République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université de Blida 1

4

.

g

Faculté des sciences de la nature et de la vie
Département biologie
Meémoire de fin d’étude
En vue de I’obtention du diplome de Master
en Sciences de la nature et de la vie
Option : Génétique
Theme :

Présenter par :
M ASSEME Imane
M SAIDI Manel

Devant le jury :

Mme AMOKRANE A. M.C.BUSDB 1 Présidente
Mme EDDAKRA A. M.C.B USDB 1 Examinatrice
Mme DEROUICHE L. M.C.A ESSAIA Promotrice
Mme ZATRAY. M.C.B USDB 1 Co-promoteur

Promotion : 2021/2022




Nous remercions ALLAH le tout puissant de nous avoir donnée la
santé, le courage et la patience d’entamer ce mémoire.

Nous adressons nos remerciements a toutes les personnes qui nous ont
aidées a réaliser ce travail. En premier lieu notre promotrice Mme
DERIOUCHE maitre de conférences a [’école supérieure des sciences

de ’aliment et de ['industrie agroalimentaires, Alger. Pour sa patience,
sa qualité d’encadrement et sa disponibilité durant notre préparation
de ce mémoire. Ainsi que notre co-promotrice Mme ZATRA maitre de
conférences au département de biologie a Blida 1.

Notre remerciement s adresse aux membres de jury . la présidente
Mme AMOKRANE maitre de conférences au département de biologie
a Blida 1, pour avoir accepté de présider ce jury. A ['examinatrice
Mme EDDAIKRA maitre de conférences au département de biologie a
Blida 1, pour avoir accepté d’évaluer ce travail et pour toutes leurs
remarques et critiques.

A ne jamais oublier nos enseignants pour leur géneérosité et la grande
patience dont ils ont fait preuves malgré leurs charges académique et
professionnel.

oo
=
51
Z
=
o
e

Merci a tous.



N AR S RN

Dédicaces

Je dédie ce mémoire a tous ceux qui me sont chers,
A mes chers parents
ma mére Hamida et mon pere
Mohamed

et ma considération pour les sacrifices que vous avez consenti
pour mon instruction et mon bien étre.
Je vous remercie pour tout le soutien et /’amour que vous me
portez depuis mon enfance et j’'espere que votre bénédiction
m’accompagnera toujours. Que ce modestetravail soit
[’exaucement de vos veeux tant formulés, le fruit de vos
innombrables sacrifices. Puisse Dieu, le trés haut, vous accorde
sante, bonheur et longue vie.
A mes chers
Freres Zinou, Abdou et ma seeur Malak
Mon époux Hichem
Ma belle-seeur Nisrine et le neveu
Amirou
De ma profonde estime pour /’aide que vous m'apporterez. Vous
me soutenez, reconfortez et encouragez. Puissent nos liens

fraternels se consolider et se renforcer encore plus.
A Ma Chere Famille
SELLAMI et ASSEME
Je vous remercie énormement personne par

i-;’

b

=
.,
;

=
&

R personne de votre soutien et votre
] 4 /)/4 Ea encouragement durant mon long parcourt,
AN - que dieux vous protege.
- A Mes chers Amis

Ma chere bindbme Manel, Assia et Asma. A travers mon travail,
je voustransmets mes meilleurs sentiments d’amour.

Imane.



Dédicaces

Je dédie ce mémoire a tous ceux qui mon chere,
Je remercie ALLAH

lui.
A Mes Cheéres parents
Ma mere Dalila et mon pére Mohamed
Pour leur patience, leur amour, leur soutien et
leurs encouragements.

Aucun hommage ne pourrait étre a la hauteur de [’amour dont ils ne
cessent de me combler. Que Dieu, vous leur procure la sante, le
bonheur et une longue vie.

Et mon défunt grand-pére
Qui nous a quittes tot, que Dieu bénisse son ame avec misericorde
A ma cheére
Sceur Imane
QUi m’a aide et soutenu profondément précisément
dans cette période de réalisation de ce travaille. Et
mon cher freres Abderrahmane

A

=

b
:

A Mes chers Amis
Ma chére bindme Imane je vous remercie je te souhaite le meilleur, a
mes amis Assia et Asma. Et mon ami de temps d’année Imane A travers
mon travail, je voustransmets mes meilleurs sentiments d’amour.

Celw qui ne remercie pas les gens ne remercie pas Dieu

Manel.

A2t e FOATIAE

o
=
15
=
=
o



Sommaire

INTRODUCTION

CHAPITRE | : RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUES

I.1. Présentation du Coronavirus.......cceceveiieiiiniiieiiniiieiiieiieiineiieeinteeciinenecnsnn
[.1.1. Présentation générale du Coronavirus...........coovveeiiiiiiiiiniiieieenieeeineannnn.
0 0 510 T | N
1.1.3. Structure et génome du COronaVIIUS. ..........oueuiereriniririieteeieeeeeanenenen,
1.1.4. Taxonomie et classification des COronavirus..............co.eeiereniimninienine e
I.1.4.1.Structure de I’ordre des Nidovirales. ...,
[.1.5. Coronavirus chez 'hOte. ..o
1.1.5.1 Le Coronavirus dans lacellule..............c i,
1.1.5.2. Réplication du génome de COronavirts..........cevuveennriiiinrerieneeeneenneennnenn
[.1.5.3. Transcription du COronavirus. ..........o.ovuierteriirit it eeateee et aeereeeeeannns
[.1.5.4. Incubation du COronavirus ..............e.eeuerininteriniet et eeeeeereenennns
[.1.6. Transmission du COTONAVIIUS. .......coueutenttiaa et eae e
[.1.6.1. TransmisSsion €Ntre 1€S @SPECES. .. uuurrenrtee it et ei et eie et aeeeiaeennns
L.2. Présentation de la phylogénie........cccevviiiieiiiniiiiiiiiiniiiieiiinieieionarcsnscsnsmnn
1.2.1. Arbre phylogénétique. ........c.viiniii i
1.2.2. Les méthodes de reconstruction phylogénétique et les logiciels utilisés............
1.2.2.1. Les méthodes de reconstruction phylogénétique .................cooiiiiiiiil.
1.2.2.1.1. Méthode de parcimoONiC. ... ....ooueeiniteiitt ettt eiaeeeaeenass
1.2.2.1.2. Méthode Bayésien iNfErence ..............ccoooiiiriiiiiiiiiiii e,

1.2.2.1.3. Méthode de Maximum de vraisemblanCe...........coooeeeie e,

CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

Y - 1] T O PPN
[1.1.1. Matériel BiologigUe .......c.oneirii e e e
11.1.2. Matériel non Biologique. ..........oiniinii e
1.2, METNOGE. . ..o

0 0 0 0O N N o o AN P PP

T S S
A W W w N B O




11.2.1. Outils BIoiNfOrmatiqUe ..........cooiuiiri i, 21

[1.2.2.1. Outil GENBANK. ... 21
[1.2.1.2. Outil de recherche d'alignement local de base (BLAST)............cccevvvnnn.n.. 28
11.3. Traitement des SEQUENCES ......ccevveiiniieiiniinieneienioeseasonsossssssonssssssnsosssnses 32
1.3.1. OUtils de MEGA 11 . e e 32
11.3.2. OUutils de GeNIGEN 2... ... e e 36

CHAPITRE 111 : RESULTATS

I11.1. Résultats de I’arbre du gene la glycoprotéine S ..., 43
[11.2. Résultats de I’arbre du géne de la protéine N ...........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiii e 51
[11.2. Résultats de I’arbre du géne RARD ..o, 59

CHAPITRE IV : DISCUSSION

IV.1. Comparaison des souches de I’arbre du géne de pointe S (géne structurale) ....... 68

IV.1.1. Comparaison des souches de 1’arbre du groupe Alphacoronavirus du géne de

POINEE S L. 68

IV.1.2. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Deltacoronavirus du géne de

POINEE S 70

IV.1.3. Comparaison des souches de 1’arbre du groupe Gammacoronavirus du gene

e POINEE S 71

IV.1.4. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Betacoronavirus du gene de

POINEE S e 71
IV.2. Comparaison des souches de I’arbre du gene de pointe N (géne structurale) ...... 73

IV.2.1. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Betacoronavirus du géne N

(géne de NUCIBOCAPSIAR). ... ...vie i 73

IV.2.2. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Alphacoronavirus du géne N

(géne de NUCIBOCAPSIAR). ... ...eiee i 75

IV.2.3. Comparaison des souches de ’arbre du groupe Gammacoronavirus du gene N

(gene de NUCIBOCAPSIAR) ... ..vinit et e 75

IV.2.4. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Deltacoronavirus du géne N

(gene de NUCIBOCAPSIAR) ... ..vinit et e 75
IV.3. Comparaison des souches de ’arbre du gene RdRp (géne non structurale) ........ 76

IV.3.1. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Betacoronavirus du gene RdRp ...... 76




IV.3.2. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Gammacoronavirus du géne RdRp... 78

IV.3.3. Comparaison des souches de 1’arbre du groupe Alphacoronavirus du géne RdRp..... 78

IV.2.1. Implication des mutations dans ’évolution............ccoeevuiieineiuniniin.. 79
IV.2.2. Conséquences des MUtAtiONS.....ccovuiieieieiiniieriatinrosesssrsnscssssssossssnssssssssnss 80
CONCLUSION

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
ANNEXE




Abréviations

ACE2: Angiotensin Converting Enzyme 2.

BCoV: Bovine Coronavirus.

CCoV: Canine Coronavirus.

CSG: Coronavirus Study Group

DAMBE: Data Analysis in Molecular Biology and Evolution.
DCoV: Duck Coronavirus.

DDBJ: Japanese Data Bonque.

DNASP : DNA Sequence Polymorphism.

EBI: European Bioinformatics Institute.

ECoV: Equine Coronavirus.

Fabox: FASTA Sequence Tool BOX.

FIPV: Feline Infectious Peritonitis Virus.

FCoV : Feline Coronavirus.

GiCoV: Giraffe Coronavirus.

HCoV-229E: Human Coronavirus 229E.

HCoV-HKU1: Human Coronavirus HKU1.,

HCoV-NL63: Human Coronavirus NL63.

HCoV-OC43: Human Coronavirus OC43.

Hi-BatCoV HKU10: Hipposideros Bat Coronavirus HKU10.
IBV: Infectious Bronchitis Virus.

ICTV: International Committee on Taxonomy of Viruses.
LANL: Los Alamos National Laboratory.

MCMC: Bayesian Markov Chain Monte Carlo Method.
MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis.
MERS-CoV: Middle East respiratory syndrome coronavirus.

MHV: Murine Hepatitis Virus.




ML: Maximum Likelihood.

MRCA: Most Recent Common Ancestor of mammalian CoVs.
NCBI: National Center for Biotechnology Information.

NJ: Arithmetic Averages.

ORF: Open Reading Frame.

PCoV: Pigeon Coronavirus.

PDB: Protein Data Bank.

PEDV: Porcine Epidemic Diarrhea Virus.

PHEV: Porcine Hemagglutinating Encephalomyelitis Virus.
PHYLIP : Phylogeny Inference Package.

RBD: Receptor Binding Domain.

RCoV: Rat Coronavirus.

RdRp: RNA-dependent RNA polymerase.

RDRP: RNA-Dependent RNA Polymerase.

RE: Endoplasmic Reticulum.

SARS: Severe Acute Respiratory Syndrome.

SGD: Saccharomyces Genome Database

TCoV: Turkey Coronavirus.

TEGV: Transmissible Tastroenteritis Virus.

UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean.
WHO: World Health Organization.

WiCoV HKU20: American Duck Coronavirus HKU20.




Liste des figures

N° de figure Titre Page
1 Structure de Coronavirus 3
2 Annotation du génome 3
3 Schéma structurel de I'ordre des Nidovirales 5
4 Classification des Nidovirus et membres prototypes 6
5 Cycle viral du Coronavirus 7
6 Les chauves-souris et les oiseaux comme sources de geénes | 10

probables pour I'évolution des coronavirus, sur la base de preuves

épidemiologiques, virologiques et phylogénétiques
7 Arbre phylogénétique non enraciné 12
8 Arbre phylogénétique enraciné 12
9 Page d’accueil de GenBank. 22
10 Reésultat de la recherche de la séquence dans la GenBank. 23
11 les informations du géne dans la GenBank. 23
12 Forme FASTA de la séquence affichée par la GenBank. 24
13 Enregistrement de la forme FASTA. 24
14 Classement des données de la sequence dans la GenBank. 25
15 Reésultats de la recherche en texte intégral PMC. 25
16 Reésultat de recherche PopSet de la séquence dans la GenBank. 26
17 Reésultat de la recherche du groupe de protéines identiques a la 26

séquence.
18 Informations de la séquence dans la GenBank. 27
19 Les deux formes d’affichage de la séquence. 27
20 Exemple du graphique d’un géne S de la séquence. 28
21 Page d’accueil de BLAST. 29
22 Recherche des séquences a haute similarités. 29
23 Classement des séquences similaires dans la description. 30
24 Classement des séquences similaire par le résumé graphique. 30
25 Alignement des séquences par paire avec ou sans fonctions CDS. 31




26 Taxonomie des trois cas de figure d’affichage proposé par BLAST. 31

27 Page d’accueil et la barre d’outils de MEGA 11. 32

28 Fenétre « Alignement Explorer » de MEGA 11. 33

29 Séquences d’ADN format FASTA 33

30 Alignement des séquences par MEGA 11. 34

31 L’ajustement des paramétres de construction de 1’arbre par MEGA 36
11.

32 Page d’accueil de GeniGen 2. 37

33 Séquences FASTA dans la GenieGen 2. 37

34 Suppression des séquences non ciblées. 38

35 Renommer les séquences ciblées. 38

36 Choisir un nouveau nom. 39

37 Alignement des séquences sélectionnees. 39

38 Alignement des séquences par GeniGen 2. 40

39 Action d’affichage du tableau de comparaison. 40

40 Tableau de comparaison de GeniGen 2. 41

42 L’arbre phylogénétique du gene S. 43

43 Fragment de ’arbre du gene S comportant les séquences du sous- 44
groupe oa.

44 Fragment de ’arbre du gene S comportant les séquences du sous- 45
groupe ab.

45 Fragment de I’arbre du gene S comportant les séquences du groupe 48
d.

46 Fragment de ’arbre du geéne S comportant les séquences du groupe 48
Y.

47 Fragment de ’arbre du géne S comportant les séquences du sous- 47
groupe Bb.

48 Fragment de I’arbre du géne S comportant les séquences du sous- 47
groupe Pa.

49 L’arbre phylogénétique du gene N. 53

50 Fragment de ’arbre du gene N comportant les séquences du sous- 54
groupe Pa

51 Fragment de ’arbre du gene N comportant les séquences du sous- 54




groupe Bb.

52 Fragment de I’arbre du géne N comportant les séquences du sous- 55
groupe oa.

53 Fragment de I’arbre du géne N comportant les séquences du sous- 55
groupe ob.

54 Fragment de I’arbre du géne N comportant les séquences du groupe 56
Y.

55 Fragment de I’arbre du géne N comportant les séquences du groupe 56
0.

56 L’arbre phylogénétique du géne RdRp. 61

57 Fragment de I’arbre du géne RARp comportant les séquences du 62
groupe f3.

58 Fragment de I’arbre du géene RARp comportant les séquences du 63
groupe vy.

59 Fragment de I’arbre du géene RARp comportant les séquences du 63
sous-groupe oa.

60 Fragment de I’arbre du géne RdARp comportant les séquences du 64

sous-groupe ab.




LListe des tableaux

N° du tableau Titre Page
I Protéines structurales du coronavirus et leurs fonctions. 4
I Les séquences d’ADN de Coronavirus utilisé pour la présentation 15

phylogénétique.
i les logiciels utilisés dans 1’étude phylogénétique. 20
v Les séquences d’ADN de Coronavirus utilis¢é pour la présentation | 40
phylogénétique du géne S.
\Y Pourcentages d’identités des différentes séquences de souches du groupe | 49
Alphacoronavirus (oo CoV) qui présentent le gene S.
VI Pourcentages d’identités de différentes séquences de souches du groupe | 50
Deltacoronavirus (6 CoV) qui présentent le gene S.
Vi Pourcentages d’identités de differentes séquences de 4 souches du | 50
groupe Gammacoronavirus (y CoV) qui présentent le géne S.
VI Pourcentages d’identités de différentes séquences de 15 souches du | 51
groupe Gammacoronavirus (y CoV) qui présentent le géne S.
IX Les séquences d’ADN de Coronavirus utilis¢é pour la présentation | 52
phylogénétique du gene N.
X Pourcentages d’identités de différentes séquences de souches du groupe | 57
Betacoronavirus (Beta CoV) qui présentent le géne N.
Xl Pourcentages d’identités de différentes séquences de souches du groupe | 58
Alphacoronavirus (Alpha CoV) qui présentent le géne N.
X1l Pourcentages d’identités de différentes séquences de souches du groupe | 59
Deltacoronavirus (6 CoV) qui présentent le géne N.
X111 Les séquences d’ADN de Coronavirus utilisées pour la présentation | 59
phylogénétique du gene RdRp.
XV Pourcentages d’identités de différentes séquences de souches du groupe | 66
Betacoronavirus (Beta CoV) qui présentent le géne RdRp.
XV Pourcentages d’identités de différentes séquences de souches du groupe | 66
Gammacoronavirus (y CoV) qui présentent le géne RdRp.
XVI Pourcentages d’identités de différentes séquences de souches du groupe 67

Alphacoronavirus (Alpha CoV) qui présentent le géne RdRp.







Résumé

Les Coronavirus sont des virus a ARN simple brin sens positif, leur nom est di a I'apparence d'une
couronne solaire. Dans cette étude nous avons réalisé une comparaison par une analyse
phylogénétique basée sur des séquences nucléotidiques de différentes souches virales extraites de la
GenBank qui ont touchés les animaux ainsi que I’homme. Pour réaliser ce travail, des séquences
extraites des trois génes, géne de I'ARN polymérase ARN-dépendante RdRp, géne de nucléocapside N
et géne de pointe Sont été analysées a l'aide du logiciel MEGA 11. Nous avons classé les souches de
virus pour ces trois genes selon les espéeces animales qu'ils ont infectées et les régions géographiques
dans lesquelles ils ont été retrouvés.

Commencant par le géne S dont nous avons travaillé sur 49 séquences nucléotidiques de différentes
souches a travers plusieurs pays comme les Pays Bas, le Japon et les Etats-Unis qui touche plusieurs
especes telles que, HCoV 229E, HCoV NL63 infectant I’homme et les chauves-souris ; PRCV et
PDCoV infectant le porc. Nous avons trouvé qu’il y a une accumulation des mutations au sein du géne
S entre les différentes souches qui peuvent provoquer une transmission du virus de I’animal a
I’homme.

L’analyse du géne RdRp a été basé sur 35 séquences nucléotidiques de différentes souches virales ; les
résultats obtenus prouvent la présence des souches BatCoV infectant les chauves-souris dans Mayotte
et Mozambique, RtCoV infectant les rongeurs en Chine, Slovénie, PHEV qui touche le porc en Italie,
BCoV touchant les bovins en Slovénie et FRSCV des furets au Pérou.

Nous avons traité 36 séquences nucléotidiques du gene N de différentes souches virales telles que
SARS-CoV-2 qui touche les chauves-souris, HCoV OC43 infectant ’homme, PEDV et PDCoV qui
infecte le porc, ces derniers se partagent entre plusieurs pays comme la Chine, 1’Allemagne, la
Belgique, la France et la Corée du sud.

Sachant que le Coronavirus est considéré comme I'un des plus anciens virus, ol il n’est pas surprenant
gue les mutations de ces genes conduisent a l'apparition des différentes souches de virus affectant
différentes espéces dans des zones géographiques variables. Dans les résultats de notre étude ; nous a
démontré que la diversité génétique entre les souches de ce virus est trés élevée que ce soit pour les

souches qui infectent les animaux ou celles qui infectent ’homme dans différents pays du monde.

Mots clé : Coronavirus, géne, phylogénie.




Abstract
Coronaviruses are positive-sense single-stranded RNA viruses; their name is due to the
appearance of a solar corona. In this study, we performed a comparison by phylogenetic
analysis based on nucleotide sequences of different viral strains extracted from the GenBank
that affected animals as well as humans. To carry out this work, sequences extracted from the
three genes, RNA-dependent RNA polymerase gene RdRp, nucleocapsid gene N and spike
gene S were analyzed using MEGA 11 software. Here, we have classified the virus strains for
these three genes according to the animal species they infected. In addition, the geographic
regions in which they found them.
Starting with the S gene where we worked on 49 nucleotide sequences of different strains
across several countries such as the Netherlands, Japan and the United States, which affects
several species such as, HCoV 229E, HCoV NL63 infecting humans and bats; PRCV and
PDCoV infecting pigs. We have found that the transmission of the virus from animals to
humans there due an accumulation of mutations within the S gene between different strains.
The analysis of the RdRp gene was based on 35 nucleotide sequences from different viral
strains; the results obtained prove the presence of BatCoV strains infecting bats in Mayotte
and Mozambique, RtCoV infecting rodents in China, Slovenia, PHEV in pigs in Italy, BCoV
affecting cattle in Slovenia and FRSCV in ferrets in Peru.
We have processed 36 nucleotide sequences of the N gene of different viral strains such as
SARS-CoV-2 which affects bats, HCoV OC43 which infects humans, PEDV and PDCoV
which infects pigs, the latter being shared between several countries as China, Germany,
Belgium, France, and South Korea.
Knowing that the Coronavirus is considered one of the oldest viruses, where it is not
surprising that the mutations of these genes lead to the appearance of the different strains of
viruses affecting different species in variable geographical areas, the results of which of these
three genes; have shown us that the genetic diversity between the strains of this virus is very
high, whether for the strains that infect animals or those that infect humans in different

countries of the world.

Keywords: Coronavirus, gene, phylogeny
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Introduction

La famille des Coronaviridae est une famille qui comporte un groupe monogénique de 11
virus infectant les vertébrés (Siddell et Coll, 1983). Selon le comité international de
taxonomie des virus, les Coronavirus sont classés sous l'ordre des Nidovirales, famille
des Coronaviridae, sous-famille des Coronavirinae. Sur la base de preuves sérologiques
précoces et génomiques ultérieures, le Coronavirinae est divisé en quatre groupes
. Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus et Deltacoronavirus (Jasper et al.,
2013; Fung, 2019) et chaque genre se divise en plusieurs souches virales telles que BCoV
chez les bovins, CCoV chez les chiens, IBV chez les oiseaux (Alluwaimi et al; 2020). Ce
virus est parmi les virus émergents les plus importants chez une grande variété d'espéces de
mammiféeres ces dernieres années, provoquant divers syndromes de maladies respiratoires,
notamment le syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) et le syndrome respiratoire du
Moyen-Orient (MERS) (Marschang et al., 2019).

Les coronavirus sont des virus enveloppés qui contiennent le plus grand génome linéaire
d’ARN viral simple brin de sens positif, allant de 26 a 32 kb de longueur (Kasmi et al., 2020 ;
Naqgvi et al., 2020). L'ARN génomique du coronavirus est de composition constante entre
leur virus ou il comprend deux principaux cadres de lecture ouverts (ORF) ; ORFla et ORF1
b, englobant les deux premiers tiers du génome (Zhang et al., 2021). Ces deux premiers tiers
du génome composait de 2 grands cadres de lecture ouverts qui se chevauchent et qui codent
pour 16 protéines non structurelles (Bergmann et al., 2020). Le tiers restant du génome code
pour des ORF qui se chevauchent, ainsi que quatre protéines structurelles majeures y compris
S (glycoprotéine de pointe), N (protéine de nucléocapside), M (protéine de membrane) et E
(protéine d'enveloppe) (Zhang et al., 2021).

