachant que Cardinal et Christidis
(2002) ont montré qu’ils sont morphologiquement distincts.

Dans notre distribution les deux especes M. macrocneme et M. australis apparaissent bien liées
et regroupées avec d’autres especes asiatiques Miniopterus paululus, M. pusillus et M. medius,
et ce qui a été affirmé par Kitchner et Suyanto (2002) qu’elles semblent comme des espéces

fréres.
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111.7.2. Les relations phylogénétiques au sein de clade 2 Africain-Européen

Ce clade comporte la majorité des especes représentantes du genre Miniopterus, constitué
principalement par une faune endémique de Malgaches qui est composée d'un mélange de
taxons originaires d'Afrique et de Madagascar. Nous avons récupéré une divergence de cing
lignées relativement profonde entre les espéces de Madagascar (D5, D6, D7, D8 et D9), chaque
lignée a été récupérée comme un groupe monophylétique et qui se divise en : (D5) M. majori,
M. Gleni et M. griffitsi, (D6) M. griveaudi, (D7) M. mahafaliensis, M. sororculus, (D8) M.
manavi, M. petersoniet (D9) M. aelleni, M. aelleniA, M. aelleni B, M. ambohitransis,
M. manavi, M. petersoni (D8) ont été récupérées comme espéces sceurs et morphologiquement
distinct, ils sont liées a un groupe comprenant cing espéces génétiquement distinctes montré
dans I’arbre construit par Christidis et al. (2014) qui représentent des espéces cryptiques
distinctes mais étroitement liées, désignées dans notre arbre par les especes Miniopterus sp
Madagascar 5, 6, 7, 8, et 9.

Les Miniopteres de Madagascar sont considéerés comme un rayonnement adaptative vu leurs
diversitées génétique ainsi leur chevauchement des caracteres morphologiques, donc
I’identification des especes dans cette région appuyées sur un systéme d'analyse de séquences
moléculaires.

En ce qui concerne les relations phylogénétiques au sein des espéces africaines, elles divergent
dans notre arbre en deux groupes monophylétiques dont le groupe C1 renferme 1’espéce M.
inflatus qui a été étroitement liée a M. fraterculus mais qui se révele paraphylétique, D2
comprenant les especes M. fraterculus, M. minor ainsi D4 M. africanus, M. mossambicus et M.
newtoni qui ont été détectées comme des taxons fréres, Demos et al. (2019) ont nommé avec
confiance ces espéces selon leur emplacement et les caractéristiques moléculaires qui les
different.

Malgré la grande distance géographique qui les sépare, ces dernieres sont intercalées par le
groupe D3 incluant M. schreibersii de I’Espagne, M. maghrebensis et M. s. palludis, il a été
montre que ces especes s’étendent vers les groupes comprenant les échantillons africains.

M. natalensis et la sous-espéce M. s. pallidus européenne sont proches, leur divergence de
séquences suggére qu’ils partagent un ancétre commun.

Demos et al. (2019) n’ont indiqué qu’une seule espece avec une distribution mondiale, M.
schreibersii forme un complexe d'especes paraphylétiques, avec au moins 7 especes et sous-
espéces différentes présentes dans 1’Europe, 1’ Asie mineure et en Afrique du nord sauf la sous-

espéce M. s. villersi n’est pas étroitement apparentée a M. schreibersii.
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111.8. Les minioptéres en Algérie

Les minioptéres ont été étudiés dans certains pays d'Afrique du Nord incluant en Algérie ;

I’espece européenne Miniopterus schreibersii a été classé dans les travaux de Khelfaoui,

(2018), Bendjoudi (2019) et Ahmim, (2019). Une nouvelle espéce cryptique se trouve en

sympatrie avec Miniopterus schreibersii a été déterminée dans 1’ Afrique du Nord, ces derniers

semblants similaires pour cela I’identification de la nouvelle espéce a été basée sur des analyses

moléculaires et craniennes dentaires (Sebastien et al., 2014). Les analyses moléculaires des

Miniopterus maghrebensis n'a pas été établi en Algérie, mais vu leur aire de répartition

représenté par la zone sombre dans la figure 54 qui s’étend du nord du Maroc et le nord de la

Tunisie passant par le sud des hautes montagnes de I'Atlas indiquant sa présence, ainsi leur

capacité de migrer vers d’autres niches écologiques cette espéce est probablement présente

(Sebastien et al., 2014).
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W Miniopterus maghrebensis sp. nov. & Miniopterus maghrebensis sp. nov.
B Miniopterss schreibersii s.str. and Miniopterus maghrebensis sp. nov, W Minloplerus schretbersi s.sir, and Miniopterus maghrebensis sp. nov.

