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INTRODUCTION GENERALE

Introduction Générale

Jusqu'au début des années 1970, on a considéré que les plantes et les animaux étaient
les meilleures sources d’enzymes. Cependant, différents micro-organismes ont été intensivement
utilisés pour la biosynthese des enzymes hydrolytiques [1].

Les champignons filamenteux sont source d'environ 40% d'enzymes disponibles, ils
sont developpés comme étant des meilleurs systémes de production d'enzymes en raison de leurs
capacités a sécréter de grandes quantités d'enzymes adaptées aux applications industrielles [2].
Les champignons microscopiques filamenteux sont nommés selon des régles internationales
précises énoncées au XVIlléme siécle par Carl VVon Linné, comprenant un nom de genre, suivi
du nom de I’espece et du nom de 1’auteur I’ayant décrit. L’identification des champignons repose
sur des critéres macroscopiques, microscopiques et moléculaires apres isolation et culture sur
milieux de culture.

Les critéres macroscopiques reposent sur 1’observation des colonies et de leur
couleur recto et verso, leur taille, leur relief, leur aspect (filamenteux, collant), leur transparence
(opaque, translucide), 1’allure des contours et la pigmentation. Les critéres microscopiques sont
fondés sur I’aspect morphologique des différentes structures des champignons : le type de thalle
(septé ou non), la couleur des hyphes (foncées ou claires), la forme des spores, 1’origine des
spores (endogéne ou exogene), la forme des tétes (en forme de pinceau, aspergillaire).

Outre des criteres morphologiques, il existe des techniques bio-informatiques modernes,
améliorées qui sont plus rapides et plus précises et jouent un réle crucial dans la recherche
biologique d'aujourd'hui.

La bio-informatique est un domaine multidisciplinaire d'intérét croissant en médecine,
en biologie et en génétique, apparue ces dernieres années, et peut également étre définie comme
un concept genéral traitant de toutes les applications des technologies de l'information au
domaine de la biologie moléculaire. En d'autres termes, elle est a l'interface de la biologie
(sciences du vivant) et de I'informatique.

L'objectif principal de la bio-informatique est d’accroitre notre compréhension des
processus biologiques et permettent une identification précise des espéces.

Les biologistes, aujourd’hui travaillent sur des systemes complexes concernant les cellules
vivantes, I'évolution de la vie sur la planete, 'ADN ou encore le cerveau humain. La collecte et

I'interprétation de toutes ces données se fait désormais via des outils numériques comme les

1
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logiciels spécialisés.

Cette discipline applique plusieurs méthodes pour résoudre des problemes
biotechnologiques. Le développement récent de la technologie de séquencage a révolutionneé les
domaines de I'écologie microbienne. Dans ce travail, nous visons l'identification d’un isolat
fongique par les outils bio-informatiques afin de gérer et interpréter pleinement les données de

séquences trouvées lors de l'identification par la méthode phénotypique.
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Chapitre | : Etude bibliographique
l. Généralités sur Sarocladium kiliense

Sarocladium Kiliense, anciennement connu sous le nom d’Acremonium Kiliense [3].
C’est un champignon saprophyte ubiquitaire que 1’on trouve couramment dans 1’environnement
[4], souvent impliqué comme agent opportuniste dans les infections humaines [4], il est
¢galement responsable de mycétomes et d’infections oculaires secondaires a des Iésions
pénétrantes dans les pays tropicaux.

Méme si les rapports d’infections par cet agent soient limités, on observe une augmentation des
infections causées par Sarocladium Kiliense, associée a des affections susceptibles d’altérer le
systéme immunitaire [5].

Les recherches sur Acremonium Kiliense sont essentiellement axées sur la thérapie anti-
infectieuse qui impliquait le traitement avec 1’amphotéricine B (AMB) et qui s’avére étre
efficace [6].

I.1. Taxonomie du genre Sarocladium

La taxonomie d’Acremonium a été revue apres une étude phylogénétique moléculaire récente, et
depuis certaines espéces pathogenes voir animales et végétales ont été transférées a Sarocladium
[7].

Les deux genres Acremonium et Sarocladium présentent des caractéres communs, ils sont
morphologiquement similaires et membre du méme ordre des Hypocreales, mais ils restent
phylogénétiquement distants.