Avant 2003, il n'y avait que 10 Coronavirus avec des génomes complets disponibles. Apres
I'épidémie de SARS, jusqu'en décembre 2008, il y a eu un ajout de 16 Coronavirus avec des
génomes complets séquences. Ceux-ci comprennent deux Coronavirus humains (Coronavirus
humain NL63 et Coronavirus humain HKU1), 10 autres Coronavirus de mammiferes
(Coronavirus du SRAS de chauve-souris ; Coronavirus de chauve-souris : Bat-CoV HKU2,
Bat-CoV HKU4, Bat-CoV HKU5, Bat-CoV HKUS8, Bat-CoV HKU9, Bat-CoV 512/2005,

Bat-CoV 1A ; Coronavirus équin et Coronavirus de béluga) et quatre Coronavirus aviaires



(Coronavirus de dinde, Coronavirus bulbul HKU11, Coronavirus de muguet HKU12 et
Coronavirus de Munia HKU13) (Woo et al., 2012).

Afin de mieux connaitre les Coronavirus nous avons réalisé ce travail fondé sur une étude
phylogénétique (Kuhl et al., 2019) de ce virus, classé comme le virus le plus célébre et le
plus diffus dans le monde entier actuellement. Afin de réaliser ce travail nous avons appliqué
les éléments de base de la phylogénie qui reposent sur la construction des arbres
phylogénétiques des différentes souches de Coronavirus (Will et al., 2017) par un traitement
des séquences d’ADN et la comparaison entre ces souches qui ont touché plusieurs especes.
Notre travail se divise en :

Chapitre 1, recherche bibliographique, qui se divise en deux parties : présentation du
Coronavirus ; présentation générale, histoire du virus, structure, taxonomie et classification,
transmission du virus, propagation dans le monde ; et en parallele nous avons étudié le
Coronavirus en Algeérie. Définitions des études phylogéenétiques qui aident a la reconstruction
phylogénétique des génes. Exposition des déférentes banques de données, les logiciels utilisés
et les méthodes de reconstruction phylogénétique.

Le chapitre 11, fournit le matériel et les méthodes que nous avons utilisées pour réaliser notre
mémoire.

Le chapitre III, rapporter les résultats obtenus ainsi qu’une discussion a la lumicre des
donneées bibliographiques.

Enfin, on terminera ce mémoire par une conclusion.
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I.1. Présentation du Coronavirus

1.1.1. Présentation générale du Coronavirus

Les coronavirus sont parmi les virus émergents les plus importants chez une grande variété
d'espéces de mammiféres ces dernieres années, provoquant divers syndromes de maladies
respiratoires, notamment le syndrome respiratoire aigu severe (SRAS) et le syndrome
respiratoire du Moyen-Orient (MERS) (Marschang et al., 2019).

Fin décembre 2019, des informations ont fait état d'une mystérieuse pneumonie a Wuhan, en
Chine, une ville de 11 millions d'habitants dans la province du Hubei, dans le sud-est du pays.
La cause, ont rapidement déterminé les scientifiques chinois, était un nouveau coronavirus
éloigné du virus du SRAS (qui avait émergé en Chine en 2003, avant de se propager dans le
monde et de tuer pres de 800 personnes). Six mois plus tard, plus de dix millions de cas
confirmés, la pandémie de COVID-19 est devenue la pire crise de santé publique depuis un
siecle (Callaway et al., 2020).

Depuis lors, les chercheurs étudiant les coronavirus confrontés a plusieurs reprises a la
question de la nouveauté du coronavirus, grave, voire mortelle, a été introduite chez I'homme.
D'un réservoir zoonotique : c'est le cas du syndrome respiratoire aigu severe (SRAS) et,
quelques années plus tard, du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS) (Gorbalenya
et al., 2020).

1.1.2. Historique

Dans la recherche menée par (Gozlan 2020) I’historique de coronavirus se présente comme
suite :

1930 : Le premier coronavirus decouvert (Infectious Bronchitis Virus, 1BV) est un virus
animal, responsable chez les volailles d’une maladie respiratoire (bronchite infectieuse
aviaire) qui a été observée pour la premiere fois dans le Dakota du Nord (Etats-Unis).

1931 : Arthur Frederick Schalk et MC Hawnidentifié une nouvelle maladie respiratoire chez
des poussins agés de deux jours a trois semaines.

1946 : Le virus de la gastroentérite du porc (Transmissible Gastroenteritis Virus, TGEV) est
identifié.

1949 et 1951: Des chercheurs du Rockefeller Institute (New York), puis une équipe
londonienne ont découvert le virus de I’hépatite murine (Murine Hepatitis Virus, MHV) chez
une souris paralysée.

1965 : La découverte du premier coronavirus humain (HCoV).
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1966 : Hamre et Procknow, chercheurs a I'université de Chicago, rapportent avoir cultivé un
virus sur des cultures de cellules rénales embryonnaires humaines inoculées avec des
prélévements respiratoires d’étudiants en médecine enrhumés.

1967 : Une autre souche, baptisée HCoV OC43, est découverte aux Etats-Unis par Kenneth
Mclntosh et ses collégues des instituts nationaux de la santé.

1968 : Le terme « coronavirus » fait officiellement son apparition dans la revue Nature. Ce
nouveau groupe de virus est defini & partir de criteres essentiellement morphologiques.

1975 : Le comité international de taxonomie des virus (ICTV) approuve la création d’une
nouvelle famille de virus, les Coronavirinae.

2012 et 2014 : Aux Etats-Unis, ce coronavirus a ainsi entrainé une diminution de plus de 3 %
de I’élevage porcin.

2000 et 2004 : Identifications des séquences génomiques complétes des coronavirus humains
HCoV-229E et HCoV-0C43 respectivement.

2003 : L’identification d’un coronavirus (SARS-CoV) comme agent infectieux responsable
du Syndrome Respiratoire Aigu Sévere.

2012 : Un sixiéme coronavirus humain, le MERS-CoV, émerge au Moyen-Orient, soit dix ans
apres le SARS-CoV.

2020 : On comptait 2 519 cas confirmes de MERS, dont 866 morts, ce qui représente un taux
de 1étalité d’environ 35 %, la premiére utilisation du terme « pandémie » sur le coronavirus.
1.1.3. Structure et génome du Coronavirus

Les Coronavirus sont des virus enveloppés qui contiennent le plus grand génome linéaire
d’ARN viral simple brin de sens positif et pathogénes et le plus grand génome viral & ARN,
allant de 26 a 32 kb de longueur (Kasmi et al., 2020 ; Naqgvi et al., 2020).

Ces virus contiennent des projections de glycoprotéines en forme de pointes a leur surface,
qui apparaissent comme une couronne au microscope électronique ; comme il se présente

dans la figure 1 ; par conséquent, ils sont appelés Coronavirus (Mittal et al., 2020).
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Figure 1 : Structure de Coronavirus (Shaikh al., 2020).
L'ARN génomique du Coronavirus est de composition constante entre leur virus, prenant le
génome de SRAS-CoV-2 comme exemple de coronavirus, qui comprend deux principaux
cadres de lecture ouverts (ORF) ; ORFla et ORF1b, englobant les deux tiers du génome

comme le montre la figure 2 (Zhang et al., 2021).
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Figure 2 : Annotation du génome du Coronavirus (Gordon et al., 2020).
Les deux premiers tiers du génome se composent de 2 grands cadres de lecture ouverts qui se
chevauchent qui codent pour 16 protéines non structurelles, y compris les protéases, I'ARN
polymérase dépendante de I'ARN (RdRp), I'hélicase a ARN, la primase et d'autres, qui
forment le complexe de réplicase virale, une plate-forme pour propager les ARNm viraux. Ou
ces protéines non structurales sont toutes des cibles potentielles pour des thérapies, qui

fonctionneraient en théorie contre tous les coronavirus (Bergmann et al., 2020).
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Le tiers restant du génome qui code a des ORF qui se chevauchent, codant quatre protéines
structurelles majeures y compris S (glycoprotéine de pointe), N (protéine de nucléocapside),
M (protéine de membrane) et E (protéine d'enveloppe), qui sont présentées dans le tableau
I ainsi que leurs roles ; et certaines protéines accessoires. La protéine S comprend le peptide
signal (SP), le domaine de liaison au récepteur (RBD), le sous-domaine 1 (SD1) et le sous-
domaine 2 (SD2) dans la sous-unité S1 et le peptide de fusion (FP), I'heptade répétée 1 (HR1),
I'neptade répétée 2 (HR2) et transmembranaire (TM) dans la sous-unité de fusion
membranaire (S2). La protéine E, avec M et N, est connue pour faciliter la formation de
particules de type viral. 20 Le SRAS-CoV-2 code également pour des protéines accessoires,
notamment ORF3, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8 et ORF9b, qui sont toutes réparties parmi
les génes de structure, présentées dans la figure 2 (Zhang et al., 2021).

Tableau I : Protéines structurales du coronavirus et leurs fonctions (Cheikh, 2020).

Protéines structurales Fonctions des proteines
Protéine de pointe (S) Fusion virus et cellule hote par liaison
Protéine membranaire (M) Transport des nutriments, détermine la forme et la

formation de l'enveloppe

Protéine d'enveloppe (E) Interfére avec la réponse immunitaire de I'hote

Protéine de nucléocapside (N) @ Se lie au génome d’ARN et constitue la nucléocapside

Hémagglutinine-estérase (HE) | Lie les acides sialiques sur la glycoprotéine de surface

1.1.4. Taxonomie et classification des coronavirus

L'ordre des Nidovirales regroupe les familles des Coronaviridae Roniviridae. Les variations
dans la variété, le type et la taille des Nidovirales des protéines structurelles provoquent des
changements considérables dans la structure et la morphologie des nucléocapsides et des
virions, comme il est représenté dans la figure 3 (Mallikarjunaiah et al., 2021).

La recombinaison se produit fréguemment entre le génome des différentes lignées virales qui
code pour la protéine de liaison au récepteur de I'néte, contribuant a I'émergence de nouveaux
virus, capables de transmission interspécifique et d'adaptation a de nouveaux hotes animaux
(Mallikarjunaiah et al., 2021).
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1.1.4.1 Structure de ’ordre des Nidovirales

Figure 3: Schéma structurel de I'ordre des Nidovirales (Kasmi et al., 2020).

La taxonomie de la famille de Nidoviral est présentée dans la figure 4. Les Coronavirus font
partie de [l'ordre Nidovirales Arteriviridae Coronaviridae Roniviridae. Les virus
génériguement connus sous le nom de Coronavirus font partie de lI'ordre Alphacoronavirus
Betacoronavirus Gammacoronavirus Deltacoronavirus (Britton, 2019). La famille des
Coronaviridae a été divisée en Coronavirinae et Torovirinae, Les Torovirus appartiennent a la
sous-famille des Torovirinae qui provoque des maladies entériques chez les bovins et
éventuellement chez I'nomme (qui comprennent l'alpha coronavirus (a-CoV), le béta
coronavirus (B-CoV), le gamma coronavirus). La famille des Arteviridae comprend les virus
porcins et équins, et la famille des Roniviridae comprend les virus des invertébrés (y-CoV) et

delta coronavirus (6-CoV) (Mallikarjunaiah et al., 2021).
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Order Nidovirales
Family Arlerivitidae Coronaviridae Roniviridae
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Figure 4 : Classification des Nidovirus et membres prototypes (Snijders, 2008).
L'a-CoV contient le virus de la diarrhée épidémique porcine, le virus de la gastro-entérite
transmissible porcine, le coronavirus canin, le virus de la péritonite infectieuse féline, les
coronavirus humains 229 (HCoV-229E) et NL63 (HCoV-NL63).

Le B-CoV est divisé en lignées A, B, Cet D :

elLa lignée A: Comprend les CoV OC43, HKU1, MHV , PHEV, équin, lapin, chameau,
bovin et antilope qui code pour une protéine plus petite appelée hémagglutinine estérase, qui
est fonctionnellement similaire a la protéine de pointe (S).

eLa lignée B : Comprend le SRAS-CoV, les virus de type SRAS des chauves-souris et des
civettes palmistes.

e La lignée C : Comprend le MERS-CoV et certains virus dérives des chauves-souris.

e La lignée D : Ne contient que des Coronavirus dérivés de chauves-souris.

Le y-CoV contient I'IBV aviaire et le coronavirus de la dinde.

Le 3-CoV comprend plusieurs Coronavirus nouvellement évolués issus des pools génétiques

des oiseaux sauvages.
1.1.5. Coronavirus chez I’hote

Des gouttelettes se déposent sur les mains ou des objets fixes ou mobiles et le virus va étre
ainsi transmis a une autre personne lorsque les mains entrent en contact avec le nez, les yeux

ou la bouche. Le virus reste détectable de quelques heures a quelques jours sur des surfaces
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inertes selon le type de surface. Ce temps est plus court & des températures supérieures a 30
°C, mais la transmission indirecte par des objets inertes est faible (Mal, 2020).

1.1.5.1. Le Coronavirus dans la cellule

Tout le cheminement du Coronavirus dans la cellule de I’hote est schématisé dans la figure 5.
L'entrée du virus implique la liaison du récepteur de I'enzyme de conversion de I'angiotensine
2 (ACEZ2) et le clivage par la sérine protease TMPRSS2 pour permettre la fusion avec la
membrane de I'h6te. D'autres protéases cellulaires, par exemple la furine, facilitent I'entrée
dépendante du pH par la voie endocytaire. Ou les voies d'entrées prédominantes sont
specifiques au type de cellule et dépendent de la disponibilité de certaines protéases
(Bergmann et Silverman, 2020).
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Figure 5: Cycle viral du Coronavirus (Shaikh et al., 2020).

1.1.5.2. Réplication du génome de Coronavirus

La réplication du génome du Coronavirus est médiée par la synthése d'un ARN a brin négatif,
qui est la matrice pour la synthése des génomes de virus descendants. Des études de
cartographie avec des ARN interférents défectueux (DI) du MHV ont indiqué que 470 nt de
I'extrémité 5' et 436 nt de l'extrémité 3' sont nécessaires pour la réplication de 'ARN DI
(60,73). Les deux extrémités du génome sont necessaires a la synthese du brin positif, alors
que seuls les 55 derniers nt de I'extrémité 3' et la queue poly (A) sont nécessaires a la synthése
du brin négatif (Enjuanes et al., 2006).
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1.1.5.3. Transcription du Coronavirus

La transcription du Coronavirus, est en général la transcription dans l'ordre des Nidovirales,
est une synthese d'’ARN dépendante de I'ARN qui comprend trois étapes a été proposeé : (a)
formation de complexes 5'-3’ dans 'ARN génomique, (b) balayage d'appariement de bases de
I'’ARN brin négatif naissant par le leader TRS, et (c) commutation de matrice pendant la
synthése du brin négatif pour compléter le sgRNA moins-brin (Mal, 2020).

1.1.5.4. Incubation du Coronavirus

La période d'incubation est d'environ 5 jours, le plus souvent comprend entre 3 & 7 jours, mais
peut aller jusqu'a 14 jours. C'est la raison pour laquelle la durée de 14 jours a été considérée
comme la durée de la quarantaine. Faute de traitement antiviral efficace, I'évolution de la
maladie est naturelle. Elle se fait vers la guérison en moins de dix jours chez plus de 80 % des
malades. Mais chez les 20 % restant, on observe environ 7 a 10 jours apres l'apparition des
premiers symptomes, une phase d'orage immunitaire (orage cytokinique). Ce phénomene se
traduit, d'une part, par une aggravation brutale des symptémes respiratoires qui peuvent
conduire a une insuffisance respiratoire nécessitant une oxygénothérapie, voire une ventilation
assistée en réanimation. A ce stade, le virus est encore détectable mais pas nécessairement
viable (Mal, 2020).

1.1.6. Transmission du Coronavirus

1.1.6.1. Transmission entre les especes

Les Coronavirus mammiferes et aviaires ont des gammes d'hotes diverses. La datation
phylogénétique de la divergence de séquence de I'ARN polymérase dépendante de I'ARN
(RdRp) a suggéré que lancétre commun le plus récent (MRCA) des Coronavirus de
mammiferes est apparu il y a environ 7 000 a 8 000 ans, alors que le MRCA des Coronavirus
aviaires remonte a 10 000 ans. Ces résultats sont probablement des sous-estimations car ils ne
pouvaient pas tenir compte de la diversité supplémentaire des séquences de virus non
découverts. Néanmoins, les estimations actuelles coincident a peu pres avec la dispersion de
la population humaine dans le monde il y a environ 50 000 a 100 000 ans et ont fortement
augmenté au cours des 10 000 derniéres années lors de la premiere transition historique. Au
cours de cette transition, les humains ont commenceé diverses activités agricoles, telles que le
défrichement des foréts pour I'agriculture et I'élevage, entrainant un changement significatif
de I'écologie et de la dynamique des populations de virus en raison de l'intrusion d'habitats

fauniques et du mélange intensif de différents hétes animaux (Jasper et al., 2013).
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Au cours des deux derniéres décennies, trois Coronavirus zoonotiques (SARS-CoV, MERS-
CoV et SARS-CoV-2) ont constitué une menace sérieuse pour la santé publique et la sécurité
mondiale. De plus, HCoV-HKU1, HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-0C43 et HECV-4408
sont également d'origine zoonotique (Kong et al., 2022).

Un animal sert dhéte évolutif du Coronavirus s'il abrite un ancétre étroitement
apparenté partageant une homologie au niveau de la séquence nucléotidique dans ce cas le
virus ancestral est généralement bien adapté et non pathogéne pour cet héte, ou si 1’hote
réservoir héberge le Coronavirus d’une maniéere continu et a long terme. Dans les deux cas,
les hotes sont naturellement infectés et sont des hétes naturels du Coronavirus ou de son virus
parental, en revanche, si le Coronavirus est nouvellement introduit dans un hote intermédiaire
juste avant ou autour de son introduction a I'nomme, il n'est pas bien adapté au nouvel hote et
est souvent pathogene. Cet hote intermédiaire peut servir de source zoonotique de I'infection
et jouer le réle d'hoéte amplificateur en permettant au virus de se répliquer de maniere
transitoire, puis le transmettre a I'homme pour amplifier 1'échelle de I’infection humaine (Ye
et al., 2020).

Le tropisme de I'n6te des Coronavirus est largement déterminé par la protéine de pointe en
raison de ses fonctions de liaison aux récepteurs et de fusion membranaire. Une étape critique
dans la transmission inter-especes des Coronavirus est la capacité a se lier a de nouveaux
récepteurs chez un nouvel hote, qui se produit par la protéine de pointe. En raison de leurs
grands genomes d'ARN, les Coronavirus sont génétiquement plus tolérants pour acquérir des
mutations non létales, des insertions et des délétions, et une recombinaison dans le gene S,
augmentant la capacité des Coronavirus a traverser les barrieres des espéces hotes, comme il

est representé dans la figure 6 (Kong et al., 2022).
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Figure 6 : Les chauves-souris et les oiseaux comme sources de génes probables pour
I'évolution des coronavirus, sur la base de preuves épidémiologiques, virologiques et
phylogénétiques (Jasper et al., 2013).

Dans la figure 6 Jasper et al., 2013 :

1.2. Présentation de la phylogénie

La reconstruction phylogénétique est la méthode de choix pour déterminer les relations
homologues entre les séquences. Les difficultés a produire des alignements de qualité, qui
sont la base de bons arbres, et a automatiser I'analyse des arbres (Frickey et Lupas., 2006).
En raison du grand nombre de séquences impliquées, les analyses phylogénétiques des
protomes excluent les étapes manuelles et nécessitent donc un degré élevé d'automatisation
dans la sélection des séquences, l'alignement, l'inféerence phylogénétique et l'analyse de
I'ensemble d'arbres résultant (Frickey, 2004).

La phylogénie moléculaire consiste a reconstruire les relations de parenté entre les séquences
de nucléotides ou d'acides aminés. Elle permet d'étudier I'évolution des séquences et la
relation de parenté entre especes. La nature quantitative des relations, ainsi établie, a permis le
développement de méthodes et de regles rigoureuses pour la construction des arbres
phylogénétiques (Cheikh, 2006).
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Pour reconstituer des phylogénies, on peut utiliser différents génes, ou les protéines
correspondantes, appelés marqueurs phylogénétiques (Alauzet., 2009).

Un marqueur génetique est basé sur la variation dans le génome, cette variation est aussi
nommée polymorphisme. Selon le niveau taxonomique étudié, il est essentiel de choisir un
type de marqueur qui lui est adapté. Par exemple, si le but visé est de distinguer des groupes
d'individus au niveau de I'espece, les marqueurs utilisés devront étre plus conservés que dans
le cas des études de populations (Beaulieu, 2007). Les polymorphismes ADN peuvent étre
détectés dans ’ADN nucléaire et I’ADN d’organites, trouvé dans les mitochondries et les
chloroplastes. Les marqueurs moléculaires concernent la molécule d’ADN elle-méme, comme
tels, sont considérés comme des mesures objectives de la variation (Vicente et a.l, 2003).

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 meéres 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 ’ADNmt.
Les marqueurs d’ADNmt peuvent ¢galement fournir un moyen rapide de détecter

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

1.2.1. Arbre phylogénétique

L'arbre phylogénétique est une construction-clé dans I'histoire de la biologie et de la géologie.
Son succes opeérationnel ne s'est jamais démenti. Imaginons que nous retracions I'histoire de
trois espéces choisies arbitrairement (actuelles ou fossiles). En remontant le temps, nous
pouvons espérer relier les deux espéces qui dérivent de la méme espéece ancestrale ; en
remontant plus loin encore, nous rencontrons l'espece ancestrale des trois especes. Le dessin
en deux dimensions de ces relations de parenté est un arbre composé d'une succession de
branchements. Au reste, on n'a jamais trouvé meilleure facon d'illustrer, en deux dimensions,
les relations de parenté entre especes ou groupes despeces, en fonction du temps
(verticalement) et de la diversité taxinomique (horizontalement). Dans le cas de la diversité,
de facon conventionnelle et le plus souvent symbolique, la dimension horizontale permet
aussi une repréesentation du degré de divergence morphologique de deux branches a partir du
point de branchement, ce que Darwin nomme la « somme des modifications » (Daru et al.,
2008).
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L’arbre phylogénétique est une représentation graphique de la phylogenése d’un groupe de
taxons (séquences) qui peut se présenter selon deux formes (Benhamdi, 2020) :
e Arbre non enraciné : graphe connexe non cyclique, ou il n’y a qu’un seul et unique chemin

pour passer d’un sommet a I’autre (Figure 7).
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Figure 7 : Arbre phylogénétique non enraciné (Benhamdi, 2020).
e Arbre enraciné : posséde une contrainte supplémentaire par rapport au précedent. Présence

de liens orientés depuis une origine ou un ancétre (Figure 8).
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Figure 8 : Arbre phylogénétique enraciné (Benhamdi, 2020).

1.2.2. Les méthodes de reconstruction phylogénétique et les logiciels utilisés
Aujourd’hui, 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.
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Dans le domaine de la reconstruction phylogénétique, il y a plusieurs programmes traitant les
différents aspects de la phylogénie, allant des problémes de comparaison des séquences,
calcul des distances évolutives, reconstruction et visualisation d’arbres phylogénétiques et le
Nettoyage de I’alignement. Pour cela nous allons décrire quelques grandes catégories de
logiciels utilisés pour les analyses phylogénétiques selon leurs fonctions.

1.2.2.1. Les méthodes de reconstruction phylogénétique

1.2.2.1.1. Méthode de parcimonie

Les méthodes de parcimonie reposent sur I’'idée que I’histoire évolutive la plus plausible est
celle qui nécessite un minimum de mutations. Ces méthodes recherchent donc parmi tous les
arbres possibles, et toutes les séquences possibles aux nceuds internes, la combinaison qui
minimise le nombre total de mutations requis pour expliquer les données observees.