Figure 54 : Distribution des especes Miniopterus maghrebensis et Miniopterus schreibersii
en Afrique du Nord d’apres Sebastien et al, (2014).
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111.9. L’arbre phylogénétique corrige

Correction de I’arbre d’aprés la plateforme bio-informatique Blast qui a permet de trouver les
régions similaires entre deux ou plusieurs séquences de nucléotides en comparant les régions
homologues. Nous avons identifies les espéces non classées comme suit :

-Miniopterus sp Madagascar (1) : ressemble a 93 % au M. aelleni B.

-Miniopterus sp Madagascar (2) : ressemble a 95,64 % au M. petersoni et a 95.64 % au

M. manavi.

-Miniopterus sp Comores ressemble a 98 % au Miniopterus aelleni A.

- Miniopterus sp Congo a 93 % ressemble au Miniopterus mossambicus.

-Miniopterus sp Madagascar (3) et Miniopterus sp Madagascar (4) ils peuvent étre, soit
Miniopterus petersoni ou Miniopterus manavi parce qu’ils ont le méme pourcentage (97 %).
-Miniopterus sp Kenya (1) et M. sp Ouganda (1), M. sp Tanzanie (1), M. sp Mozambique (1) et
M. sp Burundi, M. sp Tanzanie (2) et M. sp Kenya (3) se ressemblent & 96% au Miniopterus
minor.

-Miniopterus sp Kenya (2) et Miniopterus sp Liberia sont des Miniopterus inflatus rufus a

98 %.

-Miniopterus sp Ouganda (2) et Miniopterus sp Malaw, Miniopterus sp Ouganda (3) et
Miniopterus sp Kenya (6) sont des Miniopterus mossambicus a 91%.

-Miniopterus sp Kenya (5) ressemble au Miniopterus gleni a 90 %.

-Miniopterus sp Tanzanie (3), Miniopterus sp Kenya (4), Miniopterus sp Mozambique (2)
ressemblent au Miniopterus mossambicus a 90 %.

-Miniopterus sp Kenya (7) ressemble au Miniopterus africanus 98 %.

Selon Steven (2014) les Miniopterus sp : 5, 6, 7, 8, 9, 10 et le Miniopterus sp 13 sont des

Miniopterus manavi.

La présentation finale de notre arbre corrigé est comme suit (Figure 55) :
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s6 Miniopterus manavi Madagascar (3)
a0 Miniopterus manavi Madagascar (4) |,
Miniopterus manavi Madagascar (9)
Miniopterus manavi Madagascar (5)
Miniopterus petersoni Madagascar 1
Miniopterus petersoni Madagascar 2
Miniopterus manavi Madagascar 1
Miniopterus manavi Madagascar 2
Mini us sp N [52)
Miniopterus manavi Madagascar (&)

Minioptlerus manavi Madagascar (2) spP
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Miniopterus majori Madagascar 2

6 I: Miniopterus gleni Madagascar 3
Miniopterus gleni Madagasca 2

Miniopterus gleni Madagascar 1

Minioptorus griffithsi Madagascar 3
Miniopterus griffithsi Madagascar 1
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Miniopterus mossambicus Tanzania (3)
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Miniopterus mossambicus Mozambique (2)
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Figure 55 : Arbre phylogénétique final de Cytb.
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111.10. Les miniopteres et les virus

Les chauves-souris sont connues comme un réservoir potentiel de nombreux virus pathogénes
pour I'homme, Depuis 1’apparition du syndrome respiratoire aigu sévére (SRAS) de 2002-2003,
il a été montré que les chauves-souris sont des hétes naturels pour coronavirus du SRAS en
raison de la riche diversité et de leur distribution mondiale incluant trois espéces de genre
miniopterus, miniopterus schreibersii, miniopterus fuscus et miniopterus fulginosus (Xing-Yi et
al., 2016).