> L’espéce Acremonium est apparentée aux Bionectriacées. Tandis que 1’espéce
Sarocladium est toujours considérée comme incertae sedis [3].

o La distinction entre les deux espéces réside dans 1’aspect morphologique :

> Sarocladium se différencie d’Acremonium par ses phialides allongés s'élevant solitaires
sur des hyphes végétatifs ou sur des conidiophores peu ramifiés ou ramifiés de facon répétée,
ainsi que par la production d'adélophialides abondants et de conidies allongées [3].

> Quant a I’espéce Acremonium, elle se définit par ses conidiophores principalement non

ramifiés ou faiblement ramifiés basitoniquement [7].

1.2. Classification d’espece
La classification est définie comme étant le classement des espéces dans un systéeme hiérarchique
de ressemblance morphologique et biologique, 1’espéce est classée dans un genre et en regoit le

nom. L’épithéte d’espéce jointe au nom de genre forme le bindme, nom qui désigne I’espéce [8].
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1.3. Classification scientifique de «Sarocladium Kiliense»
Royaume : Champignons

Division : Ascomycota

Classe : Sordariomycetes

Ordre : Hypocréales

Genre : Sarocladium

Espéce : S.Kiliense
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Figure 1 : Aspect microscopique de Sarocladium kiliense [9].

I.4. Nomenclature

La nomenclature régle la construction des noms, leur validité, leur légitimité ainsi que leur
priorité, retenant ainsi un seul nom correct par taxon. L’attribution de nom d’un taxon connu a
un individu lui confere son appartenance a ce dernier et cela se fait aprés son identification. Si
aucune identification n’est faite le spécimen peut alors représenter un taxon non encore décrit
«une nouvelle espece». Enfin la nomenclature repose sur 1’observation des caracteéres des

individus, ces caractéeres sont morphologique et biologique [8].

Il.  Identification
L’identification précise des especes fongiques est indispensable et fait essentiellement appel aux
caractéres culturaux (identification macroscopique) et a la morphologie (identification

microscopique [10].

11.1. Identification macroscopique
L'identification se fait a I'ceil nu et elle se base essentiellement sur les caracteres suivants [11] :
> La vitesse de croissance des colonies (rapide, moyenne ou lente).

> La texture des colonies.
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La couleur des colonies.
La couleur du revers de la culture.

Le mode de reproduction.

Y V V V

Le mode de sporulation.

1.2 ldentification microscopique

L'étude microscopique du mycélium est basée sur la mise en évidence de la plupart des éléments
importants de la colonie a examiner [12] :

> Les types de spores sexuelles (oospores, zygospores, ascospores, basidiospores) ou

asexuées [13]

> L'absence ou présence de cloisons.
> Couleur des filaments mycéliens.
> Mode de ramification des cloisons.
> Differenciation des thallospores.

I11.  Problemes d'utilisation de la morphologie seule dans I'identification des

champignons au niveau de l'espéce
Traditionnellement, les mycologues utilisent les deux techniques précédentes (macroscopique et
microscopique) comme seul moyen pour l'identification des espéces fongiques, et jusqu’a ce
jour, elles sont encore adoptées comme moyen d'identification des espéces au sein de la
communauté mycologique [14] malgré leur inefficacité qui sera expliquée ci-dessous :
> Une identification correcte et cohérente de certains genres ne peut pas se faire dans les
laboratoires équipés uniquement du matériel de base [15] et manquant de personnel formé en
mycologie.
> Les observations microscopiques sont rarement correctes, vu que tous les champignons
ne forment pas des caractéristiques macro et micro-morphologiques distinctives malgré leur
croissance visible sur un milieu de culture commun [16]
> Les caracteres morphologiques peuvent souvent étre trompeurs méme pour les
mycologues qualifiés en raison de I'hybridation [17] [18], spéciation cryptique [19] [20] et
évolution convergente [21]. Ainsi qu'en raison de la possibilité d'absence des groupements précis
dans un cadre évolutif, principalement au niveau de I'espece [22].
> Pour les champignons qui sporulent en culture, les structures asexuées, telles que la

forme et la taille des conidies/spores, peuvent souvent présenter des caracteres hautement

5
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plastiques, ce qui rend I'identification difficile [23].
v Pour toutes ces raisons, il est nécessaire de développer de nouvelles méthodes

d’identification et de classification fongique basées sur des séquences d'’ADN.