Les différentes mutations peuvent avoir des cotits différents, et il est possible d’attribuer des
poids différents a chacun des sites.

Dans cette approche, les sites peuvent étre traités de maniére indépendante. Le nombre de
mutations correspondant a un jeu de séquences particulier est égal a la somme des mutations
requises par chacun des sites. Les colts attribués aux mutations sont généralement
symétriques (Renwez et al., 2003).

Ces parcimonies sont réalisées par des logiciels spécialisés tels que: PHYLIP
(Phylogenylnference Package), PAUP, PAML, EDIBLE, PTP, PHYML, PARDOOT,
ALIFRITZ, CRUX, PRAP.

1.2.2.1.2. Méthode Bayésien inférence

La méthode de bayes, plus exactement appelée méthode Bayesian Markov Chain Monte Carlo
(MCMC), a récemment apporté un nouveau moyen de construire 1’arbre phylogénétique le
plus probable. Cette méthode semble donner des résultats prometteurs et son emploi s’est
derniérement généralisé.

Le principe de cette méthode est relativement simple : une série d’arbre est construite sur le
principe que chaque arbre, trés voisin du précédent, doit apporter une amélioration a la
construction générale. Ainsi, un premier arbre phylogénétique est construit au hasard. Puis un
élément de cet arbre est changé, également au hasard. Ce nouvel élément peut étre la longueur
d’une branche, ou le changement de position d’un taxon puis les arbres successifs sont
conservés selon un algorithme particulier (dit de metropolis —Hastings) qui accepte les arbres

au prorata de leur apport : si le nouvel arbre apporte une amélioration, il est toujours accepté ;
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s’il est moins bon de 10% de I’arbre précédent, il n’est accepté que 90% du temps (Pagel,
2002).

Cette méthode est réalisée par des logiciels spécialisés tels que : PAML, BAMBE, PAL,
Vanilla, MrBayes, Mesquite, PHASE, BEAST, MrBayestree scanners, P4, SIMMAP, IMaz2,
BALI-Phy.

1.2.2.1.3. Méthode de Maximum de vraisemblance

Les méthodes de maximum de vraisemblance utilisent un modele mathématique du processus
d’évolution des séquences pour définir la probabilité qu'une phylogénie puisse produire les
séquences observées. Elles cherchent ensuite la phylogénie pour laquelle cette probabilité est
maximale. Pour utiliser une méthode de maximum de vraisemblance, il faut donc étre capable
de choisir un modele d’évolution, d’estimer ses parametres, et de calculer la vraisemblance
d’un arbre pour ce modéle (Ranwez, 2013).

Cette méthode est reéalisée par des logiciels spécialisés tels que: PHYLIP, DAMBE,
EMBOSS, PRAP, PAUP*, ARB, Astree, Creux, Vanilla, McRate, DART.
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La réalisation de ce travail a était faite au niveau de I'université Saad Dahleb a Blida I.

Les analyses phylogéniques par des outils de bio-informatique de la famille de Coronaviridae

pour la construction d’arbres phylogéniques montre les liens de transmission zoonotique entre

les différentes especes touchées par ce virus.

1. Matériel et Méthodes

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel Biologique

Dans cette partie on a utilisé des séquences d’ADN qu’on a obtenu grace au numéro

d’accession trouvé ci-dessous :

Tableau 11 Les séquences d’ADN de Coronavirus utilis¢é pour la présentation
phylogénétique.
Animal Espece Region Gene N° D’accession
Alpaga Vicugna pacos Etats-Unis S, JQ410000
ORFlab
, ORF4
Aviaire Aviaire Chine S AY319651
Gallus gallus Corée du sud S JQ977698
Gallus gallus Chine S KM213963
Bovin Bovin Japon N AB354579
Bovin Canada N AF220295
Bovin Etats-Unis S BCUO00735
Bovin Etats-Unis S DQ811784
Bovin Coree du sud N EU401981
Vache Brésil N GuU808341
Bétail Suéde S KF169908
Veau Suéde S KF169940
Bovin France N KT318090
porc France RDRP KT318109
Betail Slovénie RDRP KX059608
Bétail Slovénie RDRP KX059610
Bétail Slovénie RDRP KX059630
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Bos taurus Chine N KX266233
Bos taurus Brésil N MF510415
Bos taurus Brésil N MF510416
Bovin Italie N MWO074864
Canard Anas sp Pologne RDRP KJ690951
Anas sp Pologne RDRP KJ690952
Anas platyrhynchos Pologne RDRP KJ690953
Anser fabalis Pologne RDRP KJ690954
Anser fabalis Pologne RDRP KJ690955
Mareca penelope Chine N NC_016995
Chien Canis lupus familiaris |  Allemagne N KC175339
Chien Chine N KT852998
Chat Prionailurus asia ORFlab
bengalensis EF584908
Chauves- Chaerephon pusillus Mayotte RDRP MN183173
souris Triaenops after Kenya S
KY073746
Rhinolophus sinicus Chine S KJ473814
Hipposideros abae Ghana S, KT253259
ORFlab
Triaenops Kenya ORFlab KYQ073746
-S-
ORF3-
E-M-N-
ORFXx
Hipposideros Kenya ORFlab KYQ073747
-S
ORF4-
E-M-N-
ORF8
Hipposideros vittatus Kenya ORFlab KY073748
-S
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ORF4-
E-M-N-
ORF8
Rhinolophus pusillus Chine S,N MG772934
Rhinolophus sp Mozambique | RDRP MN183152
Rhinolophus Mozambique | RDRP MN183153
rhodesiae
Rhinolophus lobatus | Mozambique | RDRP MN183154
Rhinolophus Mozambique | RDRP MN183159
rhodesiae
Miniopterus Mozambique | RDRP MN183161
mossambicus
Triaenops Aafter Mozambique | RDRP MN183168
Hipposideros caffer | Mozambique | RDRP MN183172
rhinolophus affinis Chine N MN996532
Triaenops after Kenya ORFlab NC_032107
-S-
ORF3-
E-M-N-
ORFXx
Triaenops after Kenya ORFlab NC_048216
-S-
ORF3-
E-M-N-
ORFXx
Chien Chien Taiwan S GQ477367
Chien Corée du sud N JX860640
Canis lupus familiaris Vietnam S LC190906
Nyctereutes chine S EF192155
procyonoides
Equin Equin Etats-Unis S EF446615
Equus caballus Japon S LC061272
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Equus caballus Japon S LC061273

Equus caballus Japon S LC061274

Félin Félin Etats-Unis N AY994055
Félin Thailande N MW558579
Félin Thailande N MW558584
Félin Thailande N MW558586

Felis catus Japon S AB535528

Chat Pays Bas S FJ938058

Chat Etats-Unis S FJ938061

Félin Pays Bas S HQ012369

Furet Melogale moschata chine S EF192156
furet domestique de Pérou RDRP KR758767

Lima
furet domestique de Pérou RDRP KR758768
Lima

Girafe Girafe Etats-Unis S EF424622
Girafe Etats-Unis S EF424623

Girafe Etats-Unis S EF424624

Humain Homo sapiens Belgique N AY391777
Homo sapiens Amsterdam S AY567487

Homo sapiens Belgique N AY903460

Homo sapiens Chine N JN129834

Homo sapiens Chine N JN129835

Homo sapiens Slovénie RDRP KX059640

Homo sapiens Slovénie RDRP KX059650

Homo sapiens Slovénie RDRP KX059680

Homo sapiens Slovénie RDRP KX059690

Homo sapiens Slovénie RDRP KX059697

Homo sapiens Chine S,N MT049951

Homo sapiens Chine N MZ420153
Oiseau Spatula discors Etats-Unis N MN379902
sauvage Spatula discors Etats-Unis N MN379904
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Pangolin Pangolin Chine S MTOQ72864
Porc Cochon Chine S MKO040451
Cochon CHINE S MKO040453
Cochon Chine S MKO040454
Cochon Chine S MKO040455
Porc Italie RDRP MWO089337
Porc Italie RDRP MW089338
Porc Italie RDRP MW089339
Porc Italie RDRP MW089340
Porc Italie RDRP MW089341
Porc Italie RDRP MW089343
Cochon Etats-Unis S DQ811785
Pocin Etats-Unis S DQ811786
Cochon Etats-Unis S DQ811787
Cochon Etats-Unis S DQ811788
Pocin Etats-Unis S DQ811789
"porcelet™ Chine N KC196276
Porcin Chine N KC210145
Porcin Etats-Unis N KF468753
Porcin Etats-Unis N KJ481931
Porcin Etats-Unis N KJ567050
Porcin Coree du sud N KM820765
Porcin Chine N KP757890
Cochon Chine S KT266822
Sus scrofa Chine S KT336560
Cochon Thailande N KU051649
Porc Chine S KU981059
Cochon Thailande S KU984334
Cochon Laos N KX118627
Porcin Japon N KY619801
Porcin Japon N KY619802
Porc Chine S MF041982
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Porc Chine N MF431743

Poulet Poulet suede N JQ088078
Gallus gallus Pologne Génome

complet KT886454

Gallus gallus Pologne S MK581204
Gallus gallus Génome

Pologne complet MK581205

Gallus gallus Pologne Génome
complet MK581206

Gallus gallus Pologne Génome
complet MK581207

Gallus gallus Pologne Génome
complet MK581208
Rongeur Rattus tanezumi Chine RDRP KY 370055
Rattus flavipectus Chine RDRP KY370056
Mus caroli Chine RDRP KY370057
Mus caroli Chine RDRP KY 370058
Niviventer niviventer Chine RDRP KY 370060
Apodemus agrarius Chine RDRP KY370061
Sanglier Sus scrofa Philippine N LC384327
Sus scrofa Philippine N LC384328

11.1.2. Matériel non biologique
Dans la partie matérielle non biologique on a utilisé un nombre de logiciel trouvé dans le

tableau Il ci-dessous :

Tableau 111 : les logiciels utilisés dans 1’étude phylogénétique.
logiciel Description Lien de web
GenBank une base de données qui | https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

contienne une collection
de toutes les séquences
des nucléotides et de

protéines et annotations
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bibliographiques et
biologiques  disponibles

au public.

BLAST un algorithme utilisé pour | https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
comparer les sequences
dacides  aminés  de
différentes protéines ou
les séquences de

nucléotides d'acide
nucléique.
MEGA 11 un  programme  qui | https://www.megasoftware.net/

permet  d’explorer et

d’analyser des séquences

nucléidiques et
protéiques.
GenieGen 2 un logiciel qui permet de | https://www.pedagogie.ac-

travailler sur des | nice.fr/svt/productions/geniegen2/
séquences d'ADN,
d’ARN ou de proteines.

11.2. Méthode

Comme une premiere étape, la recherche des articles qui cible les séquences d’espéces et
souches différentes, était réalisé par PubMed et Google Scholar qui sont I’'un des moteurs de
recherche utilisés qui offrent I’accés aux articles, theses, livres a tous les cliniciens,
chercheurs et stagiaires intéressés, ainsi qu'au grand public. Ils se concentrent principalement
sur la médecine et les sciences biomédicales ou ils autorisent le plus grand nombre de mots-
clés par recherche (Falagas et al., 2007).

La deuxiéme étape consiste a extraire plus d'informations a partir des séquences traites dans

ces articles marqués par un numéro d’accession, gréace a la GenBank.
11.2.1. Outils Bioinformatique
11.2.1.1. Outil GenBank

Principe : La GenBank est construite principalement a partir de la soumission de données de

séquence par les auteurs et de la soumission en masse de I'étiquette de séquence exprimée
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(EST), de la sequence d'enquéte génomique (GSS) et d'autres données a haut débit provenant

des centres de séquencage (Benson et al., 2005). Elle est une collection de toutes les
séquences des nucléotides et de protéines et annotations bibliographiques et biologiques
disponibles au public (Sayers et al., 2021).
Toutes les séquences étudiées de la famille du Coronaviridae dans notre travail ont été
téléchargées a partir de la GenBank. Nous passons par plusieurs étapes distinctes :
e Construire 'URL. La page d’accueil de la GenBank s’affiche comme elle se présente
dans la figure 9.

MNational Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Toutes les bas | | [ Fiecherche |
L — o
Accueil I NCBI + Bienvenue au NCBI Ressources populaires
Liste des ressources {AZ} L= Mational Canter far fait |a sdienc= et 12 santé en dennant aceés 3 des.

Eiomédicsles et génomigues.

A propos du MCBI | Mission | Qrganisation | Mouvslles et blog du MCEL

Développer Analyser Rechercher

UtEser lzs 471 NCEl etles Id=ntifisz un outil NCEI pour vatre Explorsz a recherchs etles projsts
bbiothéques d= code pour crderdes  tiche d'analyse de donnéss collaberatifs du MCEI
apglications.

o ls2 4

Se mpts My MCE!
de: . plus ragide et p!
sur la recherche (NIH] | Données SARS-CoW-2 (NCE | Informations sur s === amma
A partir de iuin devrez vor
Suite.
Suts

Figure 9 : Page d’accueil de la GenBank.
e (Coller le numéro d’accession cité dans ’article (nous avons choisis a titre d’exemple le
gene de la protéine de pointe d’une séquence sous le numéro d’accession MK040451)
dans le cadre de recherche. La page affiche d’abord les informations de base de la

séquence (Figure 10).

4 Département américain de a santé et des services sociaux NCBI  NLM NIH

National Library of Medicine [ connexion |

National Center for Biotechnology Information

Rechercher NCBI ‘ MK040451 x

Résultats trouvés dans 4 bases de données

SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE

Souche de deltacoronavirus porcin CH-WH-2017 géne de la protéine de pointe, CD
complet

Deltacoronavirus porcin

Séquence génomique de 3 480 pb
MK040451.1

FASTA

Télécharger EXPLOSION

Figure 10 : Résultat de la recherche de la séquence dans la GenBank.
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e Dans la figure 11 s’affiche la page de GenBank qui montre plus d’information sur la

séquence recherché, pour obtenir la séquence FASTA on clique sur FASTA encadré

en rouge.

GenBank + Send to: = .
Change region shown >

Porcine deltacoronavirus strain CH-WH-2017 spike protein gene, complete cds
GenBank: MK040451.1

Customize view =

Analyze this sequence

Run BLAST
Locus 11849451 3480 bp  RNA linear VAL @8-MAY-2819 Pick Primers
DEFINITION Porcine deltacoronavirus strain CH-WH-2017 cpike protein gene,

complete cds. Highlight Sequence Features
ACCESSION MKe4e451 .
Sequenc
WERSION MKe4e451.1 Find in this Sequence
KEYWORDS
SOURCE Porcine deltacoronavirus
ORGANISM Porcine deltacoronavirus Related information =

Viruses; Riboviria; Orthornavirae; Pisuviricota; Pisoniviricetes;

Nidovirales; Cornidovirineae; Coronaviridae; Orthocoronavirinae; Pratein
Deltacoronavirus; Buldecovirus. Taxonomy
REFERENCE 1 (bases 1 to 348@) -
AUTHORS  Gu,J., Mag,Y. and Zhou,d. PopSet
TITLE The complete 5 gene of porcine deltacoronavirus
JOURMAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 3430) LinkOut to external resources -
AUTHORS Gu,J., Mao,Y¥. and Zhou,J.
TITLE Direct Submission Wirus Pathogen Resource
" " i i i i Vinus Pathogen Resourcel

Figure 11 : les informations du gene dans la GenBank.

e Laforme FASTA de cette séquence est présentée dans la figure 12.

National Library of Medicine Comexan

National Center for Biotechnology Information

Nucléotide Nucléotide  w |||  Recherche |

Avance Aider

FASTA v Envoyera: v - L .
Modifier la région affichée -

O séquence entiére

Souche de deltacoronavirus porcin CH-WH-2017 géne de la protéine de pointe, CD complet ) .
€gicn sélectionnée parmi -

GenBank : MK040451.1 begin pour- fend
Popsst  graphique  GenBank

| Mettre & jour Is vue |
>MKB4B451.1 Souche de deltscoronavirus porcin CH-WH-2817 gene de la protéine de pointe, €D i —
complet

ATGCAGAGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGTTCGAGCAAAGT TTGCTGATGATCTACTCG

ATTTGCTCACCTTCCCGBGTGCACATCACT TCTACATAAACTCACGAGTAAT TCCAGCAGTTCTCCACTC Personnaliser la vue
GCGGGTAATAACTTTGATGTTGEGCGTTCT TCCTGECTACGCCACTAAGAACGT TAACCTCTTCTCACCA

CTTACTAACTCTACTTTGCCCATTAATGGCCTTCATCGGAGT TATCAACCACTCATGCTGAATTGTTTTA

CTAAAATAACTAACCACACTCTCAGCATETATCTCCTACCTAGTGAGETACAAACT TATAGC TGCCGACGE Analysez cette séquence -
TGCCATGGTTAAATACCAGACACATGATGCAGTTCGTATCATTTTAGACCTCACTETCACTGACCACATC Exéouter BLAST
TCTGTTGAAGTTTETTGECCAACGTGGTGAAAATTATGTTGTTTGTT TGTAGTGAGCAGTTTARCTATACCA

CTGCATTACACAACTCTACCTTCTTCTCACTTAATTCTGAGCTTTATTGCTTTACTAATAACACCTACTT Choisissez des amorces
AGGTATTCTTCCCACCTBATTTAACTGACTTTACGGTCTATCGTACTGGGCAGTTTTATGCTAATGGTTAC
CTTTTAGGTACTTTACCTATTACGGTTAACTATGTAAGGTTGTATCGEGGTCATTTGTCAGCCAATAGTG Mettre en surbrillance les fonctionnalités de | séquence

CCCACTTTGCCCT TOCAAACCTAACCOATACACTCATAACACTTACCAATACTACTATATCGCARATCAC
TTATTGTTGATAAGTCAGTAGTTBATTCAATAGCATGCCAGCGCTCTTCTCACGAAGTGGAGEATGGETTT
TACTCTGACCCTAAATCTECCATTAGAGLTAGGCAACGTACTATTGTTACACTACCTAAGCTCCCTBAGC
TTGAAGTAGTGCAGT TAAATATTTCTGCACACATGEATTTTGGCGAAGCCAGACTTGAGAGCGTTACCAT _
CAATGGTAACACATCCTATTGTGTCACTAAGCCTTACTTCAGGCTTGAAACTAACTTTATGTGTACAGGT Froteing
TGCACTATGAATCTGCGCACTGATACCTGTAGTTTTGACCTGTCAGCAGTAACAATGGCATGTCATTCT
CTCAATTTTGTCTAAGCACTGAATCTGGTGCTTGTGAGATGAAAATTATTGTTACCTACGTATTGGAATTA
CTTGCTAGGCAGCGCTTGTATGTTACTGCTGTAGAGGGC CAGACT CACACTGGAACCACTTCAGTACAT Popaet
GCAACAGACACTTCTAGTGTAATCACTGATGTCTGCACTGACTACACTATCTATGGAGTCTCTGGTACTG
GCATTATCAAGCCATCAGATCTCTTATTGLACAATGECATAGCATTCACCTCTCCCACAGRTGAGCTCTA
TGCATTTARAAATATAACCACTEGCAAAACCCTTCAGGTCTTACCGTGTGAAACCCCTTCTCAACTGATT

Informations connexes =

Taxonomie

LinkOus a " a

Figure 12: Forme FASTA de la séquence affichée par la GenBank.
La séquence de forme FASTA (alignement rapide) qui se définit par un programme de choix
dans les recherches initiales dans les bases de données. Cependant, en raison de sa sensibilité
relativement plus élevée dans certains cas, il doit étre inclus dans une recherche (Donkor et

al., 2014). Cette derniere sera enregistrée comme il est expliqué par la figure 13.
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National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nucléotide Nuckotde v

Avancé Aider

1. Cliquée sur envoyera

2. Choisissez dossier complet

5MK040451.1 Souche de deltacoronsvirus porcin CH-4H-2017 ghne de la protéine de pointe, €O
complet

3. Choisissez |’enregistrement
en dossier

: 4. Télécherger I’article sous
AR forme FASTA

Créer un fchier
h o

5. Créer le fichier

LinkOut vers des

5 externes -

ResS0Urte sur s virus

AACAGACACT TGTAATCAC TCTGCACTOACTACACTATCTATGGAGTCTCTGE!
GCATTATCAAGCCATCAGATCTCTTATTGCACAATGGCATAGCAT TCACCTC TCCCACAGGTGAGC TCTA

Figure 13 : Enregistrement de la forme FASTA.
e En bas de cette page nous trouverons des informations supplémentaires et qui seront
disposees comme se présente dans la figure 14 : la littérature, le gene, la protéine,

génome, clinique et pubchem; ou nous aborderons par la suite les caractéristiques de

chacun :
Littérature Geénes Protéines
Etageére a livres 0 Géne o Domaines conservés o
Engrener o Ensembles de données GEO 0 Groupes de protéines identiques o
Catalogue NLM 0 Profils géographiques [} Protéine o
PubMed 4] Homologéne 0 Modeéles de familles de protéines 1]
Centre PubMed o PopSet o Structure o
Génomes Clinique PubChem
Assemblée 4] ClinicalTrials.gov o Essais biologiques o
BioCollections 4] VarClin o Composés o
BioProjet o dbGaP o Parcours o
Echantillon biologique 0 dbSNP [} Matiéres o
Génome 0 dbVar o
Nucléotide [ ] RTM [}
SRA 0 MedGen [

Figure 14 : Classement des données de la séquence dans la GenBank.
1. Dans le cadre de "Littérature”, en cliquant sur le cadre de centre PubMed (PMC)

nous aurons les articles qui traitent cette séquence (Figure 15).
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Figure 15 : Résultats de la recherche en texte intégral PMC.
2. Par la suite dans le cadre de "Géne", la recherche de PopSet nous offre plus de détails
sur Particle qui a traité cette séquence et les séquences dans le méme ensemble de

données (la méme souche, la méme espéce pour le méme gene) (Figure 16).
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aler & (¥) Taxenomie
Détails de I'étude Nucléotide
Le géne S complet du deltacoronavirus porcin
Gu, J., Mao, . et Zhou, J
Détails de la recherche -
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Séquences dans cet ensemble de données
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MKD40445 1 Souche de deltacoronavinus porcin CH-CZ1-2017 géne de la protéine de pointe. CD complet Q MKD4D451 (1)

Figure 16 : Résultat de recherche PopSet de la séquence dans la GenBank.
3. Dans le cadre de "Protéine', la recherche du groupe de protéines identiques a la

séquence ciblée s’affiche comme il est présenté dans la figure 17.
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Figure 17 : Resultat de la recherche du groupe de protéines identiques a la séquence.

4. Pour le cadre "Clinique™, affiche I’ensemble d’études cliniques financées par des
fonds privés et publics menées dans le monde entier.

5. Dans le cadre de "Pubchem™ il offre des informations chimiques provenant de
sources faisant autorité.

6. Pour le cadre de "Génome™, la recherche de nucléotide la GenBank affiche

I’information de la séquence recherchée (Figure 18).
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JOURMAL Soumis (18-0CT-2018) Collége de médecine vétérinaire, Nanjing

Figure 18 : Informations de la séquence dans la GenBank.