Récemment apres 1’éclosion du SRAS-CoV-2 en 2019, une premiere analyse biologique
moléculaire fait sur différents virus dans des espéces de chauves-souris nichant dans une grotte
de Wavul Galge, au Sri Lanka a détecté la présence de SRAS-CoV-2 chez miniopterus
fuliginosus comme réservoir naturel (Muzeniek et al., 2021).

il a été identifié que les minioptéres sont des hotes naturels pour certains virus comme le virus
d’Ebola qui a été détecté chez Miniopterus schreibersii d’Espagne en 2002 (Kemenesi et al,.
2018). Cette découverte peut mener a dire que les chauves-souris de la méme espéce d’Europe
peuvent étre considéré comme hote pour le virus d’Ebola tant qu’elles se retrouvent en
sympatrie avec I’espéce en question et qui sont Similaire sur le plan moléculaire et
morphologique. Cette approche peut étre adoptée pour les especes de Miniopterus schreibersii
de I’Afrique du Nord incluant I’espéce de 1’ Algérie a la suite de migration des chauves-souris
et tant qu’elles partagent les mémes caractéristiques.

D’autre part, Zeghbib et al. (2019) ont montre la présence d’un genre de virus Mischivirus, et
que les Miniopterus schreibersii sont les principaux hétes pour ce genre de virus, ce dernier a
été révélé dans les lignées de Minioptérus schreibersii en Algérie, malheureusement les

chauves-souris et les virus zoonotiques sont a la fois négligées et peu étudiées en Algérie.
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Conclusion

Miniopterus est un genre de chauves-souris de la famille de I'Ancienne classification
Miniopteridae qui ne comprend que le genre Miniopterus, renfermant 20 especes actuellement
reconnues du domaine afrotropicale et 15 espéces d'Eurasie et d'Australasie. Depuis 2003, le
nombre d’espéces reconnues de Miniopterus est passé de 19 a 35 espéces. Vu I’intérét de
notre étude qui a été basé sur la classification et les liens entre les espéces au sein de genre
Miniopterus, nous avons utilisé la phylogénie cette discipline utile aussi dans différents
domaines, en I’épidémiologie et la génétique des populations. C’est une procédure
incontournable pour retracer 1’histoire évolutive des organismes de tous niveaux
taxonomiques. Cette analyse est également d’une grande importance pour clarifier les
modeles évolutifs des especes et pour comprendre I'évolution adaptative au niveau

morphologique et moléculaire.

Notre travail a été élaboré a I’aide des différents logiciels tel que: MEGAS5 pour la
reconstruction de I’arbre phylogénétique, DnaSP pour la détermination des haplotypes (une
séquence nucléotidique, qui peut étre commune a plusieurs individus, mais differe des autres
haplotypes par une ou plusieurs substitutions de nucléotides), nous avons utilisé aussi le
Network pour tracer les réseaux phylogénétiques, et DAMBE pour faire les calculs
statistiques. Les analyses phylogénétiques ont été appliquées sur 35 séquences d’un géne nucléaire

STATS5A pour définir le genre de Miniopterus des autres genres de chauves-souris, ainsi 109

séquences de Cytb mitochondrial afin de classer les différents taxons.

Le résultat de I’analyse phylogénétique de STATS5A montre la spécificité du genre en formant
un groupe externe a part. En paralléle, les résultats obtenus par le Dnasp sur les séquences de
Cytb confirment dans une large mesure les résultats de MEGAS, dont les séquences
identiques de chaque haplotype de différentes especes correspondent au méme clade dans
’arbre phylogénétique. Nous avons aussi remarque que les résultats obtenus par Network sont
comparables avec MEGAS5, ils ont montré 1’existence de deux haplogroupes pour le géne
Cytb représenté par deux clades distincts et géographiquement séparés qui sont le clade
Africain-Européen qui inclut la majorité des espéces organisées en groupes monophylétiques
et se répartissent dans la région de Malgaches ainsi qu’en Afrique Subsaharienne et en
Europe. Le deuxiéme clade d’Australasie-Asie des groupes monophylétiques se repartissent

dans les régions d’ Australie et les Tles aux alentours de 1’Asie.
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Une seule espece Miniopterus schreibersii est classée en Algérie comme espéce sceur avec
Miniopterus schreibersii Européenne, ainsi une nouvelle espece cryptique Miniopterus
maghrebensis a été détectée en Tunisie et au Maroc, supposant que cette derniére est présente

en Algérie mais les analyses moléculaire n’ont pas encore été faites.