IV. Identification bio-informatique

Il y'a plus de deux décennies, White et ses collaborateurs ont commencé a utiliser des données
moléculaires pour identifier les champignons [14]. Le concept est de concevoir des amorces
pour les genes existants dans la plupart ou méme tous les génomes étudiés, avec une
amplification et un séquencage facilité [24].

Des amorces universelles ont été recherchées entre les années 1980 - 1990 pour amplifier
certains fragments d’intérét et analyser les relations phylogénétiques entre les champignons.
Cependant, le géne cible doit contenir des régions variables non codantes qui peuvent étre

mutées afin de pouvoir distinguées les différents types de champignons [24].

IV.1 Code-barres fongique

Le code-barres est un projet basé sur I’ADN proposé pour l'identification fongique, les
chercheurs considérent qu'un cours fragment d’ADN peut étre utilis€ pour diagnostiquer les
taxons.

En 2003 Hebert et son équipe, ont introduit la notion de code-barres en expliquant, a partir du
principe qu’a chaque position de la séquence ADN, il existe une possibilité d’incorporation d’un
des quatre nucléotides différents, cela peut donc générer par exemple pour une séquence de 15
nucléotides plus d’un milliard de « codes » possibles [25]. Ainsi, en supposant que des mutations
apparaissent sur des régions variables, il est concevable de penser que chaque espéce possede
son propre code qui constitue en quelque sorte son« code-barres » [24].

Dans 1’idéal, la région code-barres doit avoir une séquence constante et unique pour chaque
espéce. La variation interspécifique doit étre bien supérieure a la variation intra-spécifique [26]
ce qui différe entre la variabilité génétique d’isolats de la méme espéce et la variabilité entre
différentes espéces est le « barcodegap » cela permet une bonne différenciation et évite de ne pas
conduire a une identification erronée, cet écart doit étre positif entre deux especes proches [27].
L’international Barcode of Life (iBOL) a eté créé dans l'objectif de mettre en commun les
travaux de toutes les nations et de construire une base de données accessible a tous ce qui
englobe le regne animal, végétal et fongique. En 2015, 500000 espéeces ont pu étre intégrées dans

cette base de données et ce nombre ne cesse de croitre a 1’aide des nouvelles techniques de
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séquencage.
Concernant le réegne fongique, 30 000 espéces avec une sequence ITS connue ont été intégrées
en 2019 (~16 000 Ascomycetes, ~12 000 Basidiomyceétes, ~500 zygomyceétes, etc.) [24].

V.2 Les régions moléculaires spécifiques étudiées

Les séquences d’ADN ribosomiques sont rapidement apparues comme séquences de choix.

En 1982, Walker et ont été les premiers a utiliser la séquence du géne ribosomal ARNr 5S pour
séquencer certains basidiomycétes. Apres ¢a, en 1990, White et al ont développé des amorces
universelles fongiques au niveau de la région ITS "Internal Transcribed Spacer” qui a inauguré
une nouvelle ere de [lidentification des séquences phylogénétiques moléculaires des
champignons [28].

En effet, I'utilisation de premiers ITS a été appliquée avec succés dans de nombreuses
publications [29], [30] a tel point que le "Fungal barcoding consortium" considere cette région
(ITS1, 5.8S et ITS2) de I'ADN ribosomique comme le barcode ADN pour I’identification de
nombreuses espéces fongiques [31].

Ces dernicres représentent environ 600 pb, et elles sont situées sur I’ADN génomique des
eucaryotes entre les génes codant pour I’ARNr 28S et 18S. Elles sont composees de trois sous-
régions trés peu variables non-codantes : I'ITS1, I'ITS2 et le géne 5.8S [28].

La région LSU, s'est avérée aussi importante car ces outils accélerent les analyses et donnent
acces a un outil d'annotation pour les données de séquence, prenant en charge l'intégration et les
questions écologiques, a I'exception des systemes bactériens [32].

Cette région contient les domaines hypervariables D1 et D2, seule, ou lorsqu'elle est combinée
avec la région ITS, peut également étre utile pour l'identification des espéces chez les
champignons.