*Deux formes d’afficher cette séquence sont proposées par le GenBank (Figure 19).
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Figure 19 : Les deux formes d’affichage de la sequence.

e La forme graphique du géne S est presentée dans la figure 20. Sa position, sa taille en
nucléotide (ARN) et en acide aminée (protéine) (région S1 et S2 qui les composent).
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jom: protdine pointe
Porcine deltacoronavirus strain CH-WH-2017 spike protein gel e Ul ovoom ) (s

Portée sur MKO40451.1 1 3 450 rt
GenBankc KDA451

0451 1 Longucur des protéines @ 1159 AA
N [ Informations sur ks position )
Pops Poste MKO40451.1: 1617
Position du CD = 1 617
Position des protéines : 539
[—'] Sequence proteique @ TRATTFNCTKPVLSYIGIPISVCSDG, -

= Enregistrement FASTA : MKOS0351.3 (1,.3.330)
1 e 2 0% 1K 120 J40  pE e 2 Enregistrement GenBank : MX0S0352.3 {1..3.330)

Z

. n “n . T 2% Anan A caan e amsn  aane Reveat acfivite o
# 0 2 Corona_S2 (fonctionnalité du produit) F ' |0 2| Corona_S1 (fonctionnalité du produit)
Région: Courorne 52 + ’ Région: Couronne_S1 -
Commenter: Glycoprotéing S2 Commenter: Gycoprotéine 51
du Coronavinus du coronavirus
Emplacement sur QCI62292.1 : 5311 116 Emplacement sur QCI62292.1 : 55.522
Longueur: 58 23 Longueur: 453 a3
Liens et outils
: Liens et outils
€00 :: 27531 COD : 275630
& . 2
s i, . Protéine BLAST : QC162292.1 (S5.22)
Enregistrement FASTA : QCI82232.1 (55,522) ~

Figure 20: Exemple du graphique d’un géne S de la séquence.
*Dans une étape supplémentaire d'identification de séquence a forte similarité par rapport a

celles préecédemment étudiées dans le cadre de BLAST.

11.2.1.2. Outil de recherche d'alignement local de base (BLAST)
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Principe : BLAST est un algorithme utilisé pour comparer les séquences d'acides aminés de

différentes protéines ou les séquences de nucléotides d'acide nucléique. BLAST a été inventé
en 1990 et est depuis devenu le standard de facto dans les outils de recherche et d'alignement
(Altschul et al., 1990).

Gréace a une recherche BLAST, on peut comparer une séquence de requéte avec une base de
données de séquences, et ainsi identifier les séquences de bibliotheque qui partagent une
ressemblance avec la séquence de requéte au-dessus d'un certain seuil. Sur la base d'une telle
comparaison, BLAST peut étre utilisé pour atteindre plusieurs objectifs, notamment
I'identification des especes, la localisation des domaines, la cartographie de I'ADN et
I'annotation (Altschul et al., 1990).

La page d’accueil de BLAST est représentée dans la figure 21.

National Library of Medicine

National Center

BLAST® - Domicile Résultsts récents Stiratégies enregistrées  Aider

Outil de recherche d'alignement local de

base

BLAST* 213.0 est arrivé !

A partr de cette version. Nous INCiuoNs les exdécutables
blsstn_vob et thiastn_vdb dans la distnbution BLAST+

BLAST trouve des régions de similarité entre des séquences

biclogiques. Le programme compare les séquences de nucléotides ou de
protéines aux bases de données de ségquences et calcule Ia signification
statistique Apprendre encore plus

jeu. 17 mars 2022 12:00:00 HNE = Plus d'actuslnés

l Génomes BLAST

Humain Souris Rat Microbes

Figure 21 : Page d’accueil de BLAST.
e Nous avons travaillé sur des séquences nucléotidiques, donc on choisit "nucléotide

BLAST", et nous procéderons au reste des étapes comme indiqué dans la figure 22.
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Figure 22 : Recherche des sequences a haute similarités.
e BLAST affiche les informations appropriées aux séquences recherchées en quatre :
1. "Description™ : Les séquences sont classées dans un tableau de colonnes nous
mentionnons les principaux : la description (nom complet de la séquence), le nom
scientifique (c’est le nom de la souche), par identité (pourcentage d’identité de cette

souche avec la souche ciblée) et le numéro d’accession (Figure 23).
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Figure 23 : Classement des séquences similaires dans la description.
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2. "Résumé graphique™ : C’est la répartition des séquences par rapport aux scores

d’alignements du plus bas au plus fort (dans notre cas tous les scores d’alignements

des séquences sont supérieurs a 200 ou ils prennent la couleur rouge) (Figure 24).

Descriptions (l Résumé graphique Alignements Taxonomie

Osurvolez pour voir ie titre  kcliquez pour afficher les algnements Scores d'alignement [ll<40 [M0-50 [B0-80 [@E0-200 [l==200 (2]

100 séquences sblectionnées @
Répartition du haut100 100Coups de souffle surséquences de sujets
i 1 | :

I
50 1300 1550 2600 3250

,

w

Figure 24 : Classement des séquences similaires par le résumé graphique.

3. "Alignement™ des séquences avec ou sans la fonction CDS (Figure 25).

Descriptions Résumé graphique Alignements Taxonomie

e S ——
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0 séquences séiectionnbes @

& Téléchargerv  GenBanque Graphique
Souche de deltacoronavirus porcin CH-WH-2017 géne de la pro
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Plage 1: 1 43480 gmohioues

6427 bits(3480) 0.0 3480/3480(100%) 0/3480(0%) Plus/Plus
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Requéte 61 GATCTACTCCATTTGCTCACCTTCCCROOTCACATCRCTTCTTACATAMCTCACGAGT 120
sbjct 61 CATCTACTCRATTTECTCALCTTCALGOGTOUACATLOL TTCLTTACATARACTCACGAGT 126
Requéte 121 ARTICCAGCAGTICTCCACTOGCEOGCTANTAACTTTGATETTGGGCOTICTICCTGACTAC 100
sbjct 121 anr AL M U HE U ac 10

Requéte 181 Gt(McTMG‘«M(GT'AﬂC(r(TTC1( ACCN(l‘u(‘lhﬂ(|(TM('YTGCC(ATTMYGC; 24e
LI
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Figure 25 : Alignement des séquences par paire avec ou sans fonctions CDS.
4. "Taxonomie™ : Qui s’affiche par rapport a la lignée, organisme ou taxonomie en

propre terme. La figure 26 représente les trois cas de figure de taxonomie.
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Figure 26 : Taxonomie des trois cas de figure d’affichage propose par BLAST.

Les informations de la GenBank de toutes les séquences seront classées dans I’annexe.

11.3. Traitement des séquences
11.3.1. Outil de MEGA 11

Principe : Moléculaire Génétique évolutive Analyse (MEGA) est un programme qui permet
d’explorer et d’analyser des séquences nucléidiques et protéiques. En effet, dans 1’étude
d’évolution moléculaire il est souvent nécessaire de connaitre certaines propriétés statistiques
de base telles que les fréquences des différents nucléotides, les fréquences des codons et les
rapports de transitions et transversions. Il permet également le calcul des distances
évolutives entre les séquences sous différents modeles de substitution (Jukes et Cantor,
Kimura a 2 parametres et Tamura-Nei) et la reconstruction des arbres phylogénétiques selon
trois méthodes, UPGMA Neighbor-Joining et Parcimonie (Tumar et al., 2021).

La page d’accueil de MEGA 11 présenté par la figure 27.
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Figure 27 : Page d’accueil et barre d’outils de MEGA 11.
Afin de réaliser nos arbres phylogénétiques nous suivons les étapes :
e Choisir "Align™.
e Choisir " Edit/Build / Alignment™'.

e Une boite de dialogue s’affiche, choisir d’abord « Create a new alignment ** pour un
nouvel alignement.

e Ensuite ADN pour que une autre fenétre " Alignement Explorer " comme elle est présentée
dans la figure 28.

Web. Sequencer Display Help

| G| "L CNOXMBXx QU+ F/ar @3 3

sitez 0 . @ with () w/o gaps Selected genetic code: Standard

Figure 28 : Fenétre « Alignement Explorer » de MEGA 11.

Une autre succession d’étapes se poursuit :
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e Aller a "Edit".

e Choisir "Insert Sequence From File".

e Dans la boite de dialogue qui s’affiche sélectionner les séquences FASTA précédemment
télécharger et appuyer sur ouvrir et les séquences seront installées dans la page de MEGA
11. comme se présente dans la figure 29.
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Data Edit Search Alignment Web. Sequencer Display Help.
IsR%ENE 7w ri +0XDEXa/ +&(adr @2 32

DNA Sequences | Translated Protein Sequences|

Species/Abbry.

LU LD LD LD DL L[ sfeafele] ===l o] =22l =] == =] =] =]= <[ =[] =] =] = [=] =[] =] ]2 2] =[] =] = =] =] 2] = -]
ATA ATTA © c c < c chc cc c

claaek)

20 £F192158.1 Ch DSS72003 spike mpiet{E [ € A c c o
21. EF152155.1 R 003 spike protein (: C A CcC C C
22 (C190906.1 Canne S gene for spike complete cds strain: CCoV/dogHCI27.2{6[6 C c

23. KUBB4334.1:19306-22785 irus isolate TT 1115 complete genome.

25. KT266822.1:19309-22788 train C 2
26. KUS81059.1:19325-22804

27. MF041982.1:19318-22797

28. MK581204.1:20342-23833 Infectious bronchitis
29 AY319651.1:2040523914 Avian
30.J0977698.1:20371-23862 Infectious olat A A
31. KI4213963.1:20405-23914 Infectious A AAAAA
32.U00735.2:2364

35. AY5E7487.2:20472-24542 Human

38. MT072864.1:21522.25331 Pangoiin isolate PCOV GX-P2V complete genome A
37. MT049951.1:21563-25384 Severe acute respiratory syndrome coronaviru:
38. KJ473814.1:21423-25148 BtRs-BetaCoV/HUB2013 complete genome.

39. MG772934.1:21483-25220 Bat SARS-lke isolate bat-SL-COVZXC21 complet:
40. KY073746.1:20595-24728 NL63-related bat coronavirus strain BYKYNLE3-15 complete ger|C|A
41. NC 048216.1:20580-24711 NL63-related bat cor in o

43, KY073748.1:20506-24600 229E
44. KY073747.1:20529-24623 229
45.J0410000.1:20882-24091 Al
45. KT253259.1:917-5665 229E-related b
47. NC 002645.1:20570-24091 Human cor

sitez 3461 @with © wrogaps Selected genetic code: Standard

Figure 29 : Séquences d’ADN format FASTA.

e Ajuster la nomination des séquences (elles sont nommeées par le numéro d’accession suivie
du nom de la séquence dans la GenBank, nous avons choisi de les nommer par I’espéce
puis le pays et ensuite le virus et la souche virale entre parenthése).

e Par la suite aller a " Alignement ™.

e Choisir 1'une des méthodes d’alignements (nous avons choisi " Alignement by clustal
W ™ car il incorpore un certain nhombre d'améliorations a l'algorithme d'alignement, y
compris la pondération de séquence, les pénalités d'écart spécifiques a la position et le
choix automatique d'une matrice de comparaison de résidus appropriée a chaque étape de
I'alignement multiple (Julie et al., 1994).

e Ajuster la taille des sequences (Figure 30).

E
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Data Edit  Search  Alignment  Web  Sequencer  Displyy  Help

IR EmE7we|ri «OXBx& +Hlar 238

[ M11: Alignment Explorer (alignment 2305 nom arbre.mas) [E=ER

DNA Sequences | Translated Protein Sequences|

| SpeciesAbbry
1. Girafe Etats-Unis OH3/2003(GICov}

2. Girafe Etats-Unis OH3-TC/2006 (GiCov)

3. Canin vietnam NTU336/F/2008 (Ceov)

4. Girafe Etats-Unis OH3/2006 (GiCov)

&t chinois vietnam DMS5/2003 (Ccov)
in vietnam GZ43/2003 (Ccov)

7. bovin Etats-Unis BCoV-ORL (BCoV)

Unis DB2 (BCoV)

m HCN27/2014 (Coov)

10. Equin Etats-Unis NG99 (Ecov)

11. Porc Thaiande TT_1115 (Pdcov)

o]
=

Kl
o]
=
a1
n BIBlo 0 000 o3 - P o O
=
COCO0ODODOODODODOODOOOODDO0ODDO
= (o]

oo

o
o
o
o
0

12. Equin Japon Tokachi0d (Ecov)
13. Pore Chine CHN-HN-2014 (Pdcov)
14. Pore Chine C| 012 (Pdcov)

o ol
oG
oo
oo
oo

15. Equin Japon Obinire12-1 (Ecov)

16. Felin Pays Bas UU16 (FCaV) c c c c

17. Felin Japon FIPV C3663 (FCoV) c c c

18. Pore Chine NH (Pdcov) c c cTTAcHC CATA

18. Porc Chine SHISISLI2016 (Pdcov) c c cTTAC CATA

20. Felin Etats-Unis UU3 (FCaV) c c c

21. Felin Pays Bas UU21 (FCoV) c c

22, Poulst Pologne ckiPologne/255/1987 (VIB) c ATACCACAAAATEC iC/ATA

23. Aviaire Chine IBY Bj (VIB) c ATAC CIA AATGC AT A

24. porc Etats Unis (TGEW) c A A A AGC

25. Aviaire Chine IBVKIS1 (VIB) c ATACCACAAAATEC

26. Aviaire Chine 1Y CK/CHXDC- 212013 (VIB) c AT A - AATGC c

27. Porc Etats-Unis P115 (TGEV) c A A A AGC c

28. Bovin Etats-Unis BCoViMebus/US72 (BCaV) c CAGAATGEC

25, pore Etats-Unis Meunier MB0 (TGEV), C A A AGC A

30. Bovin suede SWE/P/10-4 (BCoV) c A A CAGARTGC A

31. Bovin suede SWE/C/S2 (BCoV) AAcAGcTTA A A A A A A A A A A cAAAAGcclAATC -
< Lm_] b

Ste# 1 EH  owth Owogmps Selected genetic code: Standard

Figure 30 : Alignement des séquences par MEGA 11.
Apres avoir un alignment de séquences a des tailles proches, sauvegarder 1’alignement dans
un fichier. Puis on commence la construction de I’arbre phylogénique appropriée.
Pour cette phase nous avons suivi les étapes suivantes :
= Quvrir a nouveau le programme MEGA 11.
= Allera" PHYLOGENIE "
= Choisir I’'une des méthodes classées dans la liste, dans notre cas nous avons choisi les
parametres suivants (Figure 31) :

¢« "UPGMA" comme type de méthode statistique car I'arbre phylogénétique géneré par
UPGMA n'est pas un arbre aléatoire mais plutét un type spécial d'arbre qui dépend d'un
algorithme simple qui remplit la propriété d'une horloge moléculaire de sorte que le
temps total parcouru sur le chemin vers les feuilles de n'importe quel nceud est le méme,
quel que soit le chemin qu’on choisit et ainsi de suite, si l'arbre phylogénétique
d'observation d'origine n'a pas cette propriété, il ne s'intégrera pas bien dans l'arbre
UPGMA. En plus de la mesure extrémement précise qui est une condition nécessaire a la
production d'un meilleur arbre phylogénétique (Chuang, 2007).

e Test de phylogénie de type : ""Bootstrap™ (Efron et al., 1993) qui teste la fiabilité des
branches internes des arbres phylogénétiques. 1l consiste a effectuer un tirage au hasard
avec remise des sites. Dans chaque réplication de "Bootstrap™, certains sites peuvent étre
présents plusieurs fois, tandis que d'autres peuvent étre absents, ou chaque réplication

produit un nouveau alignement "“artificiel” qui est utiliseé pour construire un arbre

E
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"artificiel”. Pour chaque branche interne on calcule le pourcentage des arbres "artificiels"
contenant cette branche. On considére généralement que les branches définis par une
valeur de "Bootstrap" supérieure a 95% sont fiables.

e |l faut ""1000 réplications™ de "Bootstrap" pour que cette méthode soit statistiquement
valable (Cheikh, 2006).

e Pour le type de substitution nous avons choisis ""nucléotide car il s'agit d'un modéle trés
simple, ne comportant qu'un seul paramétre: le taux de substitution d'une base d’ADN
vers une autre. Ce modele suppose la méme probabilité de substitution quelle que soit la
nature de la mutation. La fréquence de substitution utilisée par ce modele est de 25%
pour les quatre bases de I'ADN (Cheikh, 2006).

e "Maximum composite likelihood™ choisi pour son aptitude a différencier les
augmentations de diversification dans le temps d'un modele constant (birth-death) ou il y
a présence constante d'extinction (Rabosky, 2006b). De plus, cette méthode permet de
détecter des changements temporels dans les taux de diversification et ainsi d'inférer des
événements de radiation rapide (Créte-Lafreniere, 2009).

e Pour le modéle nous avons choisis *"transition /transversions™ : Elles constituent prés
de 70 % des mutations : on distingue les transitions (remplacement d’une base
pyrimidique (C ou T) ou purique (A ou G) par une autre base de méme nature) et les
transversions (remplacement d’une base purique par une base pyrimidique, ou
inversement) (Hanna et al., 2005)

¢ ""Uniform rates amon sites™ qui signifie le taux uniforme sur les sites et dans "*Same
pettern among lineages™ nous avons choisis "uniforme (homogeéne)*car la variation
des taux de substitution entre les sites (Yang, 1996) et les lignées (Kolaczkowski et
Thornton, 2004), peut engendrer un signal non phylogénétique qui compétitionne dans
la méme analyse avec le signal phylogénétique authentique) (Créte-Lafreniére, 2009).

e ""Pairwise deletion™ (la délétion par paire) : L'approche de suppression par paires tente
d'atténuer la perte de données en utilisant tous les cas disponibles dans la procédure
d'analyse des données, produisant un sous-ensemble différent d'observations utilisées

pour calculer chaque élément de la matrice de corrélation polychorique (Shi et al., 2019).
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M11: Analysis Preferences

Phylogeny Reconstruction |
| Option Setting
ANALYSIS
Scope —* All Selected Taxe
Statistical Method — UPGHMA
PHYLOGEMNY TEST
Test of Phylogeny —* | Bootstrop method
Mo. of Bootstrap Replications —» | 1000
SUBSTITUTION MODEL

Substitutions Type —  NMNucleotide

Model/Method — [ Maximum Composite Likelihood =

Substitutions to Include —¢ | & Transitions + Tronsversions
RATES AND PATTERNS
Rates among 5Sites = | Uniformm Rotes
—
Pattern among Lineages —* | Sames (Homogensous)
DATA SUBSET TO USE
Gaps/Missing Data Treatment — | Potnwviss delstion
—
SYSTEM RESOURCE USAGE
Mumber of Threads — | I

Figure 31 : L’ajustement des paramétres de construction de I’arbre par MEGA 11.

*Pour obtenir les tableaux de comparaison entre les séquences d’ADN nous avons utilisé un
logiciel nommé GénieGen 2 (Génie Génétique).

11.3.2. Outil de GenieGen 2

GenieGen2 est un logiciel qui permet de travailler sur des séquences d'/ADN, d'ARN ou de

protéines. La page d’accueil de la GenieGen 2 s’affiche comme se présente dans la figure 32.
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GenieGen 2
Que voulez-vous faire pour commencer ?

Ouvrir la banque de séquences

[ Charger des séquences (.edi, .fasta, .pdb, etc.)

() Fermer ce panneau

Le saviez-vous ? Un clic droit sur le titre d'une séquence
permet daceceder & des fonctions supplémentaires (BLAST par exemple).

Figure 32 : Page d’accueil de GeniGen 2.
Afin de réaliser nos tableaux de comparaison nous passerons par ces étapes distinctes :
e Construire ’'URL.
e Choisir "charger des sequences (.edi)" sur le panneau d’accueil pour charger les séquences
FASTA précédemment téléchargées.

e Sélectionner les séquences ; une autre fenétre s’ouvre celle présente dans la figure 33.

Fichier ~ Edition  Actions  Affichage  Options @ Peasentino / PPillot, v2.1:
Séquences chargées B
similaires mm différentes
gNH AOH HAR BAH A H BB HAHER B B AR B AB B RAREA | H]
Y| 3 10 5 20 25 30 35 40 5 50 il 60 63 70 73 80 85 90
| | | | | | | | |
mPDCoV(CH~HA3~ZOI7) :ATG(AGAGAGCTCIA”GMTATGACCTTACTTYGI(TCGCT(GABCAAAGTTYGCTGATGMGM(TCGATITGC‘CAC(TYCCCTGGT-
[/1PDCoV (CH-HA1-2017) ATGCAG‘AGACCTCTATTGATTATGA(CTTACTTTGTCTCGCTCGAGCAAAGTTTGCTGATGATGTA(TCGATTTGCTCAC(TTCCCTGGT
Q]HCOVvZZ‘JE(B(COVQZ?E] ATGAAATACGITi”YGCCTITGCTHTMTTGTHTGGCAATTGMCG(AGATTTGTAACAT(ACCACCAACGGTGGTTTGTTT”AGAC
[Z]6CoV (SWE/P/10-4) ATGYTTTTGATACTTCTAATTTCCTTACCAACGGCTTTCGCTGTTATAGGAGATTTAAAGTGTACTTCGCTTTCCATTAATGATGTTGAC
[/]NC_002645.1:20570-24091 Human coronaviru I\T6TTTGTTTTGCTTGTTGCANTG(CTTGTTGCATATTGCTGGTTGT(AAACTACMATGGG(TGAACACTAGTTACTCTGTTTGCAAC
IZ]EF192155.1 Raccoon dog coronavirus GZ43/ AIGATTGITCTAACATTGTYTATTCTT”GGTCICAMCACCAATBTTIAHG1ACAACAAACT(TGAT‘TGTGTACAAGTC\AATGTTACA
[Z1KY073747.1:20529-24623 229E-related bat ATGTTTTTGTTTTTGTATTTGTTTGTGAGTGTTGTTGCTGAAC(ACCTAACAATTGTATTGTTAGTTCTCATGGAAAAATACATTTACAC
[71KF169908.1 Bovine coranavirus isolate SW AIGTTTTTGATACTT!TAMTTCCTTACCGA(GGCTTTTGCTGTTHAGGAGATTTAAAGTGYA(TACAGITIC(ATTAATGATGTTGAC
[Z1KY073748.1:20506-24600 229E-related bat ATGTTCCTTTTG‘TTATTTCTAACTTTTGTGCCTTTTGTTTTTTGT[AAA\ATGGTCAGGTTACGTGTTTTGGCAGGGATTATAL\ATTGCTC
Q]MT04995|.I:21563‘25384Severeacuteresp TGTTTGTTTTT‘CTTGTTTTAI’TGC(ACTAGTCICTACTCAGTGTGTTAATCTTA(MCCAGAA(TCAATTACCCCCTCCA‘M«CACTAAT
[Z1KM213963.1:20405-23914 Infectious bronch ATGTTG‘GGGAAG\TCACTGTTTTTAGTGACTCTTTTGTTTGCACTATGTAGTGCAGTTTTGTATGATAAT‘GATAGTTATGTTTATTACTAT
MK0404541Porcinedeltacoronavhussua ATGCAGRGAGCTICTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCETTCGAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCEATTTGCTCACCTTCCCGEGT ¥

Figure 33 : Séquences FASTA dans la GenieGen 2.

e Ensuite on va trier les séquences, aprés on choisit "Edition" dans la barre d’outils qu’on

trouve en haut, puis on sélectionne "Supprimer les séquences sélectionnées”.
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Fichier  [Eq@on | Ations  Affichage  Options (&) posenting
Siquence 10Ut sitectonner (treA) N
Tout désélectionner (Crl+0)
Coptier les séquances sélectionnées (Cl+() 0 15 WM B N B & 45 0 @0 & M T & 85 90
I I | I I 1 | I [
CIPPOE  Supprimer les sécquences slectionndes [Suppr) RGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTITGTCTCOCTCGAGCARAGTTTGCTGATGATGTACTCEATTTGLTCACCTTCCCTEGT -
[froa¢ GAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCECTCCAGCAAAGTTTECTGATGATETACTCOATTTECTCACCTTCCCTEET
Clfrosog | Sopprimer toutes les sequences (A1tsSuppr) | GAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGTTCEAGCAA AGTTTGCTGATGATCTACTCRATTTGLTCACCTTCLCGEET
002 GTTTTGCTTGTTGCATATGCCTTGTTGCATATTGCTGGTTGTCAANCTACARATGGGCTGAACACTAGTTACTCTGTTTGCA
VIKTZS32 g ares octions seat possibles por ;Tf.cennrecmrecnnnncnneecu.Tc.Acec..e.\rTrGn.AcArc.\ccAccuteureanmnnuc.c
{7lJa4100 =% ‘ GTACTTOTTGCATATGCOTTGTTGCATATTGCTGGTTETCAAACTATAAATETTCTGAACACTAGTCACTCTGTTTETAACOGC
won? ua clic drolt sur fe nom des séquences. TTGTTTTTGTATTTOTTTGTGAGTETTATTECTGAACCACCTAR CALT-GT.\T|GTAAGTTCT(ATGGA.‘.AAATI.(ATTTAC.‘(
Ulvon? - T TG T TATTTCTAACT T TG TECCTITTRTTTTTTGTCAARATGGTCAGETTACGTETTTITEGCAGGGATTATAAATTGETC
[INC_032107.1:20514-24632 NL6Jrelated bat Il TG ARRCTTTTCACCTTTATOTGTCTACTEAGTCTTRGTTTOGCTCAGAARACATETTTTAGTGETGACTACCGTRARTTGARACTTGET
]¥¥073745.1:20595-24728 KL63-related bat 'IGA\'(A\’n(HI'I’(THHATTGTHT(TCHGCTT(T'l\.(cc:TICACACG( \’_GA(TG(AH'ICCTAAA(ITann(CTHCnG(n(
WINGTI2904.1:21483-25220 Bat SRS Like cor TG TTGTTTTTCTTGTTTCTTCAGTTCGCCTTAGTARACTCCCAGTGTGATTTGACAGGTAGAACTCCACTCAATCCCAATTATACTAA
FJ4TI814,1:20423-25148 BMRs-BetaCoV/HuB2 A TGATTTTACTTCTTCTTITTCTTTCTTCTGCCECTECACAAGARGETTETEETETTATCTCCARTARACCACAGLCECACETTTEATCAG™

Figure 34 : Suppression des séquences non ciblées.
e On renomme nos séquences, en choisissant "Renommer™ dans la boite de dialogue (qui
apparait en cliquent deux fois a gauche), puisque le site n’accepte pas une longue
nomination on a opté a donner juste le nom du virus puis celui de la souche. La succession

de ces etapes se présente dans les deux figures 35 et 36.