Les Miniopterus schreibersii d’Espagne ont été considérées comme espéce hote pour le virus
d’Ebola, comme les schreibersii de I’Europe et de I’Afrique du Nord partagent les mémes
caractéristiques, et a la suite de migration des chauves-souris la propagation du virus d’Ebola

reste possible.

Différentes recherches ont signalé que les relations phylogénétiques entre les espéces du
genre Miniopterus restent mal comprises a cause de l'apparente uniformité morphologique
présentée par le genre qui entrave le consensus sur la classification et les limites de leurs

especes.
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Tableau: Les séquences d’ADN (Cytb et STAT5A) de différentes especes
extraites de la GenBank.

Miniopterus aelleni

Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
STAT5A 3 533 MN504151
Madagascar
Cytb 1 1,116 MK799655
Cytb 10 1,121 JF440225
Miniopterus cf. aelleni B
Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar Cytb 14 1,114 KJ095143
Miniopterus cf. aelleni A
Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar Cytb 6 1,114 KJ095129
Miniopterus africanus
Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Kenya et Cytb 1 1,049 MNO064734
Ouganda
Cytb 1 525 EF363524
Comores
Miniopterus ambohitrensis
Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar Cytb 1 1,014 MN504220
STAT5A 1 533 MN504153




Miniopterus australis

Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Vanuatu Cytb 1 525 AY614735
Australie Cytb 1 354 AF217440

Amérique du STAT5A 1 466 AJ865401

Nord
Miniopterus fraterculus

Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Afrigue du sud Cytb 40 1,131 MN790912
Cytb 2 414 DQ899761
Cytb 6 525 AY614755
STAT5A 1 466 AJ865402
Cytb 1 1,140 AJB841975
Swaziland Cytb 1 414 EU091246

Miniopterus fuliginosus

Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus

Japan Cytb 1 1140 AB085735
Miniopterus gleni

Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Cytb 2 1010 MN504384
Madagascar STATSA 2 533 MN504190
Cytb 13 417 EU091250
Cytb 20 1,124 JF440238

Miniopterus griffithsi

Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar Cytb 1 1,014 MN504385
STAT5A 2 533 MN504192
Cytb 2 1,115 JF440240
Cytb 3 397 FJ619518




Miniopterus griveaudi

Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Comores Cytb 1 1140 FJ232802
Madagascar cytb 1 718 JF440251
Comores STAT5A 2 533 MN504194
Miniopterus griveaudi griveaudi
Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar Cytb 6 1,125 FJ383145
Comores Cytb 1 1,094 FJ383137
Comores Cytb 3 1,125 FJ383137
Miniopterus inflatus
Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Gabon Cytb 1 390 MN849183
Comores STAT5A 1 456 GU328382
Miniopterus inflatus rufus
Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Kenya Cytb 1 1049 MNO064735
Miniopterus schreibersii
Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Philippines Cytb 1 1140 MK064109
Chine 1 1140 MF630868
Espagne 1 755 DQ120911
Japan 1 1140 AY?208140
Papouasie 1 354 AF217444
Nouvelle
Guinée
Turkey 1 811 HM011051
Australie 1 354 AF217440
Comores STAT5HA 1 456 GU328383




Miniopterus schreibersii pallidus

Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Palestine Cytb 1 525 AY614736
Iran Cytb 28 687 KJ575587
Azerbaijan Cytb 3 456 GU290285
Turkey Cytb 1 456 GU290283
Lebanon Cytb 1 534 KJ535823

Miniopterus schreibersii schreibersii

Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Turkey Cytb 3 456 GU290289
Georgia Cytb 3 456 GU290287

Miniopterus schreibersii villiersi

Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus

Liberia Cytb 3 390 MN849191
Miniopterus sororculus

Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar Cytb 2 1,014 MN504405
Cytb 11 1,131 JF440286
Cyt-b 1 1114 KJ095195
Cyt-b 2 1125 DQ899773
Cyt-b 3 414 DQ899774
STAT5A 2 533 MN504215