Pour l'identification au niveau de I'espéce quant au gene TEF1-alpha, il comprend environ 1600
pb (paire de base) avec trois introns. Il code pour le facteur d’élongation 1-alpha, protéine
ubiquitaire nécessaire a la synthése protéique. Plusieurs amorces ont été mises au point sur ce
gene depuis 2005 par Rehner et Buckley [33] et améliorées au cours de la décennie, aboutissant a
des amorces universelles de plus haute-fidélité.

Les méthodes de caractérisation taxonomique applicables aux champignons: L’extraction
d’ADN ribosomal nucleaire, choix des amorces, amplification par PCR, Séquencage, sont
essentielles pour l'obtention des séquences finales indispensables pour I’identification bio-
informatique.

Ici, dans notre étude taxonomique des espéces, nous avons choisi les séquences: ITS (The
7
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Internal Transcribed Spacer) -LSU - TEF1-alpha (translation élongation factor 1-alpha), pour
étre traitées et analysées a I’aide d’un protocole bio-informatique développé de facon

personnalisee.

V.  Outils bio- informatiques pour le traitement des séquences nucléotidiques
Plusieurs méthodes sont appliquées par la bio-informatique pour résoudre des problémes
biotechnologiques voire I’identification fongique, méthodes applicable sur plusieurs bases de

données génétiques telle que GenBank [34].

V.1 Primer 3

C’est un logiciel qui permet la conception des amorces a utiliser lors de la réalisation d’une PCR,
essentielle pour les biologistes moléculaires du monde entier [35].

La toute premiére version utilise un tableau de paramétres thermodynamiques [36] ainsi qu’une
formule de calcul de la température de fusion (Tm) [37] considérés comme le principal
inconvénient de ce logiciel [38]. Depuis, plusieurs améliorations ont été apportées, cependant
seuls quelques logiciels permettent d’effectuer des calculs automatiques en ligne comme Primer
3[39].

Ce logiciel a la capacité de sélectionner des amorces uniques, utilisable lors de séquencage et
peut également concevoir des sondes d’hybridations d’oligonucléotides.

Il prend en compte plusieurs facteurs lors de la sélection d’oligo pour les amorces ou les sonde

d’hybridation tels :

> La longueur.

> La structure secondaire estimée.

> La probabilité d’hybridation ou d’amplification de séquence indésirables.

> La probabilité de formation d’amorce dimere entre deux copies de la méme amorce.
> La précision de la séquence source.

Il prend également en compte lors de la conception des paires d’amorces :
La température de fusion et la taille du produit.
La formation d’amorces dimeéres entre les deux amorces de la paire.

La différence de la température de fusion des amorces.

YV V VYV V

L’emplacement des amorces par rapport a des régions d’intérét particulieres ou a éviter.
[40]

Ce logiciel ne nécessite pas d’installation sur le disque dur il est accessible via ce lien :
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https://primer3.ut.ee/ et la procédure se fait en ligne suivant des étapes simples.

V.2 BioEdit
En 1999, Tom Hall a publié ses travaux sur un éditeur d’alignement de séquences biologiques et
un programme d’analyse conviviaux alors qu’il travaillait au département de microbiologie de la
North Carolina State University [41].
Depuis lors, le programme a été largement utilisé et cité dans de nombreux articles et revues
specialisées, et utilisé dans de nombreuses applications de recherche nouvelles et diverses [42].
BioEdit n’est pas un programme d’analyse de séquences puissant, mais il fournit de nombreuses
fonctions d’édition, d’annotation et de manipulation rapides et faciles, ainsi que des liens vers
certains programmes d’analyse de séquences externes [43].
Il a été utilisé pour plusieurs études moléculaires de différents organismes tels que le génome
végétal [44], animal [45], bactérien [46] et viral [47].
% Parmi ses avantages :

> On peut le télécharger gratuitement en ligne via de nombreux serveurs :

- http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

- http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html

- http://en.bio-soft.net/format/BioEdit.html

> C’est un programme autonome, présente des fonctions modifiables pour de nombreuses
applications.

> Il fonctionne sur presque toutes les versions Windows qui existent aujourd’hui.

> L’interface est conviviale [48].

« Parmi ses inconvénients :

> Le temps d’analyse des séquences par BioEdit augmente tres fortement avec leur
longueur.
> Certaines fonctions telles que la conception de plasmides nécessite une certaine

expérience et plusieurs étapes a executer [48].