Fichier Edition Actions

Séquences chargées
similaires

(]

Affichage Options Sk

mmmm différentes

10 20 y 30 40 50 60 70
] | | | | | |

CIMK040455.1 Porcine deltacor
[CJMK040453.1 Porcine deltacor
[]MK040454.1 Porcine deltacor
[CJMF041982.1:19318-22797 Porg
[ JKU981059.1:19325-22804 Por|
[JKT266822.1:19309-22788 Por
[ JKT336560.1:19324-22803 Por:
[JKU984334.1:19306-22785 Por

I:]—

MKO40455.1 Porcine deltacoronavirus stra [ TCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGCTCGAGCAAAGTTTGCTGATGATGTACTCGATT
TCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGCTCGAGCAAAGTTTGCTGATGATGTACTCGATT
TCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGTTCGAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATT
TCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGTTCGAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATT
TCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGTTCGAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATT]
TNTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGTTCGAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATT
TCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGTTCGAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATT]
TCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGCTCGAGCTAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATT

Informations sur cette wiquence

Mi%m la shquence

Déplacer en haut de la liste

Remonter dune ligne

Transcrire en ARN (brin non transerit)
Transcrire en ARN (brin matrice/transcrit)
Traduire en protéine

Créer le brin complémentaire

Rechercher (BLAST)

Supprimer

Figure 35 : Renommer les séquences ciblées.
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Saisie de texte

Ancien nom :
MKO040455.1 Porcine deltacoronavirus stra

Veuillez saisir un nouveau nom pour cette séquence :

Figure 36 : Choisir un nouveau nom.
o Afin d’aligner les séquences et obtenir les tableaux de comparaison une autre succession
d’étapes se poursuit :

\

> Aller a "Actions" puis sélectionné "Aligner les séquences sélectionnées”.

Fichier ~ Edition /@ions Affichage ~ Options ()2 Cosentino /R ot

Séquences chargées Aligner les séquences sélectionndes (Alt4) ﬂ
k ’ l"l""""""':'f'l":""VI*Q'I'I"':'VV""""":V"":VQ:""'I"VV"'
] Transcrire les sequences selectionnees »5 % ¥ 0 6 %0 % 6 & MmOB N B %0 % {0
Traduire les séquences sélectionnées - \ i | | | =l | |
{IPDCoV ( CH-HAZ-20 ; GACCTTACTTTGTCTCGCTCGAGCARAGTTTGCTGATGATETACTCGATTTGCTCACCTTCCCTOGTGCACATCGCT
mPDCOV(CH-HMQUf Convertir en brin complémentaire GACCTTACTTTGTCTCGCTICGAGCAAAGTTTGCTGATGATETACTCRATTTGCTCACCTTCCCTGGTGCACATCGCT
mPDCOV(CH-HAZ-ZO' GACCTTACTTTGTCTCGTTCCAGCAAAGTTTGCTCATGATCTACTCRATTTGCTCACCTTCCCGGRTGCACATCACT
{1P0CoV (SHUS/SL/20 Enzymes de restriction G‘ACCTTACTTTGT‘CTC(:TTCGAGCAMG”TGCTGATGAT(TA(TCGATTTGCTCAC(_TTC(CGGGTGCACAT(G(T
{/1PDCoV (NH) GACCTTACTTTGTCTCGTTCGAGCARAGTTTGCTEATGATCTACTCGATTTGCTAACCTTCCCGRETGCACATCGCT
{ZIPDCoV (CH/Sichuan GACCTTACTTTGTCTCGTTCGAGCARAGTTTGCTCATGATCTACTCGATTTGCTCACCTTCCCGOGTGCACATCGCT
(/IPDCoV (CHN-HN-20  Diautres actions sont possibles par GACCTTACTTTGTCTCGTTCGAGCARAGTTTGCTEATGATCTACTCGATTTGCTCACCTTTCCGRETECACATCGCT
{IPDCoV (TT_1115) un clic it sur e nom s séquerces, GACCTTACTTTGTCTCGCTCCAGCTAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATITGCTCACCTTCCCGRGTGCACATCALT
I | 1 ! | I 1 |
- T T T v v 1

Figure 37 : Alignement des séquences sélectionnées.

Dans la figure 38 se trouve une représentation d’une ligne de comparaison colorée qui met en
évidence les positions des nucléotides (ou les acides aminés). Ceux qui sont identiques : vert ;

les différents : Orange ou rouge (selon le degré de différence).
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Séquences chargées ﬁ@
similaires wammm  différentes

@ )
| | 1 I I | | | I |
{IPDCoV ( CH-HA3-2017) ATGCAGAGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGCCGAGCAAAGTTTGCTGATGATGTACTCGATTTGCTCACCTTCCCTGGTGCACATCGCT
IPDCoV (CH-HA1-2017) TGCAGAGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTT TGTCTCGCFCGAGCAAAGT T TGCTGATGATGTACTCGATTTGCTCACCTTCCCTGGTGCACATCGCT
{1P0CoV (CH-HA2-2017) ATGCAGAGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGTFCGAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATTTGCTCACCTTCCCGGGTGCACATCGCT
IPOCoV (SHIS/SL/2016) A TG CAGAGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTGT CTCOTFCGAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATTTGLTCACCTTICCCGGGTGCACATCGCT
/1PDCoV (NH) AT G CAGAGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTT TGTCTCGTFCCAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATTTGCTAACCTTCCCGGGTGCACATCGOT
ZIPOCoV (CH/Sichuan/$27/2012) ATGCAGAGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGTFCGAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATTTIGLTCACCTTCCCGGGTGCACATCGCT
1PDCoV (CHN-HN-2014) AT G CAGAGAGC T CTATTGATTATGACCTTACT T TGTCTCGTFCGAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATTTGCTCACCTTTCCGGGTGCACATCGCT
{IP0Cov (TT_1115) ATGCAGAGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGCFCGAGCTAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATTTIGCTCACCTTCCCGGGTGCACATCGOT
. D S S — _ = — ——3 Y o e 5 — —=1

O

Séquences alignées  un _ représente un 9o fabsence dun rucléotide)

I
10 1 20 30 40 4 50 ] 60 70 80 90 > 100
| | | | | I | | | |
PDCoV ( CH-HA3-2017) ATGCAGAGAGCTCTATTGAT TATGACCTTACTTTGTCTCOCTCGAGCAAAGTTTGLCTGATGATGTACTCGATTTGCTCACCTTCCCTGGTGCACATCGCTT
POCOV (CH-HA1-2017)
POCoV (CH-HA2.2017)
PDCoV (SHJS/SL/2016)
POCoV (NH)
POCoV (CH/Sichuan/$27/2012)
PDCOV (CHN-HN-2014)
POCoV (TT_1115) ¥ TA[TT TAT LR TIMGTET T T

i —t + —t st ot

-
nanaan
OO0

Figure 38 : Alignement des séquences par GenieGen 2.

Fichier  Edition  Actions [ Affichage \;DOptions @ ¢

Séquences chargdes Brin complémentaire
cimllalres | Tableau du code génétique

Abréviations des acides aminés R
v Tableau de comparaison kY 4 30 0 0 @ CUNE I |
| | | | | | |
{ZIPOCV ( CH-HA3-2017) TACTTTGTCTCGCTCGAGCAAAGTTTGCTGATGATGTACTCOATTTGCTCACCTTCCCTGOTGCACATCGLT
{/1PDCoV (CH-HA1-2017) Phénogramme (arbre) TACTTTGTCTCGCTCGAGCAAAGTTTGCTGATGATETACTCEATTTGCTCACCTTCCCTGETGCACATCGCT
{Z]P0CoV (CH-HAZ-2017) TACTTTGTCTCGTTCCACCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATTTGCTCACCTTCCCGEETECACATCGCT
[ZIPOCoV (SHJS/SLI2016) ATGUAGAGAGT ICTAT TGAT TATGACCI TACTTTGTCTCOTTCCAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCGATTTGCTCACCTTCCCGGGTGCACATCGLT
[Z1PDCOV (NH) ATGCAGAGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGTTCCAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCEATTTGCTAACCTTCCCCEETECACATCGCT
[Z1POCoV (CH/Sichuan/S27/2012) TGCAGAGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGTTCGAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCEATTTGCTCACCTTCCCGOETCCACATCGCT
[ZIPOCoV (CHN-HN-2014) ATGCAGAGCAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGTTCCAGCAAAGTTTGCTGATGATCTACTCEATTTGCTCACCTTTCCGEETGCACATCGCT

{ZIpoCov (TT_1115) ATGCAGAGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTGTCTCGCTCCAGCTAAGTTTGCTGATGATCTACTCEATTTGCTCACCTTCCCGOETGCACATCGCT
L ! : ! i 12 v 4

Séquences alignées  un_ représente un 9 febsence dun rucléotide)

D P
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POCOV ( CH-HA3-2017) ATGCAGAGAGCTCTATTGATTATGACCTTACTTTETCTCGETCGAGCAAAGTTTGCTGATGATGTACTCGATTTECTCACCTTCCCTCETGCACATCGETT

POCOV (CH-HA1-2017)

POCO (CH-HAZ-2017) T ¢ 6

POCOV (SHIS/SLI2016) T ¢ 0C6

POCOV (NH) 1 ¢ A 6

POCOV (CH/Sichuan/$27/2012) T 1T 6

POCOV (CHN-HN-2014) 1 ¢ 16

POCOY (TT_1115) i TRTAlTTeRTTATCREET TAR T T 6T TEHET T 76T 6

it it t ; ft Hpetb—H— } T 3

Figure 39 : Action d’affichage du tableau de comparaison.
¢ On choisit

o + "Affichage" puis on sélectionne "Tableau de comparaison” figure 40.
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POCoV (CHISIichuan/S2FI2012) (6) | 96,98 | 57,04 | 57,56 | 38,94 | 58,45 | 100

POCaV (CHN-HMH-2014) (7) | 96,82 | 28,5 | 97,15 | s8.52 | 58,28 | 98,33 | 100
POCOV (TT_1715) (8) | 98,5 | 96,44 | 96,44 | 95,29 | 95,01 | 96,45 | 98,04 | 100

i
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Figure 40 : Tableau de comparaison de GeniGen 2.
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I11. Résultats

Dans cette partie, nous avons examiné les résultats obtenus qui reposent sur la comparaison

entre les séquences d'/ADN de différentes souches virales de Coronavirus. Le traitement des
séquences par des logiciels de bio-informatiques nous a permis de construire les arbres
phylogénétiques ainsi que de calculer les pourcentages de similarités entre ces séquences, afin
de désigner les liens entre les différentes séquences de souches dans le méme gene, nous
avons calculé les pourcentages de similarités de ces séquences entre elles en moyenne
générale au sein du méme gene. Cette dernicre a été réalisée a 1’aide d’un programme
spécialisé.

Dans cette étude, nous avons analysé les séquences nucléotidiques de différentes souches de
Coronavirus publiées dans la GenBank, mais nous n’avons choisi que 250 séquences
nucléotidiques qui présentent les trois genes : gene de pointe S (gene structurale), géne N
(géne de nucléocapside) et gene RdRp (géne non structurale) qui sont en commun entre
plusieurs espéces animales infectés.

Dans cette étape qui suit nous presenterons les résultats phylogéniques présentés dans chacun
des trois arbres : arbre du géne S, arbre du gene N, arbre du géene RdRp.

I11.1. Résultats de I’arbre de la glycoproteine S

Dans cette partie, nous avons etudié 70 séquences nucléotidiques de différentes souches
virales du géne S, puis nous avons ciblé 49 sequences representatifs de Coronavirus, qui sont
mentionnés dans le tableau 11 selon les espéces animales touchées dans plusieurs pays du
monde.

Tableau Il : Les séquences d’ADN de Coronavirus utilis¢é pour la présentation

phylogénétique du gene S.

Animal Espéece Pays Virus
Porc Porc Etats-Unis, chine TGEV,
PDCoV
Sus scrofa Chine
PRCV
Chien Chien Taiwan CCoV
Canis lupus familiaris Vietnam
Blaireau furet chinois | Melogale moschata Chine CCoV
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Chien viverrin Nyctereutes Chine CCoV
procyonoides
Félin Felis catus Japon FCoV
Chat Pays Bas, Etats-Unis
Félin Pays Bas
Chauve-souris Triaenops after Kenya HCoV NL63,
_ i HCoV-229E,
Hipposideros abae Ghana
SARS 2-CoV
Hipposideros vittatus Kenya
Hipposideros sp Kenya
Rhinolophus sinicus Chine
Rhinolophus pusillus Chine
Humain Homo sapiens Amsterdam, Etats- | HCoV-NL63,
Unis, Chine HCoV-229E,
SARS 2-CoV
Alpaga Vicugna pacos Etats-Unis HCoV-229E
Aviaire Aviaire Chine, Corée du sud, | IBV
Pologne
Pangolin Pangolin Chine PCoV
Equin Equus caballus Japon ECoV
Equin Etats-Unis
Bovin Veau Suéde BCoV
Bovin Etats-Unis
Bétail Suéde
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Girafe Girafe Etats-Unis GiCoV

L’arbre phylogénétique (Figure 35) tracé par le logiciel MEGA 11 est réalisé sur la base du
géne S de 49 différentes souches virales du Coronavirus qui ont touchés plusieurs especes

animales et I’espéce humaine avec une taille de 3915 Pb.
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Figure 35 : L’arbre phylogénétique du géne S.
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En raison du grand nombre de séquences, ainsi qu’afin de bien visualiser ce grand arbre nous

proposons les figures suivantes qui regroupent les séquences de chaque groupe viral.

Commencant par le groupe o qui se divise dans notre arbre en deux sous-groupes : le sous-

groupe aa et le sous-groupe ob ; les deux se représentent dans les figures : Figure 36 et la

figure 37 successivement.

99

99

99

100

99

99

100

99

100

95

99

Porc Etat-Unis TGEV (Miller M6)

Porc Etat-Unis TGEV (Miller M60)

Porcin Etat-Unis TGEV (Purdue P115)

Porc Etat-Unis TGEV (Purdue)

Porc Etat-Unis PRCV (ISU-1)

Chien Taiwan CCoV (NTU336/F/2008)

Melogale moschata Chine CCoV (DM95/2003)

Nyctereutes procyonoides Chine CCoV (GZ43/2003)

Canis lupus familiaris vietnam CCoV_ (HCM27/2014)

Felis catus Japon FCoV. (FIPV-C3663)

Chat Pays Bas FCoV (UU16)

Chat Etats-Unis ECoV. (UU3)

Felin Pays Bas FCoV (UU21)

aa

—

Figure 36 :

Fragment de I’arbre du géne S comportant les s€quences du sous-groupe oa.
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Teisaneys ofer Kenya liee an HCaW NLGE3 BIKYHNLES. k)

e Teisaneys ofer Kenya liee an HOaW NLG3 BIKYHNLES.3a)

Trizenepre sl Kenya lime o HOoW HLES (BCYHLES.15)

Hama sagiens Amsirdam HCevsMLE3 (HCoW-MLET)

ab

Hippasideres abse Ghana Bee sy HOav-239E (B10aV. 223E)
Lo

e

Hippasidoree sl Kemya e au HOon 2206 [BIKY2I0E.8)

100

Hippasidores g Keya Bee @y HCaw-220E (BINY2ZIDE-1)

L0

Visugna paves Eimodins HOen 3206 {CRA CATE.1/3008)

100

Farte sapiens Eilns: HOm 2296 {HO oL 259E)

—

Figure 37 : Fragment de I’arbre du gene S incluant les séquences du sous-groupe ab.
Les séquences qui comportent le géne S et qui se regroupent dans le groupe & ; sont

présentées dans la figure 38.
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Pare ThaZande PDCAW (TT 11135

Pare Jager POCAV {CH.HAT-201T)

03
e Pare Chine POCaW [CH-HAS- 2017}

Pare Coree du ued POCoN {CH-HAZ-2017)

Pare Chne POCeY (CH-WH-2017) ﬁ CDV

20 Buz serofE Chinge PDCaW (CHH-HMN-2014)

3 Pare Chine POCo (CHYSichuant327E012)

Pare Cane FDCaV (MH}

-3

Pare Chne PDCaW [SHISEL01E)

Figure 38 : Fragment de I’arbre du géne S incluant les séquences du groupe 9.
La figure suivante (Figure 39) présente le fragment de I’arbre du géne S qui comporte les

séquences du groupe .

—_—
Aisine Chine 1BY (Bj)
103
98 Galuz galus Chine IBW (CEACHXDC- 2/3013)
0
Salus mliuws Coree du Sod IBY (KMS1)
Foule Fologne 1BW (ckh'PolognerZ2E5501597)
—

Figure 39 : Fragment de I’arbre du géne S incluant les séquences du groupe y.
Les séquences du groupe B qui se divise dans notre arbre en deux sous-groupes : le sous-
groupe fb et le sous-groupe Pa ; les deux sont représentés dans les figures : Figure 40 et la

figure 41 successivement.
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Panglion CThine FCoW (GX-P2WV)

@9
Homo mapiens Chine SARS 2-Cotw (CH MY unnan-0Old2000)

@9

RiAoinofophus sinkces CThine SARS 2-CoW (BtRs-HuB2013)

o
RAinofopbues peosilirs Chine BARE Z2-CoW (bat-S1L-CoWa0s 2 1)

——

Figure 40 : Fragment de I’arbre du géne S comportant les séquences du sous-groupe 3b.
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Figure 41 : Fragment de I’arbre du géne S comportant les séquences du sous-groupe Pa.
Selon la classification mondiale des souches virales du Coronavirus, ainsi que les séquences
d’ADN du géne S. Cet arbre phylogénétique se divise en quatre groupes, Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus, Deltacoronavirus :

Alphacoronavirus (oo CoV) contenant 21 séquences qui se divisent & leurs tours en 2 sous-

groupes :
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> Sous-groupe A : 12 séquences nucléotidiques classées en :

e 3 séquences du Gastro-entérite transmissible (TGEV) des Etats-Unis.

e 1 séquence de Coronavirus respiratoire porc (PRCV) des Etats-Unis.

¢4 séquences de Coronavirus Canine (CCoV) du Vietnam et de Taiwan qui infecte le
chien Canis lupus familiaris et celui de la Chine qui infecte le chien viverrin
Nyctereutes procyonoides et le blaireau furet chinois Melogale moschata.

¢4 séquences de Coronavirus Félin (FCoV) une du Japon qui infecte Felis catus, 2 des
Pays bas et 1les Etats-Unis.

> Sous-groupe B : Comprend 9 séquences nucléotidiques de :

e 5 séquences de Coronavirus humain 229 (HCoV-229E) une qui infecte la chauve-souris
Hipposideros sp de Kenya, Hipposideros abae et Hipposideros vittatus de Ghana, et une
infecte aussi I’humain et I’alpaga Vicugna pacos des Etats-Unis.

o4 séquences de Coronavirus humain NL63 (HCoV-NL63) une d’Amsterdam infecte
I’homme, et 3 du Kenya qui touche la chauve-souris Triaenops sp.

Les pourcentages de similarités entre les différentes séquences de 19 souches du groupe
Alphacoronavirus (a CoV) sont représentés dans le tableau I11 avec une identité moyenne de
86,8%.
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Tableau 111 : Pourcentages d’identité des différentes séquences de souches du groupe

Alphacoronavirus (o CoV) qui présentent le géne S.