Miniopterus pusillus

Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Inde Cytb 1 1140 MW054888
Miniopterus petersoni
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
STAT5A 2 533 MN504213
Madagascar Cytb 8 1125 EU091258
Cyth 2 397 EU091256
Chine Cytb 1 1140 MN366288
Miniopterus schreibersii blepotis
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Nouvelle Guinie Cytb 1 354 AF217444
Miniopterus sp. BBRA-2009c
Localisation Geénes Répétitions Taille (pb) Locus
STAT5A 2 533 MN504155
Madagascar (1)
Cytb 23 1132 JF440229
Miniopterus sp. BRA-2011
Localisation Geénes Répétitions Taille (pb) Locus
STAT5A 2 494 MN504188
Madagascar (2)
Cytb 15 1140 HQ619945




Miniopterus sp. clade 1 TD-2020

Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Cytb 32 1065 MN503247
Kenya (1)
STAT5A 2 533 MN504157
Cytb 1 1014 MN504267
Ouganda (1)
STAT5A 1 533 MN504160
Cytb 8 1014 MN504266
Tanzania (1) STAT5A 1 533 MN504159
Cytb 1 1014 MN504258
Mozambique (1)
STAT5A 1 533 MN504158
Burundi Cytb 1 1014 MN504226
Miniopterus sp. clade 10 TD-2020
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Cytb 10 1014 MN504378
Kenya (2)
STAT5A 5 533 MN504186
Miniopterus sp. clade 2 TD-2020
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Tanzania (2) Cytb 5 1014 MN504291
STAT5A 1 533 MN504163
Cytb 20 1014 MN504287
Kenya (3)
STAT5A 2 533 MN504161
Miniopterus sp. clade 3 TD-2020
Localisation Geénes Répétitions Taille (pb) Locus
Uganda (2) Cytb 1 1014 MN504293
STAT5A 1 533 MN504164




Miniopterus sp. clade 4 TD-2020

Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Cytb 4 1014 MN504316
Tanzania (3)
STAT5A 1 533 MN504168
Mozambique (2) Cytb 2 1014 MN504315
Cytb 20 1014 MN504307
Kenya (4)
STAT5A 2 533 MN504166
Mozambique (3) STAT5A 1 533 MN504167
Miniopterus sp. clade 5 TD-2020
Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Cytb 11 1014 MN504330
Kenya (5)
STAT5A 3 533 MN504171
Miniopterus sp. clade 6 TD-2020
Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Cytb 1 1014 MN504331
Malawi
STAT5A 1 533 MN504172
Miniopterus sp. clade 7 TD-2020
Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
Uganda (3) Cytb 1 1014 MN504351
Cytb 21 1014 MN504350
Kenya (6)
STAT5A 3 533 MN504175
Miniopterus sp. clade 8 TD-2020
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Cytb 14 1014 MN504360
Kenya (7)
STAT5A 3 498 MN504178




Miniopterus sp. clade 9 TD-2020

Localisation Genes Repetitions Taille (pb) Locus
République Cytb 5 1014 MN504370
démocratique du
Miniopterus sp. Comoros clade 2
Localisation Genes Répétitions Taille (pb) Locus
Comores (1) Cytb 3 1140 FJ232801
Miniopterus sp. FMNH 167450
Localisation Geénes Répétitions Taille (pb) Locus
Madagascar (3) Cytb 1 1125 FJ383132
Miniopterus sp. FMNH 172602
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar (4) Cytb 1 1125 FJ383133
Miniopterus sp. n. TM-2020
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Liberia Cytb 5 390 MN849188
Miniopterus sp. P3
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar (5) Cytb 1 1114 KJ095174
Miniopterus sp. P4
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar(6) Cytb 5 1114 KJ095179




Miniopterus sp. P5

Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar (7) Cytb 3 1114 KJ095182
Miniopterus sp. P6
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar(8) Cytb 8 1114 KJ095190
Miniopterus sp. P7
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar(9) Cytb 1 1114 KJ095191
Miniopterus sp. SMG-2014a
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar(10) Cytb 1 1121 KM886100
Miniopterus sp. X3
Localisation Geénes Repetitions Taille (pb) Locus
Madagascar(13) Cytb 1 704 KJ095198