V.3 Chromas

Logiciel utilisé pour la correction des séquences obtenues aprés séquencage, le produit de ce
dernier est un fichier sous format ab1 qui ne peut étre lu que par des logiciels spécifiques tel que
: BioEdit, Chromas, Genome Compile, Geneious qui est payant... [49].

La correction consiste en une vérification de la séquence « produit de séquencage», pour

identifier une éventuelle erreur de lecture commise.
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La détection et la correction de ces erreurs se fait en comparant la séquence nucléotidique
obtenue avec le chromatogramme a 1'ceil nu [50].

De plus Chromas possede les caractéristiques suivantes :

> Ouvre les fichiers de chromatogrammes sous format SCF et ZTR créés par des
séquenceurs différents ou extraits de la base de données.

> Imprimez un chromatogramme avec des options de zoom ou d’ajustement a la page.

> Exportez les séquences avec un format de texte brut : FASTA, FASTQ, EMBL,

GenBank ou GCG ou utilisez le format numérique de base pour la présentation [51].

V.4 BLAST (Basic Local Alignment Search Tools)

BLAST outil de recherche d’alignement local de base, accessibles en ligne
«https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi».

Programme bio-informatique qui recherche des similarités de séquences (protéiques ou
nucléotidiques), il peut étre utilisé via une interface Web ou comme outil autonome pour
comparer les requétes des utilisateurs avec des bases de données de séquences [52].

Décrit comme méthode heuristiques qui trouves des correspondances courtes entre deux
séquences et essaie de s’aligner a partir de ces «points chauds» [53] en supposant que
I’alignement de corrélation contient des séquences similaires avec des mots communs sur N
caractéres, ces mots sont principalement recherchés [54].

La National Center for Biotechnology Information (NCBI) gére un serveur BLAST dont la page

d’accueil se trouve a 1’adresse : https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, sur cette page, les

différentes recherches BLAST sont regroupées par type : nucléotide, protéine, traduction et
génome [55].

Lorsque une demande est soumise au serveur NCBI, soit sous forme de séquence au format
FASTA, ou sous forme d’identifiant de séquence, tel qu'un numéro d’accession GenBank, la
recherche est envoyée au serveur BLAST et renvoie un «identifiant de requéte»(RID) [56].

Bien que I’origine de BLAST soit I'NCBI (Centre National d’information sur la Biotechnologie),

son développement se poursuit dans diverses institutions académiques et commerciales [57].

V.5 MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis)
MEGA est un logiciel d’analyse génétique moléculaire qui vise a fournir une suite d’outils
intégrée et centrée sur la biologie pour I’analyse statistique des données de séquences d’ADN et

de protéines dans une perspective évolutive [58].
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Evolué de facon a inclure divers outils pour 1’alignement de séquences, la construction et
visualisation d’arbre phylogénétiques, collection des données sur le Web ainsi que les systémes
experts pour réaliser des descriptions en langage naturel de ’analyse [59].

Pour la construction d’un arbre phylogénétique MEGA utilise les distances évolutives calculées
a I’aide de la méthode du maximum de vraisemblance (Muximum Likelihood ) ML basée sur le
nombre de substitutions de base par site aprés 1’élimination des gaps et des données manquantes

dans I’ensemble de données [49].

V.6 Genbank

Genbank est une base de données publique constituée de séquences de nucléotides et
d’annotations bibliographiques et biologiques accessibles au public pour plus de 260000 especes
décrites [60].

Elle a était construite et distribuée par le National Center for Biotechnology Information (NSBI),
une division de la National Library of Medicine (NLM), qui se situe sur le campus des National
Institutes of Health (NIH) a Bethesda, Maryland au Etats-Unis [61], elle est accessible via le
systeme NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/.

Le NCBI constitue Genbank a partir de la soumission de données de séquence par des
laboratoires individuels mais également par la soumission de lots dont I’origine est des projets de

séquencage a grand échelle [62].

V.7 Banklit

Un tiers des soumissions d’auteurs sont faite et regues via BankIt un outil de soumission
d’interface graphique en ligne [63], aprés que NCBI ait progressivement supprimé Sequin en
2019 [64], bien qu’il existe d’autres outils de soumission tels que tbl2.