() T @ [ O [ @ [ 6) ] el [ [ @ [ 0) ] 00 (o[ 2y [ (13) ] | (15) [ cioy [ (17) ] (18 | (19)
HCov-229E (HCoV-229E) (1) | 100

HCoV NL63 (BeKYNL63-13) (2) | 60,23 | 100

CCoV (HCM27/2014) (3) | 56,11 | 46,66 | 100

HCov-229F (BtCoV- 220€) (4) | 69,58 | 55,51 | 48,96 | 100

TGEV {Milter M80) (5) | 55,1 | 48,04 | 72,18 | 50,27 | 100

(CoV (GZ43/2003) (6) | 55,37 | 47,04 | 68,46 | 50,05 | 65,75 | 100

FCaV (UUZA)(7) | 51,1 | 44,42 | 45,15 | 45,15 | 43,% | 42,57 | 100

TGEV (Miller M) (B) | 55,04 | 46,66 | 70,6 | 48,76 | 85,21 | 64,33 | 42,81 ( 100

HCov-229E (BeKY229E-1) (9) | 70,9 | 56,35 | 51,17 | 63,72 | 50,51 | 43,83 | 44,18 | 50,4 | 100

HCov-229F (BtKY229E-8) (10) | 73,14 | 55,26 | 50,02 | 64,45 | 51,02 | 50,77 | 44,27 | 47,83 | 70,51 | 100

PRV (ISU-1) (11) | 53,54 | 47,9 | 68,68 | 48,48 | 84,03 | 63,85 | 42,8 | 76,99 | 43,12 | 42,98 | 100

CCoV (DM92/2003) (12) | 55,62 | 47,59 | 76,58 | 50,09 | 80,71 | 72,04 | 44,08 | 75,47 | 51,05 | 51,16 | 74,08| 100

CCoV (NTL236/F12008) (13) | 56,08 | 48,43 | 76,31 | 50,56 | 78,60 | 72,04 | 44,33 ) 75,38 | 51,22 | 51,61 | 74,58 | 90,8 | 100

HCov-229E { CAD3-1/2008) (14) | 94,26 | 60,33 | 55,04 | 68,76 | 54,75 | 54,63 | 50,05 | 54,76 | 72,95 | 73,2 | 52,82 | 54,89 | 55,5 | 100

HCoV NLE3 (BeKYNLO3-0a) (15) | 60,64 | 54,32 | 45,97 | 54,46 | 47,39 | 47,93 | 41,23 | 47,19 | 55,08 | 54,12 | 46,2 | 47,53 | 46,59 | 59,19 | 100

TGEV (Purdue P113) (16) | 55,07 | 48,12 | 72,54 | 50,12 | 95,29 | 65,75 | 43,95 | 83,07 | 50,41 | 49,97 | 83,55 | 81,39 | 79,48 | 54,87 | 47,44 | 100

HCoV NLG3 (HCoV-NLE3) (17) | 67,02 | 56,19 | 50,07 | 61,84 [ 51,32 | 52,01 | 45,34 | 50,24 | 65,22 | 67,55 | 50,55 | 52,11 | 52,84 | 66,92 | 56,17 | 51,6 | 100

FCoV (FIPV-C3663) (18) | 54,34 | 47,8 | 48,36 | 47,54 | 48,78 | 47,20 | 59,43 | 48,3 | 50,52 | 48,9 | 46,95 | 48,5 | 48,75 53,79 | 48,00 | 48,37 | 49,53 | 100

FCoV (UU3) (19) | 55,18 | 45,92 | 47,01 | 48,71 | 45,6 | 47,66 | 51,99 | 46,57 | 48,5 | 48,39 | 44,91 | 47,26 | 47,05 | 54,24 | 47,26 | 43,43 | 47,91 | 64,83 | 100

Identité globale : 86,8 %

Deltacoronavirus (6 CoV) : Ce groupe représente 9 séquences de Deltacoronavirus du porc
(PDCoV) une de la Thailande, 7 de la Chine, et une qui infecte le cochon Sus scrofa.
Pourcentages de similarités entre les différentes séquences de 9 souches du groupe
Deltacoronavirus (6 CoV) avec une identité moyenne de 98,18 % sont représentés dans le
tableau IV.
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Tableau IV: Pourcentages d’identités de différentes séquences de souches du groupe

Deltacoronavirus (6 CoV) qui présentent le géne S.

(1) (2} (31 41 (51 (61 71 (8} [CH
PDCoV { CH-HAZ-2Z017) (1) | 100

PDCoV (CH-WH-2017 ) {2) | 9764 | 100

POCOV (CHYSichuan/S2772012) (3) | 57,56 | 98,16 | 100

POCOV (CHN-HN-2014) {4) | 57,21 | 97,82 | 98,45 | 100

PDCoV (MH) ¢5) | 57,39 | 98,18 | 98,51 | 98,33 | 100

POCOV (SHISISLAZ016) 06) | 57,76 | 98,45 | 98,94 | 93,59 | 93,05 | 100

POCOV (CH-HA3-2017) (7) | 98,19 | 98,75 | 98,938 | 98,84 | 96,73 | 97,01 | 100

POCOV (CH-HAT-2017) (B) | 98,13 | 98,81 | 97,04 | 56,9 | 98,78 | 97,07 | 99,94 | 100

POCOV { TT 71115) (9) | 96,49 | 98,15 | 98,52 | 95,06 | 95,01 | 95,85 | 98,5 | 95,44 | 100

Identité globale : 98,18 %

Gammacoronavirus (y CoV) : Comprend 4 séquences du virus de la bronchite infectieuse
aviaire (IBV) qui infectante 1’aviaire Gallus gallus. Ces séquence ce rend compte a des
souches virales qui se partagent en paies du monde qui sont : une souche présente dans la
Corée du sud, une de Pologne et 2 autres souches représentent dans la Chine.

Pourcentages de similarités entre les différentes séquences de souches du groupe
Gammacoronavirus (y CoV) avec une identité globale de 85,99% sont représentés dans le
tableau V.

Tableau V : Pourcentages d’identité de différentes séquences de 4 souches du groupe

Gammacoronavirus (y CoV) qui présentent le géne S.

(1) (2] (3} (4)
IBY (CKSACHIXDC- Zf20413) (1) 100

1BV (KAM9T ) (2) | 83,79 | 100

IBY (BJ) (3) | 87,84 | 83,04 | 100

IBV (ckf/Pologne/255/ 1997) (4) | 80,82 | &1,72 | &1,28 | 100

Identité glabale : 85,99 %
Betacoronavirus (f CoV) constante 15 séquences divisées en 2 sous-groupes :
> Sous-groupe A : Il comprend 12 sequences nucléotidiques de :
¢ 5 séquences de Coronavirus de bovin (BCoV) 2 de la Suede et 3 des Etats-Unis.
¢ 3 séquences de Coronavirus de la girafe (GiCoV) des Etats-Unis qui infectent la girafe
Giraffa camelopardalis.
¢ 4 séquences de Coronavirus équin (ECoV) une des Etats-Unis et 3 du Japon qui infectent
Eqqus caballus.

» Sous-groupe B : Il comprend 4 séquences nucléotidiques de :
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» 3 séquences de Coronavirus du syndrome respiratoire aigu severe (SRAS-CoV-2)

une de la chine qui touche 1’humain, une infectant les chauves-souris Rhinolophus sinicus

et une touche les chauves-souris Rhinolophus pusillus.

»  Une séquence de Coronavirus du pangolin (PCoV) de chine.

Pourcentages de similarités entre les différentes séquences de souches du groupe

Gammacoronavirus (y CoV) avec une identité moyenne de 85,8% sont représentés dans le

tableau VI.

Tableau VI : Pourcentages d’identité de différentes séquences de 15 souches du groupe

Gammacoronavirus (y CoV) qui présentent le géne S.

(1)

2)

(3)

{4)

{9

(6)

{7

(8)

9

(10)

(1)

(1)

13)

(14)

(15)

BCoV (SWEIPH0-4) (1)

100

BCoV (SWE/CI92) (1)

97,85

100

GiCaV (DH3/2006) (3)

a4

97,87

100

ECoV (Tokachi09) {4)

79,8

79,89

79,87

GiCov (OH3/2003) (5)

574

97,87

100

8

SARS 2-CoV’ (CHN/Yunnan-01/2020) (8)

B4 67

53,57

53,71

50,06

53,71

ECoV (NC99) (7)

79,67

7,77

17

3,01

173

50,18

BCoV (MebusiUSIT2 ) (3)

97,3%

9,09

07,82

7,59

07,8

53,9

4

ECoV (Obihiro12-1) (9)

79,5

759,59

79,68

9,53

7,63

19,55

98,51

1,4

BCoV (DB2) (10)

979

95,51

08,55

80,01

08,55

53,79

7,79

98,63

1Ry,

SARS 2-CoV (BRs-HuB2013) (11)

55,17

54,53

5472

84

54T

61,18

862

54,3

94

54 58

SARS 2-CoV (bat-SL-CoVZXC21) (12)

B 44

54,94

55,41

4,67

55,41

40

31

5,09

44T

%,

748

BCaV (ENT) (13)

9751

9,14

9,04

7,94

5,04

53,71

.79

98,07

BT

9.9

54,68

B854

PCaV {GX-P2V} (14)

R,

B4,57

R4,68

43,23

h4,68

43,0

4,09

56

481

R4,78

4%

35,54

54,74

100

GiCov (OH3-TCI2006) (15)

a4

97,87

100

19,87

53,11

9,73

97,8

79,68

98,55

8,12

55,4

59,04

B4,68

[dentite globale : 85,3 %

I11.2. Résultats de ’arbre du gene de la protéine N

Les séquences d’ADN de différentes souches virales du géne N de Coronavirus extraites sont

mentionnées dans le tableau VII en fonction des espéces animales affectées a travers

plusieurs pays dans le monde.
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Tableau VII

phylogénétique du géne N.

: Les séquences d’ADN de Coronavirus utilis¢é pour la présentation

Animal Espéce Région Géne Virus
Porc Porc Japon, Chine N PEDV,
PDCoV
Etats-Unis, Laos,
Thailande, Corée
de sud
Sus scrofa Philippines
Félin Félin Thailande, Etats- N FCoV
Unis
Bovin Bovin Canada, Italie N BCoV
France,
Canin Canis lupus Allemagne N CCoV
familiaris
Chien Chine, Corée du N CRCoV
sud
Chauve-souris Rhinolophus sinicus | Chine N SARS-CoV 2
Rhinolophus affinis
Rhinolophus pusillus
Canard siffleur Mareca penelope Chine N WiCoV
Oiseau sauvage Spatula discors Etats-Unis N DCoV
Humain Homo sapiens Chine, Belgique N HCoV-0C43

L arbre phylogénétique (Figure 42) étudié par le logiciel MEGA 11 est réalisé sur la base du

gene N de 36 differentes souches virales du Coronavirus qui ont touchés plusieurs espéces

animales et I’espéce humaine avec une taille qui varie entre 1112 Pb et 991 Pb.
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Figure 42 : L arbre phylogénétique du géne N.
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En raison du grand nombre de séquence, ainsi qu’afin de bien visualiser cet arbre nous
proposons les figures suivantes qui présentes les séquences de chaque groupe viral.

Commencant par le groupe B qui se divise dans cet arbre en deux sous-groupes : le sous-
groupe Pa et le sous-groupe b les deux sont représentés dans les figures figure 43 et la

figure 44 successivement.

Bowin Canada BCoW {Quabec)

Chisn Corss du Sud CRCoV (K3T)

[

ache Franca BCoV |EPICaan/2013M08)

‘iache Italle BCoV |boovizem)

Chisn China CRCoV | BA202) Ba

Humain China HCoW-0CES {HCoW-0CA3)

Humain Balglqus HCoW-0C43 {BELL)

i Humain China HCoV-0C43 (HKD4-02)

Humain China HCoV-0C43 (HKDL-01)

Figure 43 : Fragment de I’arbre du géne N comportant les séquences du sous-groupe Pa.

Rhinolophus sinicus Chine 8AR 5 2-CoV (BtRs-HuEX013)

Chauve-souris Chine SARS 2-CoV [bat-5L-CoVIXCI1)

Bb

= Rhinolophus affinis Chine 5AR 5 2 -CoV [RaTG13)

Humain Chine 5ARS 2-CoV [CHNMunnan-01/2020)
-

Figure 44 : Fragment de I’arbre du géne N comportant les séquences du sous-groupe fb.
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En deuxiéme lieu le groupe o qui se divise a son tour dans notre arbre en deux sous-groupes :

le sous-groupe aa et le sous-groupe ab les deux sont représentés dans les figures figure 45 et

la figure 46 successivement.

Canis lupus familizris Allemagne CCoV (171)

Félin Etat-Unis FCoW (W 5L 73-1148)

Félin Thailande FCoV (KUSZ2020)

Félin Thailande FCoV (KU20/2018)

Félin Thailande FCoV (KUTTI2017)

—_—

Figure 45 : Fragment de I’arbre du géne N comportant les sequences du sous-groupe oa.

Sus scrofa Philippines PEDV (K3)

Porc Chine PEDV (CHIZMDZY!11)

Porc Chine PEDV [AH20132)

L

Sus scrofa Philippines PEDV (K4)

Porc Japon PEDWV (14JM-1T78)

Porc Japon PEDWV (14JM-168)

Porc Etats-Unis PEDV [IA1)

—_—

Figure 46 : Fragment de I’arbre du géne N comportant les séquences du sous-groupe ob.
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Par la suite nous avons la figure 47 qui représente I’emplacement de la séquence présentatrice

du groupe v.

-

|

Poule Suéde BV [CHK/ SWEDB5E4610) ¥ CoV

Figure 47 : Fragment de I’arbre du géne N comportant les séquences du groupe 7.

La figure 48 qui présente le fragment de I’arbre du géne N qui comporte les séquences du

groupe 0.
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Figure 48 : Fragment de I’arbre du géne N comportant les séquences du groupe 6.

A leur tour les séquences du géne N se divisent en quatre groupes qui sont :

E




RESULTATS

Betacoronavirus (f CoV) 13 différentes souches de Coronavirus classées en :
> Sous-groupe A : Il comprend 9 sequences nucléotidiques de :
e 3 séquences de Coronavirus de bovin (BCoV) distribuées en, une de Canada, une de
I’Italie et une de France qui infecte les vaches.
e 2 séquences de Canine respiratoire Coronavirus (CRCoV) venant de, Chine et Corée du
Sud.
¢ 4 séquences de Coronavirus humain OC43 (HCoV-0OC43) distribuées en égalité entre la
Belgique et la Chine.
> Sous-groupe B : Il comprend 4 séquences nucléotidiques du Coronavirus du syndrome
respiratoire aigu sévére (SRAS-CoV-2) de la Chine qui touche I’humain aussi bien que les
chauves-souris Rhinolophus affinis, Rhinolophus pusillus et Rhinolophus sinicus.
Pourcentages de similarités entre les différentes séquences de 13 souches du groupe
Betacoronavirus (Beta CoV) avec une moyenne d’identité de 74,85% sont representés dans le
tableau VIII.
Tableau VIII : Pourcentages d’identité de différentes séquences de souches du groupe

Betacoronavirus (Beta CoV) qui présentent le gene N.

(M [ @ ] 3) | 4 | (5 | B | 7 | 8 | 0| (11) [ a2y ) (13)
SARS 2-CoV (bat-SL-CoVZXC21) (1) | 100

SARS 2-CoV (BtRs-HuB2013) (2) | 90,39 | 100

SARS 2-CaV (CHNI Yunnan-01/2020) (3) | 91,19 | 88,8 | 100

SARS 2 -CoV (RaTG13) (4) | 91,19 | 88,17 | 96,9 | 100

BCoV {bcovizsm) (5) | 47,49 | 48,74 | 47,47 | 47,91 | 100

BCoV (EPIfCaen/2013/08) (6) | 47,48 | 48,23 | 46,93 | 47,4 | 99,33 [ 100

HCoV-0C43 (HK04-01) (7) | 47,09 | 47,52 | 46,22 | 46,85 | 96,22 | 96,14 | 100

HCoV-0C43 (HK04-02) (8) | 47,07 | 47,52 | 46,22 | 46,85 | 96,22 | 96,07 [ 99,93 | 100

HCoV-0C43 (BED4) (9) | 47,09 | 47,52 | 46,22 | 46,85 | 95,56 | 95,84 | 99,7 | 99,78 | 100

CRCoV (K37) (10) | 47,4 | 48,47 | 46,77 | 47,24 | 98,67 | 98,29 | 96,21 | 96,14 | 95,52 | 100

BCoV (Quebec) (11) | 47,4 | 48,47 | 46,77 | 47,24 | 98,67 | 98,66 | 96,59 | 96,51 | 96,29 | 99,33 | 100

CRCoV (BJ202) (12) | 47,01 | 48,08 | 46,54 | 47,17 | 97,78 | 98,07 | 96,29 | 96,21 | 95,95 | 98 |98,37 | 100

HCoV-0C43 (HCoV-0C43) (13) | 47,09 | 48,08 | 46,46 | 46,93 | 96,67 | 96,59 | 99,11 | 99,03 | 98,81 | 96,81 | 97,18 | 96,73 | 100

Identité globale : 74,85 %
Alphacoronavirus (e CoV) : 12 différentes souches de Coronavirus classées en :
» Sous-groupe A : Il comprend les séquences nucléotidiques de :

e Une séquence de Coronavirus Canine (CCoV) de I’Allemagne qui infecte le chien Canis

lupus familiaris.
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e 4 séquences de Coronavirus Félin (FCoV) : 3 de Thailande et une des Etats-Unis.

» Sous-groupe B : Il comprend 7 séquences nucléotidiques du virus de la diarrhee
épidémique porc (PEDV) 2 de Chine, 2 du Japon, une des Etats-Unis et 2 des Philippines
qui infecte Sus scrofa.

Pourcentages de similarités entre les différentes séquences de 12 souches du groupe

Alphacoronavirus (Alpha CoV) avec une identité globale de 67,67% sont représentées dans le

tableau IX.

Tableau IX : Pourcentages d’identité de différentes séquences de souches du groupe

Alphacoronavirus (Alpha CoV) qui présentent le géne N.

(1} 2) (3) (4} (5) (6) ) (8) 91 (10} (11) (12}
PEDV (AH2012) (1) | 100

PEDV (CHIZMDZY¥711) (2) | 98,49 | 100

PEDV ( IA1) (3} | 99,47 | 98,87 | 100

PEDV (K3) (4) | 97,02 | 97,02 | 97,66 | 100

PEDV (K4) (5) | 98,61 | 98,61 | 99,25 | 97,59 100

FCoVW (KUTT/2017) (6) | 43,77 | 44,08 | 43,98 | 44,35 | 44,7 100

FCoVW (KUZ0/2019) (7) | 44,28 | 44,49 | 44,49 | 45,07 | 45,3 92,5 100

FCoV (KU62/2020) (8) | 42,88 | 44,5 | 4409 | 44,37 | 44,6 | 91,89 | 91,03 100

FCoVW (W5l 79-1146) (9) | 45,58 | 45,94 | 45,67 | 44,83 | 44,95 | 90,36 | 89,93 | 94,35 100

CCoV (171} (10) | 45,67 | 46,03 | 45,76 | 44,94 | 45,06 | 90,25 | 69,93 | 94,24 [ 99,91 | 100

PEDV (140M-168) (11) | 99,4 | 28,79 | 99,92 | 97,55 | 99,15 | 44,08 | 44,39 | 44,19 | 45,76 | 45,85 100

PEDV (140M-179) (12) | 99,4 | 98,79 | 99,92 | 97,55 | 99,15 | 43,B7 | 44,39 | 44,19 | 45,76 | 45,85 | 99,85 100

Identite globale : 67,67 %
Gammacoronavirus (y CoV) : Comprend une séquence du virus de la bronchite infectieuse
aviaire (IBV) qui infecte le poulet de la Suede.
Deltacoronavirus (6 CoV) : Représente 10 sequence de :
¢ 7 séquences du Deltacoronavirus du porc (PDCoV) : une de Thailande, une du Laos, 2 de
Chine, 2 des Etats-Unis et 1 de Corée du Sud
e 2 séquences du Coronavirus du canard (DCoV) des Etats-Unis qui infecte Spatula discors.
e Une séquence du Coronavirus du canard d’Amérique (HKU-20) qui infecte le canard de
Chine Mareca penelope.
Pourcentages de similarités entre les différentes séquences de 10 souches du groupe
Deltacoronavirus (6 CoV) avec une identit¢é moyenne de 75,71% est représenté dans le
tableau X.
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Tableau X : Pourcentages d’identité de différentes séquences de souches du groupe

Deltacoronavirus (8 CoV) présentant le gene N.

(1) (2) 3} (4) 3) (6} ) (8) 2} (10
PDCoV{illinais121/2014) (1) | 100
PDCoV (PT_16_BTL) (2) | 97.86 | 100
PDCoV (§5015L/2015) (3) | 96,99 | 98,54 | 100
PDCoV (CHN-AH-2004) (4) | 98,15 | 98,15 | 97,67 | 100
PDCoV (5D} (5) | 98,83 | 98,25 | 97,38 | 98,74 | 100
PDCoV{8734/TAI2014) (6) | 99,42 | 98,06 | 97,18 | 28,35 | 99,03 | 100
PECoV (KNUT4-24) (7) | 99,51 | 98,15 | 97,08 | 98,45 | 98,93 | 99,51 | 100
PCoV (3230/2017) (8) | 50,41 | 50,14 | 50,41 | 49,32 | 50,14 | 50,68 | 50,41 | 100
PCoV (2615/2017) (9) | 49,86 | 49,59 | 49,86 | 48,77 | 49,59 | 50,14 | 49,86 | 99,49 | 100
WiCoV (HKUZ20-9243) (10) | 55,24 | 54,95 | 54,85 | 54,95 | 54,95 | 55,24 | 55,24 | 84,62 | 84,1 100

Identite globale : 75,71 %

111.3. Résultats de I’arbre du géne RdRp
Les séquences d’ADN de différentes souches virales du géne RdRp de Coronavirus extraites
sont mentionnées dans le tableau XI en fonction des especes animales affectées a travers

plusieurs pays dans le monde.

Tableau XI : Les séquences d’ADN de Coronavirus utilisées pour la présentation
phylogénétique du gene RdRp.
Animal Espeéce Pays Geéne virus
Chauve- Chaerephon pusillus Mayotte RDRP Bat CoV
souris Hipposideros caffer Mozambique | RDRP
Triaenops Aafter Mozambique | RDRP
Miniopterus Mozambique | RDRP
mossambicus
Rhinolophus rhodesiae | Mozambique | RDRP
Rhinolophus lobatus Mozambique | RDRP
Rhinolophus sp Mozambique | RDRP
Canard Anas sp Pologne RDRP ACoV
Anas platyrhynchos Pologne RDRP
Anser fabalis Pologne RDRP
Furet Furet domestique de Pérou RDRP FRSCV
Lima
Bovin Bétail Slovénie RDRP BCoV
Humain Homo sapiens Slovénie RDRP HCoV-0C43,
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HKU1, FRSCV
Rongeur Mus caroli Chine RDRP RtMc-CoV-1, RtMc-
Rattus tanezumi Chine RDRP CoV-2, RtRf-CoV-2,
Rattus flavipectus Chine RDRP RtNn-CoV, RtAa-
Niviventer niviventer Chine RDRP CoV
Apodemus agrarius Chine RDRP
Porc Porc Italie RDRP PHEV

L’arbre phylogénétique (Figure 49) étudié par MEGA 11 a été réalisé sur la base du géne

RdRp, de 35 séquences de différentes souches virales du Coronavirus qui ont touchés

plusieurs especes animales et I’espece humaine avec une taille qui varie entre 425 Pb et 440

Pb.
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Figure 49 : L’arbre phylogénétique du géne RdRp.
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En raison du grand nombre de séquences, ainsi qu’afin de bien visualiser ce grand arbre nous
proposons les figures suivantes qui regroupent les séquences de chaque groupe viral.

Dans la premiere position le groupe p qui comprend seulement les souches regroupées dans le
sous-groupe Bb qui se représentent dans la figure 50.

Porc ltalie PHEV(18DIA90174-2)

100

Porc Italie PHEV(18DIAS0177-20)

Porc ltalie PHEV(18DIAS0177-14)

Porc ltalie PHEV(18DIAS0178-5)

Bovin Slovenie BCoV (TZ65/2014)

o Bovin Slovenie BCoV (TP14/2012)

Bovin Slovenie BCoV (TP73/2014)

Humain Slovenie HCoV-OC43 (62794/2016)

Humain Slovenie HCoV-OC43 (44364/2014) B C
oV

Rattus flavipectus Chine RtRf-CoV-2 (YN2013)

100 Nivii fvin Chine RtNn-CoV (Tibet2014)

95

Apodemus agrarius Chine RtAa-CoV (SX2014)

Humain Slovenie HKU1 (61107/2015)

Humain Slovenie HKU1 (63615/2016)

67
Mus caroli Chine RtMc-CoV-1 (YN2013)

Mus caroli Chine RtMc-CoV-2 (YN2013)

Rattus tanezumi Chine RtRf-CoV-1 (YN2013) it

Figure 50 : Fragment de I’arbre du géne RARp comportant les séquences du groupe p.
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Par la suite la figure 51 présente le fragment de ’arbre du géne N qui comporte les séquences

du groupe v.