La soumission par Banklt implique que les auteurs saisissent les informations de séquences
directement dans un formulaire ainsi que les annotations biologiques telles que des régions
codantes ou des caractéristiques d’ARNm, permettant ainsi a I’auteur de décrire davantage la
séquence sans avoir a apprendre les regles de formatage ou a utiliser un vocabulaire restreint
[65].

Avant la création d’un brouillon d’enregistrement au format plat GenBank pour que le
soumetteur puisse 1’examiner, Banklt signale de nombreuses erreurs courantes mais vérifie
également la contamination vectorielle par 1’intermédiaire d’une variante de BLAST appelée

Vecscreen avant de valider les soumissions [66].
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Bnaklt se déefinit comme étant ’outil le plus utile pour les soumissions simples, mais également
lorsque il s’agit d’un seul ou un nombre réduit de séquences qui doivent étre soumises.
Bnaklt est également utilisé par les expéditeurs pour mettre a jour leurs enregistrements

GenBank existants [63].
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CHAPITRE I ETUDE EXPERIMENTALE
e

Chapitre 11 : Etude expérimentale

l. La souche fongique utilisée
La souche fongique utilisée pour la suite des expériences provient du Laboratoire de
Caractérisation, Valorisation des Ressources Naturelles, Université de Mohamed EIl Bachir El

Ibrahimi, Bordj Bou-Arreridj.

Il.  Etude macroscopique et microscopique de la souche

I1.1. Etude macroscopique

La caractérisation de la morphologie des cellules a été faite en se basant sur les caractéeres
morphologiques des colonies principalement sur I’aspect du mycélium, la surface et la
consistance des colonies, ainsi que la présence ou 1’absence de pigments.

11.2. Etude microscopique

La caractérisation microscopique est effectuée entre lame et lamelle par la technique de scotch,

sert a 1’étude des caractéristiques culturales [67] (Guiraud, 2003).

I11. Identification moléculaire des champignons

I11.1. Extraction d’ADN, amplification PCR et séquencage

Un Kit NucleoSpin Plant 2 (Macherey-Nagel Germany) a été utilisé selon le protocole du
fabricant pour I’extraction de I’ADN fongique a partir d’'un mycélium fongique qui s'est
développé sur une plaque PDA dans I’obscurité pendant 10 jours.

La partie ITS 4 (pour Internal Transcribed Spacer), LSU (Large Subunit) et EF (pour Facteur
d’¢élongation de la traduction) régions de I’ADN ribosomique ont été amplifiées pour confirmer
I’identité des champignons par les amorces: ITS4 [68] (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’) ,
EF1-728F (5’CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG3’) ainsi que LSU par des paires d’amorces
NLI (5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAG3’)etNL4(5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG3’)
[69] [70]

De nombreux outils en ligne sont disponibles pour simplifier la conception des amorces telles
que Primer 3, Primer X et NetPrimer.

Les produits de la PCR ont été purifiés et séquencés suivant la méthode de Sanger, a I’aide du
logiciel Chromas Pro les séquences obtenues sont corrigées et analysées, utilisant le programme
NCBI BLAST, les séquences finales sont comparées a celle de la base de données GenBank pour
une éventuelle identification de I’isolat étudié sur la base de taux d’homologie avec les souches

de réferences [70].
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IV. Traitement bio-informatique des séquences
IV.1. Primer 3
Il existe plusieurs versions de ce logiciel, dans notre étude la version Primer3Plus est utilisée

pour concevoir des amorces (encadrer un géne cible a amplifier lors de la PCR).

Etape 1 : Choisir un géne dans la base de données NCBI.

v

v

v

Ouvrir «<NCBJI» sur le navigateur.

earch - Actualités X

C @ frsearchyahoo.com

NCBI

Q Tous  Ed Images B Vidéos

@ Actualités

Essayez aussl: ncbi pubmed, nebl gene, clustal, ucse, softberry, solgenomic

Annonce relative &: NCBI

www.booking com/Booking

3 Hoétels a Opglabbeek - Annulation Gratuite Disponible @

Réservez volre hotel & Opglabbeek en ligne. Réservez en ligne payez a Fhotel

Des réductions incroyables sur des hotels & ...