100

100

100

Anser fabalis Pologne ACoV (MwW434/2009)

Anser fabalis Pologne ACoV (PL-MW435/2009)

Anas platyrhynchos Pologne ACoV ( MW345/2009) Y COV

Anas sp Pologne ACoV (MW283/2009)

Anas sp Pologne ACoV (MwWwW284/2009)

Figure 51 : Fragment de I’arbre du géne RdARp incluant les séquences du groupe v.

Par la suite le groupe o qui se divise dans notre arbre en deux sous-groupes : le sous-groupe

aa et le sous-groupe ab les deux se représentent successivement dans la figure 52 et la figure

53.

100

Furet domestigue Perou FRSCW (cervelet/Lima-2014) I

a a

Furet domestique Perou FRSCW (cerveauw/Lima-2014) |

Figure 52 : Fragment de I’arbre du géne RdRp incluant les séquences du sous-groupe aa.
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—— Porc ltalie PEDW{18D1AS017T4-10})

100

57 —— Porc Ialie PEDWV{18D1A90174-11)

hoo

Chaaerephon pusillus France BatCoV (015)

—————— Humain Slovenie HCOV-229E (15756/2010)
1000

a5 — Hipposideros caffer Mozambique BatCoW { 18987)

Trisenops Aaffer Mozambique BatCoW (18993)

ab

—————— Minfoplerus mossambicus Mozambigue BatCoW (19006)
100

— Rhinolophus rhodesiae Mozambigque BatCoW (19024)

61
Rhinolophus lobatus Mozambigque BatCo\' (18990)

—— Rhinolophus rhodesiage Mozambique BatCow (19027)

1000

— Rhinolophus 5o Mozambique BatCow (12026)

—_—

Figure 53 : Fragment de I’arbre du géne RdRp incluant les séquences du sous-groupe ab.
L’arbre de géne RdRp se divise en plusieurs groupe suivant :
Betacoronavirus (f CoV): 17 différentes souches de Coronavirus classées dans le sous-
groupe B :
¢ 4 séquences nucléotidiques de virus de I'encéphalomyélite hémagglutinante porc (PHEV)
d’Italie.
e 3 sequences de Coronavirus du bovin (BCoV) qui touchent le bétail de Slovenie.
e 2 sequences de Coronavirus humain OC43 (HCoV-0C43) de Sloveénie.
e 2 séquences de Coronavirus humain HKU1 (HCoV-HKU1) de Slovénie qui touchent
I’humain.
*Des souches non classées dans la GenBank, qui prennent ’emplacement dans ’arbre
avec les souches de ce groupe.
e Une séquence de Coronavirus de rongeur (RtRf-CoV-2) de Chine qui infecte le rongeur

Rattus flavipectus.
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e Une séquence de Coronavirus de rongeur (RtNn-CoV) de Chine qui infecte le rongeur

Niviventer niviventer.
e Une séquence de Coronavirus de rongeur (RtAa-CoV) de Chine qui infecte le rongeur
Apodemus agrarius.
> Ces souches se regroupent pour une origine commune avec les premieres souches
déja classées dans ce groupe viral.
e Une séquence de Coronavirus de rongeur (RtMc-CoV-1) de Chine qui infecte le rongeur
Mus caroli.
e Une séquence de Coronavirus de rongeur (RtMc-CoV-2) de Chine qui infecte le rongeur
Mus caroli.
e Une séquence de Coronavirus de rongeur (RtRf-CoV-1) de Chine qui infecte le rongeur
Rattus tanezumi.
» Ces trois souches se positionnent en méme clade avec les souches du virus HKU1
(qui est déja classee dans ce groupe viral).
Pourcentages de similarités entre les différentes sequences de 17 souches du groupe
Betacoronavirus (Beta CoV) avec une identité globale de 88,85% est représenté dans le
tableau XII.
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Tableau XI1 : Pourcentages d’identité de différentes séquences de souches du groupe
Betacoronavirus (Beta CoV) qui présentent le géne RdRp.

M1@ @)@ 6 @0 @6 00109 713)] 04|05 | 16) | (17)

BCoV (TP1412012) (1) | 100

HCaV-0043 (62794/2016) (2) | 96,67 | 100

HCoV-0C43 (44364/2014) (3) | 96,67 | 100 | 100

BCoV (TZ63/2014) (4) | 98,97 | 96,67 | 96,67 | 100

BCoV (TP73/2014) (5) | 99,74 | 96,92 | 95,92 | 99,23 | 100

HKUT (61107/2013) (6) | 82,05 | 82,05 | 82,05 | 82,05 | 82,05 | 100

HKU1 (63613/2016) (7) | 82,05 | 82,05 | 82,05 | 82,05 | 82,05 | 100 | 100

ReMc-CoV-2 (YN2013) (8) | 83,72 | 83,72 | 83,72 | 83,1 | 83,97 | B4,73 | 84,73 | 100

ReRf-CoV-1 (YN2013) (9) | 83,16 | 83,16 | 83,16 | 83,16 | 83,42 | 84,69 | 84,69 | 95,69 | 100

ReRf-CoV-2 (YN2013) (10) | B3,93 | 84,44 | B4,44 | 83,93 | 84,18 | BO,E7 | BO,87 | 83,9 | 83,64 100

RMc-CaV-1 (YN2013) (11) | 84,99 | 85,24 | 85,24 | B4,73 | 84,59 | 84,48 | 84,48 | 93,41 93,42 | 83,26 | 100

Reln-CoV/ (Tibet2014) (12) | B4,22 | 84,73 | 84,73 | 84,12 | 84,48 | 79,39 | 79,39 | 83,02 | 82,74 | 95,04 | 84,43 | 100

Reda-CoV (SX2014) (13) | 83,93 | 84,69 | 84,69 | 83,93 | 84,18 | 79,08 | 79,08 | 82,72 | 82,45 | 94,52 | 84,56 | 97,18 | 100

PHEV(18DIADO177-14) (14) | 96,68 | 55,41 | 95,41 | 96,17 | 96,43 | 80,36 | 80,36 | 83,21 | 83,17 | 8,91 | 84,96 | 83,71 | 83,67 | 100

PHEV{1801A90178-3) (15) | 96,43 | 95,66 | 95,66 | 96,43 | 96,68 | 81,38 | 81,28 | 83,21 | 83,17 | 83,67 | 85,46 | B4,40 | B4,42 | 98,23 | 100

PHEV{1801A90174-2) (16) | 95,68 | 95,41 | 95,41 | 96,17 | 96,43 | 80,36 | 80,36 | 83,21 | 83,17 | 82,91 | 84,% | 83,71 | 63,67 | 100 | 98,23 | 100

PHEV{18DIA%0177-20) (17) | 95,68 | 95,41 | 95,41 | 96,17 | 96,43 | 80,36 | 80,36 | 83,21 | 83,17 | 82,91 | 84,% | 83,71 | 83,67 | 100 [ 58,23 | 100 | 100

dentité globale : 88,35 %

Gammacoronavirus (y CoV) : Comprend 5 séquences de Coronavirus de canard (ACoV) de
Pologne qui touche le canard Anser fabalis, Anas platyrhynchos et Anas sp.

Pourcentages de similarités entre les différentes séquences de 5 souches du groupe
Gammacoronavirus (y CoV) avec une identité moyenne de 92,04% est représenté dans le
tableau XIII.

Tableau XIII : Pourcentages d’identité¢ de différentes séquences de souches du groupe

Gammacoronavirus (y CoV) qui présentent le gene RdRp.

(1) (2} (3} (<2) (5)
ACoV (P -AMW2E83/2002) (1) TO0

ACoV (Pl -MW2EL2002) (2) | 99,595 100

ACoW (PL-MWAILIZ2009) (3) | 89,05 | 89,38 10D

ACoWV (PL-AMWAIS 20029) (4) | 89,38 | 89,16 | 99,71 100

ACoVW { MWILS/2009) (5} | 92,69 | 92,71 | 85,78 | 85,78 100

Identite globale @ 92,04 %
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Alphacoronavirus (Alpha CoV) : contenant 13 sequences de souches différentes classées en

2 sous-groupes :
» Sous-groupe A : 1l comprend 4 séquences nucléotidiques de :

e 2 séquences de Coronavirus systémique du furet (FRSCV) de Pérou qui infecte le furet
domestique.

> Sous-groupe B : Il comprend 9 séquences nucléotidiques de :

e 2 du virus de I'encéphalomyélite hémagglutinante porc (PEDV) d’Italie.

¢ Une séquence de Coronavirus humain 229 (HCoV-229E) qui infecte I’humain.

e 8 séquences de Coronavirus de chauve-souris (Bat CoV) de France qui touche la chauve-
souris Chaerephon pusillus et de Mozambique qui infecte aussi les chauves-souris
Hipposideros caffer, Triaenops After, Miniopterus mossambicus, Rhinolophus rhodesiae,
Rhinolophus lobatus, Rhinolophus rhodesiae et Rhinolophus sp

Pourcentages de similarités entre les différentes séquences de 12 souches du groupe
Alphacoronavirus (Alpha CoV) avec une identité moyenne de 77,17% sont représentés dans
le tableau XIV.

Tableau XIV : Pourcentages d’identité de différentes séquences de souches du groupe

Alphacoronavirus (Alpha CoV) qui présentent le géne RdRp.

M | @ | &) | @ &) [ 6| @ @)@ 00) an)an
BatCoV { 18987) (1) | 100

BatlaV (19006) (2) | 76,7 | 100

BatlaV (19024) (3) | 76,47 | 97,29 | 100

BatCaV (18990) (4) | 73,3 | 77,15 | 77,83 | 100

BatCoV (19027) (5) | 73,3 | 77,15 | 77,83 | 100 | 100

BatCoV (19026) (6) | 73,3 | 77,15 | 77,83 | 100 | 100 | 100

FRSCY {cerveletiLima-2014) (7) | 67,59 | 67,34 | 67,34 | 65,37 | 65,32 | 65,32 | 100

FRSCY (cervegullima-2014) (8) | 67,34 | 67,09 | 67,09 | 65,06 | 65,06 | 65,06 | 99,75 | 100

HCoV-229F (15756/2010)(2) (9) | 92,09 | 73,72 | 73,98 | 71,43 | 71,43 | 71,43 | 69,57 | 69,31 | 100

HCoV-229E (15736/2010) (10) | 92,09 | 73,72 | 73,98 | 11,43 | 71,43 | 71,43 | 65,57 | 69,31 | 100 | 100

PLDV{1BDIAD0174-10) (11} | 69,1 | 69,83 | 70,07 | 71,78 | 71,78 | 71,78 | 66,08 | 65,82 | 68,62 | 68,62 | 100

BatloV {013) (12) | 73,76 | 74,21 | 75,11 | 78,79 | 75,79 | 75,79 | 65,82 | 65,57 | 69,9 | 69,9 | 74,94 100

Identité olobale : 77,17 %

E
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V. Discussion
Dans cette étude qui traite par des outils bioinformatique, dont 1’étude phylogénique les arbres
phyllogénétiques basée sur les trois genes : géne de pointe S (géne structurale), géne N (gene
de nucléocapside) et gene RdRp (gene non structurale).
nous avons comparé les différentes séquences de différentes souches virales de Coronavirus
(CoV) qui sont présent chez une grande variété danimaux, chez lesquels ils peuvent
provoquer des maladies respiratoires, entériques, hépatiques et neurologiques de gravité
variable. Leur tendance a la recombinaison et les taux de mutation intrinséquement élevés du
virus @ ARN peuvent leur permettre de s'adapter a de nouveaux hotes et niches écologiques,
cette adaptation est responsable de I’apparition de 4 genres selon le "Study Groupe" de la
"International Committee for Taxonomy» ces genres sont Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus, Deltacoronavirus (Woo et al., 2012).
IV.1. Comparaison des souches de I’arbre du gene de pointe S (géne
structurale)
Cet arbre phylogénétique se divise en quatre groupes : Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus, Deltacoronavirus ce qui se confirme par la classification de Snijders
(2008).
IV.1.1. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Alphacoronavirus
du gene de pointe S
Selon Cui et al. (2019) Alphacoronavirus n'infecte que les mammiféeres ; dans notre travail
nous avons trouve des séquences de Coronavirus qui infectent le porc, canin, félin, furet et
humain.
Dans les étapes suivantes nous allons présenter ces deux sous-groupes ainsi que les virus et
les souches virales qui lui sont propres.

a. Comparaison des souches du sous-groupe aa
Ce groupe comporte les séquences nucléotidiques de: Virus de la gastro-entérite
transmissible porcine (TGEV), Coronavirus canin (CCoV), le virus de la péritonite infectieuse
féline (FCoV), Coronavirus respiratoire porcin (PRCV). Ces virus sont classés dans le sous-
groupe oa, ceci est confirmé par les recherches de Snijders (2008).
Un ancétre commun entre ces virus se déduit par le lien entre ces derniers ; les recherches de
Kathy et al. (2002) montrent que le virus TGEV est antigéniquement lié au virus de la

péritonite infectieuse féline (FCoV) et au Coronavirus canin (CCoV) ou ils ont déduit que les
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porcs peuvent étre infectés expérimentalement par des Coronavirus de chat et de chien, et de
méme, les chiens et les chats peuvent étre infectés expérimentalement par le TGEV.

e Virus de la gastro-entérite transmissible porcine (TGEV)
Ce virus infectant les porcs des Etats-Unis ou il se présente dans 1’arbre par les souches :
"Miller M60", "Perdue P115", "Purdue virulente". lls se regroupent en méme branche suite a
des mutations nucléotidiques produites, ces résultats sont confirmé par les travaux de Zhang
et al.(2007) qui ont déduit que "Miller M6" et "Purdue virulente" partagent jusqu’a 98,9%
I’identité de séquence génomique, sachant que "Miller M60" présente une suppression de 3 nt
dans 2385 pb a 2387 pb, résultant en une protéine de pointe de 1448 aa de longueur ainsi que
"Perdue P115" qui présente une suppression de 6 nt conduisant a une protéine de pointe a 2 aa
plus courte que la souche "Purdue virulente™ (1447 aa contre 1449 aa).

e Coronavirus respiratoire porcin (PRCV)
Ce virus est présent dans ’arbre par la souche "ISU-1" qui touche les porcs américains, cette
derniére se regroupe en méme branche avec les souches de TGEV précédemment citées ou ils
présentent un ancétre commun, résultats s’expliqués par les recherches de Zhang et al.
(2007) qui ont conclu que le PRCV et le TGEV partagent une identité nucléotidique élevée
allant de 96,2 % a 99,9 % qui se traduit par une délétion dans I'extrémité 5' du gene S du
PRCV, ce dernier conduit a un manque ou a une protéine tronquée mais exprimée.

e Coronavirus canin (CCoV)
Dans I’arbre ce virus présente les souches : "NTU336/F/2008" de Taiwan, "HCM27/2014"
qui infecte le chien Canis lupus familiaris et "GZ43/2003" de la Chine qui infecte le chien
viverrin Nyctereutes procyonoides et le blaireau furet chinois Melogale moschata
"DM95/2003", ces souches sont classées dans la méme branche, ce qui est justifié par les
recherches de Nguyen et al. (2016) qui montrent que : La souche "HCMZ27/2014" est
similaire & 95,9 % aux souches "GZ43/2003" et "DM95/2003" et a 95,2 % similaire a la
souche "NTU336/F/2008".

e Virus de la péritonite infectieuse féline (FCoV)
Les souches de FCoV qui se présentent dans I’arbre sont : "FIPV-C3663", "UU3", "UU21" et
"UU16" leur groupement est dans la méme branche qui donne la probabilité d’une origine
commune ce qui est justifi¢ par leurs positions dans I’arbre du geéne S ainsi que par les
travaux de Chang et al. (2012) et Terada et al (2012) qui ont conclu I’existence de grandes
délétions au sein de la sous-unité S1 correspondant a la région N-terminale qui ont été

trouvées dans des variantes du "FIPV" par rapport aux souches "UU16", "UU21" et "C3663".
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b. Comparaison des souches du sous-groupe ab
Ce groupe comporte les séquences nucléotidiques des deux Coronavirus humain 229E
(HCoV-229E) et NL63 (HCoV-NL63).Ainsi que dans notre arbre, NL63 (HCoV-NL63)
présente : trois séquences de Chauve-souris Triaenops after de Kenya : "BtkNL63-9b", "
BtkNL63-9a" et "BtkNL63-15" ; cependant les Coronavirus humain 229E (HCoV-229E) se
présentent par les souches BtCoV- 229E, BtKY229E-8, BtKY229E-1, CRA CA08-1/2008 et
HCoV-229E qui se regroupent dans la méme branche ou il est justifié par les recherches de
Tao et al. (2017) qui montrent une identité génétique entre les séquences de protéines S du
premier qui étaient de 53 %. En outre pour les souches "NL63" qui infectent I’humain, les
travaux de Hoek et al. (2004) ont déduit que les Coronavirus humains NL63 et les
Coronavirus humains 229E ont une origine recombinante zoonotique a partir de leur ancétre
commun le plus récent (estimé a environ 1000 ans), avec la présence d’un grand insert de 537
nucléotides dans la partie 5’ du géne S de HCoV-NLG63, par rapport a celui de HCoV-229 E.
Ce qui justifie leur position dans la méme branche dans 1’arbre.
IV.1.2. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Deltacoronavirus du
gene de pointe S
Ce groupe classe le virus Deltacoronavirus du porc (PDCoV) comme il est indiqué par les
recherches de Snijders (2008) et Hepojoki et al. (2017).ou Dans notre arbre phylogénique de
ce géne, ce virus présente les souches : "TT1115", "CH-HA1-2017","CH-HA2-2017", "CH-
HA3-2017", "CH-WH-2017", "CHN-HN-2017", "CH/Sichuan/S27/2012", "NH" et
"SHJS/SL/2016" qui représentent tous la méme origine justifiée par les résultats de
Adthakorm et al. (2016), la souche "TT1115" était fortement homologue aux souches de
PDCoV de Chine (les souches : "CH-WH-2017", "CHN-HN-2017", "CH/Sichuan/S27/2012",
"NH" et "SHJS/SL/2016"), avec des similitudes de nucléotides et d'acides aminés de 97,2% a
97,8 % et de 93,0% a 94,0 %, respectivement. De plus, I'analyse génétique basée sur le gene S
a démontré qu’ils sont étroitement liés avec des similitudes de 95,6% a 96,7 % et de 95,9 % a
98,1 % au niveau des nucléotides et des acides aminés, respectivement ; qui se résultent de
vingt-quatre substitutions au niveau des acides aminés. De plus, "TT1115" posseéde une
suppression d’un acide aminé en position 51, similaire aux souches Chinoises. Concluant que
les résultats de cette étude suggerent que "TT1115" est une nouvelle souche, étroitement liée
aux souches de PDCoV de Chine.
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IV.1.3. Comparaison des souches de ’arbre du groupe Gammacoronavirus
du gene de pointe S

Dans notre arbre, ce groupe comprend les deux virus de la bronchite infectieuse (IBV) qui
infecte l'aviaire principalement ’espéce de Gallus gallus ou il présente les souches : "Bj",
"CK/CH/XDC-2/2013", "KM91", "ck/Pologne/255/1997" qui présente une origine commune
comme les ont montrés les résultats de Leghari et al. (2016) ou le géne S de "CK/CH/XDC-
2/2013" provenait de la recombinaison des souches parentales majeures "BJ" et parentales
mineures "KM91", Cependant Domansk-Blicharz et al. (2020) ont démontré que la souche
"255/1997" a été recombinées avec une souche vaccinale 4/91 (la souche "KM91").

IV.1.4. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Betacoronavirus du
gene de pointe S
Dans notre arbre phylogénique, ce groupe comprend les séquences nucléotidiques des virus :
Les Coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévére (SRAS-CoV), le Coronavirus équin
(ECoV), Coronavirus bovins (BCoV) et le Coronavirus de girafe (GiCoV). Don tous ces virus
sont classés d’apres les recherches de Mavrodiev et al. (2020) en deux sous-groupes : "sous-
groupe a" et "sous-groupe b".

a. Comparaison des souches du sous-groupe b
Le sous-groupe b dans cette arbres, comprend le Coronavirus du syndrome respiratoire aigu
sévere (SRAS-CoV-2) et le Coronavirus du pangolin (PCoV) ce qui est justifie par le
classement des groupes adoptés par Jasper et al. (2013).
Coronavirus du pangolin (PCoV) se présente par la souche "GX-P2V" ; cependant le virus de
Coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere SARS-CoV représente a leurs tours les
souches : "CHN/Yunnan-01/2020", "BtRs-HuB2013" et "bat-SL-CoVZXC21". Dans ces deux
virus sont regroupées en méme branche indiquant la présence d’un lien entre eux ce qui est
interprété par les travaux de Lohrasbi-Nejad (2021) qui a déduit qu’un événement de
recombinaison a été observé lors de la comparaison de la séquence du génome des souches
virales de SRAS-CoV-2 humain, la souche "CHN/Yunnan-01/2020" a ceux de la chauve-
souris "BtRs-HuB2013" et " bat-SL-CoVZXC21" ainsi que le souche "GX-P2V" de
Coronavirus du pangolin ou une recombinaison a eu lieu aux segments des génes suivant : le
gene de la point S, le gene de la membrane nucléotidique M, et le début du géne de la
nucléocapside N. D’autres travaux de Wassenaar et Zou (2020) indiquent une relation étroite
entre la souche de SARS-CoV-2 "CHN/Yunnan-01/2020" et "bat-SL-CoVZXC21". Alors la
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souche "bat-SL-CoVZXC21" de chauve-souris pourrait étre la source du SARS-CoV-2
"CHN/Yunnan-01/2020" humain.

b. Comparaison des souches du sous-groupe fa
Ce sous-groupe comprend les virus de : le Coronavirus equin (ECoV), Coronavirus bovins
(BCoV) et le Coronavirus de girafe (GiCoV); dont les résultats confirmés par les travaux de
Maier et al. (2015) et Jasper et al. (2013).

e Coronavirus des equins (ECoV)
Ce virus n’infecte que les équins, il se présente seulement dans I’arbre du géne S ou il
présente les souches suivantes : " Obihiro12-1", "Obihiro12-2", "Tokachi09" et "NC99" qui
sont toutes regroupés dans le méme groupe et pour le méme point d’origine ce qui s’explique
par les résultats de Nemoto et al. (2015) qui montrent que les trois souches virales d'ECoV
"Tokachi09", "Obihiro12-1" et "Obihiro12-2" sont génétiquement similaires a "NC99", ainsi
que selon Oue et al. (2011) les sequences de "Tokachi09" montraient une grande similarité
avec ceux de "NC99" qui s’explique par une délétion de 185 nucléotides a partir de quatre
bases apres I'extrémité 3'-terminale du gene S de "Tokachi09".

e Coronavirus du bovin (BCoV)
Les souches présentent dans cette arbre sont : BCoV "SWE/P/10-4", "SWE/C/92", "DB2",
"Mebus/US/72 " et "ENT" de Suéde et des Etats-Unis, toutes ces souches se positionnent en
une méme branche ce qui indique la présence d’un certain lien entre ces souches-la ceci est
expliqué dans les travaux de Amoroso et al. (2021) ou les deux souches virales "SWE/P/10-
4", "SWE/C/92" isolées de suede en les comparant avec la souche "Mebus/US/72" isolée des
Etats-Unis partagent une identité nucléotidique de 99%, ainsi que selon les travaux de
Bidokhti et al. (2013) une substitution de 78 a 113 nucléotides a été indiqué au niveau du
géne S de ces souches, et d’aprés les résultats issus des travaux de Hasoksuz et al. (2007)
différentes mutations ont été détectées au niveau du gene S des souches suivantes BCoV
"Mebus/US/72, " DB2" et " ENT".

e Coronavirus de girafes GiCoV
L’arbre phylogénétique du geéne S présent les souches virales qui infecte les girafes :
"OH3/2006", "OH3/2003" et "OH3-TC/2006", ils ont été regroupés pres des souches virales
de BCoV en indiquant la présence d’un lien de parenté entre ces souches-la, ce qui est
confirmée par les travaux de Hasoksuz et al. (2007) qui indiquent que ces souches ont été
isolées chez trois girafes souffrant de diarrhée légére a sévére aux Etats-Unis, ’analyse

comparative des séquences entieres du génome ont révélé la parenté la plus proche entre ces
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souches et la souche "ENT " de BCoV et une parenté légerement plus éloignée entre ces
souches de GiCoV et la souche "DB2" de BCoV, alors qu’avec la souche "Mebus" de BCoV
ces souches de GiCoV étaient les plus éloignées. Ainsi que Hasoksuz et al. (2007) ont
rapporté une délétion dans la présumé région hypervariable du géne de pointe de "OH3" du
virus de GiCoV par rapport a celui des souches de "Mebus" "ENT" "DB2" du virus de BCoV,
d'ou en peut conclure qu’ils peuvent avoir évolu¢ simultanément & partir d'un ancétre

commun.

IV.2. Comparaison des souches de I’arbre du géne de pointe N (géne

structurale)

Cet arbre phylogénétique se divise en quatre groupes : Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus, Deltacoronavirus ce qui se confirme par la classification de Snijders
(2008).

IV.2.1. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Betacoronavirus du

gene N (géne de nucléocapside)
Dans cet arbre phylogénique, ce groupe comprend les séquences nucléotidiques des virus :
Les Coronavirus bovins (BCoV), Coronavirus respiratoire de canin (CRCoV), le virus corona
humain OC43 (HCoV-0C43) et Coronavirus du syndrome respiratoire aigu severe (SRAS-
CoV). Tous ces virus sont classés d’apres les recherches de Mavrodiev et al. (2020) en deux
sous-groupes : "sous-groupe a" et "sous-groupe b".

a. Comparaison des souches du sous-groupe fpa
Ce sous-groupe comprend les virus de : Coronavirus bovins (BCoV), le virus corona humain
0OC43 (HCoV-0C43) et le Coronavirus respiratoire de canin (CRCoV) ; résultats confirmés
par les travaux de Maier et al. (2015) et Jasper et al. (2013).
Les souches présentes dans I’arbre du géne N sont : "Québec", "EPI/Caen/2013/08",
"bcovizsm" ; la souche virale " Québec"” se trouve en méme branche avec CRCoV "K37" ce
qui est interprété dans les travaux de Lu et al. (2017) par le fait que la souche virale BCoV
"Québec" isolée de Canada est liée plus étroitement au CRCoV "K37" isolé de Corée du Sud.
Concernant la souche BCoV "bcovizsm™ isolée d'ltalie elle est regroupée avec la souche
"EPI1/Caen/2013/08" en méme branche ce qui nous indique la présence d’un lien ; d’aprés
Amoroso et al. (2021) le "bcovizsm" présente la plus forte homologie (99%) avec une souche
entérique isolée d'un bovin en France "EP1/Caen/2013/08" avec une seule substitution de base
A au lieu de C.
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Cependant cet arbre présente les souches isolées en chine qui sont : " HCoV-0OC43", " HK04-
02", "HKO04-01" et la souche de Belgique "BE04", ou ces souches représentent la méme
origine, ce point est confirmé par les travaux de Lau et al. (2011) qui ont justifié que ces
souches sont issues d’une recombinaison, de plus I'analyse de I'horloge moléculaire a l'aide
de séquences de ce géne a suggéré que l'ancétre commun le plus récent de tous les génotypes
HCoV-0C43 est apparu dans les années 1950, résultat confirmé aussi par Forni et al. (2021)
qui montre que la source de ce virus est les rongeurs dont il est largement admis que les
bovins étaient les hotes intermédiaires assurant la transmission du HCoV-0OC43 aux humains,
ainsi que 1’équipe de Vijgen et al. (2004) et Virant et al. (2021) suggérant que vers 1890, le
BCoV a pu sauter la barriere des especes et il est devenu capable d'infecter les humains ;
entrainant I'émergence d'un nouveau type de Coronavirus humain HCoV-0C43.

b. Comparaison des souches du sous-groupe fb
Le sous-groupe b dans ce cas, comprend le Coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere
(SRAS-CoV-2) ce qui est justifié par le classement des groupes adoptés par Jasper et al.
(2013).
Les séquences nucléotidiques du virus de SARS-CoV représentent les souches :
"CHN/Yunnan-01/2020","RaTG13", "BtRs-HuB2013" et "bat-SL-CoVZXC21". Ces souches
sont isolées de la Chine et sont toutes regroupées en méme branches indiquant la présence
d’un lien entre eux ce qui est interprété par les travaux de Lohrasbi-Nejad (2021) qui a
déduit qu’un événement de recombinaison a été observé lors de la comparaison de la
séquence du génome des souches virales de SRAS-CoV-2 humain, la souche "CHN/Yunnan-
01/2020" a ceux de la chauve-souris "BtRs-HuB2013" et " bat-SL-CoVZXC21" ainsi que le
souche "GX-P2V" de Coronavirus du pangolin ou une recombinaison a eu lieu aux segments
des génes suivant le géne de la point S, le gene de la membrane nucléotidique M, et le début
du géne de la nucléocapside N. De plus que leurs résultats ont montré la présence
d'événements de recombinaison entre la SRAS-CoV-2 "CHN/Yunnan-01/2020" et "BatCoV
RaTG13" avec une similarité de 96% entre leurs génomes. D’autres travaux de Wassenaar et
Zou (2020) indiquent une relation étroite entre la souche de SARS-CoV-2 "CHN/Yunnan-
01/2020" et "bat-SL-CoVZXC21". Alors la souche "bat-SL-CoVZXC21 " de chauve-souris
pourrait étre la source du SARS-CoV-2 "CHN/Yunnan-01/2020" humain.
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IVV.2.2. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Alphacoronavirus

du gene N (géne de nucléocapside)
Ce groupe viral se divise en deux sous-groupes : sous-groupe a et le sous-

groupe b. chacun de ces deux derniers englobe un groupe de virus qui lui propre.
a. Comparaison des souches du sous-groupe aa
Ce groupe comporte les séquences nucléotidiques de : Coronavirus canin (CCoV), le virus de
la péritonite infectieuse féline (FCoV). Ces virus sont classés dans le sous-groupe oa, ceci est
confirmé par les recherches de Snijders (2008).
Une séquence nucléotidique de la souche des Etats-Unis "171" qui infecte le chien Canis
lupus familiaris ce regroupe dans le méme clade avec une souche du virus de la péritonite
infectieuse feline (FCoV) nommée par "WSU 79-1146" située dans I’arbre du géne N ce qui
est précédemment expliqué par I'origine commune entre CCoV et FCoV prouvé par les
recherches de Kathy et al. (2002). Cependant les souches de FCoV nommées par :
"KUTT/2017", "KU30/2019", "KU62/2020" et "WSU 79-1146", montrent une origine
commune confirmée par les travaux de Tuanthap et al. (2021).
b. Comparaison des souches du sous-groupe ab
Ce groupe comporte les sequences nucléotidiques de : virus de la diarrhée epidémique porcine
(PEDV). Dans notre arbre du géene N, ce virus n'infecte que les porcs isolés des Philippines, la
Chine, le Japon et les Etats-Unis représentées par les seéquences des souches : "IAl",
"CH/ZMDZzY/11", "AH2012", "14JM-168", "14 JM-179"et "K3" et "K4" caractérisé chez les
porcs de I’espéce de Sus scrofa qui présentent la méme origine mais qui se résultent a des

mutations positionnées justifié par les travaux de Léopardi et al. (2020).

I1V.2.3. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Gammacoronavirus
du gene N (géne de nucléocapside)

L’arbre du gene N présente seulement la souche "CK/SWE/0658946/10"qu’ Abro et al. (2012)
détectent les points chauds de recombinaison qui n'ont été détecté que dans le gene N

(commencent par la position du point d'arrét au nucléotide 26 874 et se terminent par le point
d'arrét 26 967).

1V.2.4. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Deltacoronavirus du
gene N (géne de nucléocapside)

Ce groupe se construit a la fois par les trois virus : Deltacoronavirus du porc (PDCoV),

Coronavirus du canard (DCoV), Coronavirus du canard d'Amérique (HKU-20); comme
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indiqué par Snijders (2008) et Hepojoki et al. (2017) ce groupe comprend plusieurs CoV
nouvellement évolués issus des pools genétiques des oiseaux sauvages et domestiques.

e Coronavirus du canard d'Amérique (HKU-20) et Coronavirus du canard (DCoV)
Ces deux sont présents dans cette arbre ou la séquence de HKU-20 regroupé en un ancétre
commun avec les deux souches de DCoV ce qui est justifié par les résultats phylogéniques de
Paim et al. (2019) qui montrent que les trois d-CoV étaient les plus étroitement liés au
Coronavirus du canard siffleur HKU20 en partageant 83,38 % a 84,39 % d'identité
nucléotidique dans le géne N.

e Deltacoronavirus du porc (PDCoV)
Ce virus présente les souches: "S5015L/2015", "P1 16 BTL", "CHN-AH-2004", "SD",
"Illinois121/2014", "KNU14-04" et "8734/1A/2014" qui se regroupent dans la méme branche ;
ce qui est justifié par les travaux de Hu et al. (2015) qui montrent que ces souches de PDCoV
sont étroitement liées. Notamment, la souche PDCoV "KNU14-04", était la plus étroitement
liée aux souches émergentes de PDCoV aux Etats-Unis, suggérant qu’elles peuvent provenir
d'une souche ancestrale similaire. Le renforcement des résultats se base sur le pourcentage de
similarités calculées dans les travaux d’Athip et al. (2016) qui montre que la souche "P1 16
BTL" partage une identité¢ nucléotidique avec la souche d’Amérique "8734/1A/2014" qui est
de 97,2% et 97,8% entre le génome complet et la protéine N successivement. Cependant
I’identit¢é entre "P1 16 BTL" et les souches chinoise "CHN-AH-2004", "SD™
"I1lin0is121/2014" et "KNU14-04" est pres de 97% pour le génome complet et se varie entre

98,1% et 98,7% en comparant leurs génes N.

IV.3. Comparaison des souches de I’arbre du gene RARp (géne non

structurale)

Cet arbre phylogénétique se divise en trois groupes : Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus, ce qui se confirme par la classification de Snijders (2008).

IV.3.1. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Betacoronavirus du
gene RARp

Dans notre arbre phylogénique, ce groupe comprend les séquences nucléotidiques des virus :
Les Coronavirus bovins (BCoV), le virus corona humain OC43 (HCoV-OC43), le
Coronavirus humain (HKU-1). Tous ces virus sont classés d’apreés les recherches de
Mavrodiev et al. (2020).
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e Virus de porcine encéphalomyélite hémagglutinante PHEV

Ce virus n’infecte que les porcs qui sont la seule espéce sensible a l'infection naturelle par le
PHEV, d’aprés Mora-Diaz et al. (2019) le PHEV circule chez le porc depuis des décennies.
Ce virus se trouve dans I’arbre du gene d'RdRp et sous les noms de souches suivantes :
"18DIA90174-2", "18DIA90177-20", "18DIA90177-14" et "18DIA90178-5", toutes ces
souches de PHEV sont regroupées avec les souches de BCoV ce qui est expliqué par les
résultats de Gonzalez et al. (2003) ou ils ont démontré que PHEV est étroitement lié aux
Coronavirus canin, bovin, murin, humain et équin.

e Coronavirus du bovin (BCoV)
Les souches Slovénie et Italie se présentes dans 1’arbre de gene RdRp sont : "TZ65/2014",
"TP14/2012" et "TP73/2014". Ou ces souches sont regroupées au niveau de mémes branches
dans I’arbre de géne RdRp indiquent la présence d’un lien entre eux ce qui est justifiee par les
études menées par Virant et al. (2021) qui indiquent que ces souches sont étroitement liées
les uns aux autres avec 99,2 a 100% d'identité nucléotidique.

e Virus du corona humain OC43 (HCoV-0C43)
Les séquences extraites de I'numain en Slovénie se présentent dans l'arbre du gene RdRp
sont : "62794/2016" et "44364/2014". Ou la souche "62794/2016" été regroupe en méme
branche avec la souche "44364/2014" ceci est expliqué par les résultats de Virant et al.
(2021) que ces deux partagent de 98,7 a 100 % d’identité nucléotidique au niveau du geéne
RdRp.

e Coronavirus humain HKU-1
Dans notre étude ce virus infectant I'numain Slovénie, Dans I'arbre phylogénétique du géne
RdRp par les souches présent sont : "61107/2015" et "63615/2016" ou ils indiquent qu’il y’a
une similarité entre eux et qu’ils partagent un ancétre commun qui se confirme dans les
travaux de Woo et al. (2005) par I’analyse phylogénétique qu'elle a montré que ces derniers
ont formé des branches distinctes dans 1’arbre phylogénétique.
Quant aux séquences des virus "RtMc-CoV-1" et "RtMc-CoV-2" ils infectent le rongeur Mus
caroli ; et les souches "RtRf-CoV-1", "RtRf-CoV-2", "RtNn-CoV" et "RtAa-CoV" infectent
respectivement les espéces de rongeur : Rattus tanezumi, Rattus flavipectus, Niviventer
niviventer et Apodemus agrarius. Ces séquences qui sont regroupés avec les virus non classés
dans la taxonomie de GenBank, dans notre arbre du RdRp ont été regroupés avec les virus de

Betacoronavirus de la "lignée a", ceci est confirmée par les travaux de Wu et al. (2018) ou les
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analyses phylogénétiques ont révelé que ces virus formaient divers clades évolutifs avec des
identités de séquence du géne RdRp comprise entre 88,1% et 98,9%.
IV.3.2. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Gammacoronavirus
du géne RdRp
Ce groupe ne comporte que les séquences des souches virales représentant le Coronavirus
aviaire (ACoV). Ou ce dernier ce présente par les souches : "MW434/2009", "MW435/2009",
"MW345/2009", "MW283/2009" et "MW284/2009" qui se regroupent en deux groupes,
"MW434/2009" et "PL-MW435/2009" dans un groupe, le reste dans un autre groupe, ce qui
confirme exactement les résultats phylogéniques de Domansk-Blicharz et al. (2014), qui ont
montré aussi que ces cing oiseaux sauvages positifs a I'ACoV étaient homologues entre 88,1
et 100 %, les trois souches "MW345/2009", "MW283/2009" et "MW284/2009" formaient un
cluster commun et leur homologie nucléotidique était comprise entre 92,7 et 100 % ; les deux
souches "MW434/2009" et "MW435/2009" formaient un groupe separé situé a distance des
souches IBV/TCoV.
1V.3.3. Comparaison des souches de I’arbre du groupe Alphacoronavirus
du gene RdRp
Ce groupe se présente par ces deux sous-groupes : sous-groupe a et le sous-groupe b

a. Comparaison entre les souches du sous-groupe oa
Ce groupe comporte les séquences nucléotidiques du Coronavirus respiratoire porcin (PRCV),
dont ceci est confirmé par les recherches de Snijders (2008).
C'est le virus qui touche le furet Pérou, dont il est représenté dans I’arbre du géene RdRp par
les souches "furet /cerveau/Lima-2014" et "furet/cervelet/Lima-2014" qui se regroupent dans
la méme branche c’est ce qui est justifié par les travaux de Lescano et al. (2015) qui montrent
par l'analyse BLAST que ces deux souches avaient un SNP (polymorphisme nucléotidique
unique) dans la séquence amplifiée.

b. Comparaison entre les souches du sous-groupe ab
Ce groupe comporte les séquences nucléotidiques de : virus de la diarrhée épidémique porcine
(PEDV), Coronavirus de chauve-souris (Bat CoV) et le Coronavirus humain 229E (HCoV-
229E).

e Virus de la diarrhée épidémique porcine (PEDV)
Dans notre arbre du géne RdRp : la présence des deux souches "18DIA90174-10" et

"18DIA90174-11" caractérisée chez les porcs d’Italie qui se positionnent dans la méme
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branche ; ce qui est justifié par le méme positionnement phylogénique dans les travaux de
Léopardi et al. (2020).

e Coronavirus de chauve-souris (Bat CoV)
Ce virus se présente dans I’arbre par les séquences nucléotidiques des souches de
Mozambique : "18987", "18993", "19006", "19024","18990", "19026", "19027" et la souche
"015" de France qui ciblent successivement les espéces de Chauve-souris : Hipposideros
caffer, Triaenops after, Miniopterus mossambicus, Rhinolophus rhodesiae, Rhinolophus
lobatus, Rhinolophus sp et Rhinolophus rhodesiae. Tous s’assemblent pour une origine
commune dans I’arbre du géne RdRp qui se rend compte aux travaux de Joffrin et al. (2020)
avec un taux élevé de similarité de séquences allant de 60,2 % a 99,8 %.

e Coronavirus humains HCoV-229E
Une séquence nucléotidiqgue du HCoV-229E qui infecte ’humain isolé de Slovénie dans
I’arbre du geéne RdRp elle se positionne dans la méme branche avec les BatCoV ; ce qui
identique avec les résultats de Lea et al. (2020) qui trouvent un pourcentage de 93 % de
similitude entre ces deux virus.
IV.2.1. Implication des mutations dans I’évolution
En étudiant les liens entre les différentes souches virales de Coronavirus de notre travail nous
avons remarqué qu’un grand nombre de changements nucléotidiques ou protéiques dans la
structure des séquences nucléotidiques et des acides aminés de différents genes influencent
sur I’organisation moléculaire de ces derniers, points signalés par Sci (2005), qui définissent
les mutations comme agent perturbant la composition génomique (Figure 54) qui se traduit
finalement par des protéines non fonctionnelles, ou protéine non traduites, ou changée par une
autre, suite a un décalage dans le cadre de lecture. Le tableau XV nous montre ces mutations
et leurs conséquences ; sachant que le génome de Coronavirus comprend deux principaux
cadres de lecture ouverts (ORF), ORFla et ORF1b, englobant les deux tiers du génome, ou
les deux premiers codent pour 16 protéines non structurelles, le tiers restant du génome code
pour des ORF qui se chevauchent, codant les quatre protéines structurelles majeures
(Bergmann et al., 2020 ; Zhang et al., 2021).
Afin de déduire I’effet de ces mutations qui touchent les différentes souches ainsi que les
différents types de mutations qui touchent les genes traités ainsi que leurs effets sur la ou les

souche (s) qui la concernent. On peut résumer les points suivants :
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IVV.2.2. Conséquences des mutations

e Toutes les mutations citées des conséquences visibles dans l'histoire de 1’évolution, car une
mutation dans la séquence nucléotidique qui se traduit a la base par un changement dans le
cadre de lecture, est donc une protéine changée ou une protéine non fonctionnelle, le
changement de la protéine se traduit a son tour par un phénotype différent au premier
(Ports, 1925).

e Une petite mutation qui touche les génes se reflete par un changement dans leurs
morphologies externes qui lui permettent d’infecter un nouvel hote et donc on aura une
nouvelle souche virale, c’est I’exemple de la mutation de la souche "K3" de PEDV qui
présente les substitutions (Garcia et al. (2018) et Van et al. (2018)) suivantes: C en G a
position 188 ; G en A a la position 192 ; C en A au poste 455 ; T en A a la position 457 ; A
en T aux positions 487, 494 et 625 ; A en G aux positions 588, 591 et 616 ; et A en C en
position 610, une délétion a également été notée aux positions 36, 619, 627 et 708.

e Cependant les grandes mutations (en termes de nucléotides), ou accumulation des
mutations, ou bien les recombinaisons qui se passent entre les différentes souches ou les
différents virus ; produits de nouveaux virus qui se regroupent dans de nouveaux groupes
viraux ; Ports (1925) suggére que les variations décrites comme infiniment petites,
peuvent s‘accumuler dans n'importe quelle direction pour produire de nouvelles espéces,
c’est I’exemple du virus de HCoV-NL63 et HCoV-229 E ou I’équipe de Hoek et al. (2004)
ont détecté la présence d’un grand insert de 537 nucléotides dans la partie 5’ du gene S.
Ainsi que les événements de recombinaison inter-genre prouvée par les travaux de Tao et
al. (2017) et Corman et al. (2015) qui I’ont déduit entre différents Coronavirus de chauve-
souris Hipposideridae (BtCoV-229E, BtCoV-229E-8 et BtCoV-229E-1).




Conclusion

L'intérét de notre étude est fondé sur les liens entres les souches de Coronavirus dans
différentes zones géographiques ; nous avons utilisé la phylogénie qui est une méthode utile
dans la génétique des populations et I'épidémiologie, qui est une composante essentielle dans
la biologie pour I'étude des liens et I'histoire évolutive des organismes et sa diversification sur
le plan moléculaire et morphologique. Pour la réalisation de ce travail, nous avons utilisé un
outil de bio-informatique permettant I'analyse phylogénétique et la construction de l'arbre
phylogénétique, le logiciel MEGA 11. Les analyses ont été appliquées sur plus de 250
séquences dans lesquelles 35 séquences nucléotidiques de géne RdRp, 49 séquences
nucléotidiques de séquences de gene S et 36 séquences de gene N ont été sélectionné pour
classer les souches virales de Coronavirus de chaque genre selon les espéces touchées et les
zones géographiques ou elles ont été trouvées.

Les résultats de MEGA 11 ont démontré que, les séquences nucléotidiques du géne ARN-
polymérase-ARN-dépendant (RdRp) étudiées se regroupent en 3 groupes représentés par trois
clades différents, alors que les génes de la protéine de pointe (S) et la protéine (N) se divisent
en quatre groupes représentés par quatre clades différents ; les différences en nombre de
clades et sous-clades sont justifiées par 1’absence des analyses moléculaire de plusieurs
souches virales qui peuvent toucher différentes espéces animales. La large répartition de
chauve-souris dans le monde et la représentation de 43% de rongeurs des mammiféres surtout
en Asie justifie la présence de leurs souches virales dans les deux clades Alphacoronavirus et
Betacoronavirus. Ainsi que la présence de séquences de coronavirus aviaires (infectant les
oiseaux) dans le clade de Gamma Coronavirus, et la répartition des autres souches (infecte les
mammiferes) dans different clades.

Nous avons démontré aussi qu'il y a une grande diversité génétique entre les souches du
Coronavirus qui est di a l'infidélité des genes qui se traduit par leurs taux de mutations trés
élevé qui ont des conséquences visibles dans I'histoire de I’évolution. Car une mutation dans
la séquence nucléotidique qui se traduit a la base par un changement dans le cadre de lecture,
est donc une protéine changée ou une protéine non fonctionnelle, le changement de la protéine
se traduit a son tour par un nouveau phénotype. Ou une petite mutation touche les génes et se
reflete par un changement dans leurs morphologies externes qui lui permet de changer de

tropisme ou d’infecter un nouvel hote et donc on aura une nouvelle souche virale. Cependant




nous avons remarqué que le géne le plus altéré a ces changements est le géne qui code pour la
protéine de pointe S.

Ce travail nous a permis d’établir des liens et des connexions entre des souches spécifiques,
ainsi nous avons pu mettre en évidence la position de I'humain dans la transmission du
coronavirus. Alternativement, les humains sont exposés a un risque constant d'infection grace

a la capacité de ce virus a franchir la barriére zoonotique.




Annexe

Animal Espéce Région Géne N° D’accession

Humain Homo sapiens china ORF8 AY 390556
Homo sapiens china ORF8 AY394981
Homo sapiens china ORF8 AY 394984
Homo sapiens china ORF8 AY 394995
Homo sapiens china ORF8 AY 394996
Homo sapiens china ORF8 AY 394997
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