Réservez maintenant @
Rapiae, simple, facile & utiiser
Réservez en ligne, payez a I'hotel

Réservez pour Demain @
Réservation faclle el sécurlsée
De nouvelles offres chague jour |

Réservez maintenant @
Rapide, simple, faclle & ullliser
Réservez en ligne, payez a Inétel

Réservation sécurisée @
Réservez de suite sur Booking.com 1
Super tarifs et disponibilités |

Réservez pour ce Soir @&
Confirmation iImmeédiate |
Service Clients 24h/24 et 7)/7

Réservez pour Demain @
Réservalion faclle el sécurisée
De nouvelles. offres chaque jour |

National Center for Biotechnology. Information @

VW NCDI NIM.NIN GOV
Welcome 10 NCI

1e National Center for Biotechnolagy Information advances science and health

EEE——— ;viding access to biomedical and genomic information

Atout moment

Ouvrir une session =

¥ NCBI - Yahoo Search - Actualités X

Nation

C @ ncbinim.nihgov

£ NCBI

Ressources ) Comment ()

=
S NCBI

Toutes les base v
Toutes les bases de données
Assemblée
Biocollections
o Informatio BioProjet

Echantillon bielogigue

|

Informations d¢ gjosystemes e recherche (NIH) | Données SARS-CoV-2 (NCBI) | ur fa st ie traitement (HHS) | Espagnol

Livres
Clinvar
Domaines conservés
dbGaP o )
dbvar pour mettre fin au racisme structurel et parvenir a I'équité raciale dans l'entreprise de recherche

Ending NCORE PLUS

Structural Génome

Racism B |Ensembles de données GEC

" - Profils GEO
GTR

Accueil NCBI HomoloGene

Liste des ressources (AZ| p1egGen
S Engrener

Toutes les

Produits

Groupes de protéines identiques

propos du NGBI | Mission | O

~ |at génamiques.

| Nouvelles et blog du NCBI

fait progresser la science et la santé on donnant acces & des

Ressources populaires
PubMed

Etagére a livres

PubMed Central

Données et logiciels DETRUIRE
ADN & ARN Soumettre Télécharger Apprendre Nucléatide
Domaines & Structures. Déposer des données ou des, Transférez les données NCBI Trouvez des documents daide, Génome
ErOE =TT manuscrits dans les bases da sur volre ordinateur assistez a un cours ou ragardez SNP
données NCBI un ttoriel
Génétique et médecine Géne
Protéine
Génomes et cartes
PubChem

Homolagie

Littérature

Rechercher un gene pour lequel nous voulons concevoir une amorce, dans notre cas,

nous allons concevoir des amorces pour un geéne de I’espéce Sarocladium kiliense.
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¥ NCBI - Yahoo Search - Actuslités % [8] Centre national dinformation sy X+

C @ ncbinimanihgov

52 NCBI Ressources [¥) mment ()

-
f';NCB| Géne v | |sarokladium

Centre national dnformation
sur 1a biotechnologie

UNIR
Une nouvelle initiative du NIH pour mettre fin au racisme structurel et atteindre I'équité raciale dans I'entreprise de recherche
Snding biomédicale. APPRENDRE ENCORE PLUS

Structural
Racism

=

Accueil NCBI Bienvenue au NCBI Ressources populaires

Liste des ressources (AZ) @ National Center for Biotechnology Information fait progresser la science et la santé en donnant accés a des PubMed

Toudes las Teonniices informations blomédicales et génomiques. Etagére & livres

Produits chimiques et essals A propos du NCBI | on | ¢ ion | Nouvelles et blog du NCBI PubMed Central

Données et logiciels DETRUIRE

ADN & ARN Soumettre Télécharger Apprendre Nucléotide

Domaines & Structures Déposer des données ou des Transférez les données NCBI des documents d'aide. Génoma

= manuscrits dans les b ™ sur votre ordinateur assistez 4 un cours ou regardez SNP

Dinse 5 Expomalon données NCBI un tutoriel %
Séne

Génétique et médacine

Génomes et cartes Protéine
PubChem

Homologie

Littératuro i

Prots Nouvelles et blog du NCBI

Développer Analyser Recherche NCBI ¥t YouTlibé “APi ClinVar, v
tos donnéas avec GaPTools, obtan
Utilisez les API NCBI et les Identifiez un outil NCBI pour Explorez les projets de contexte génétique avec Sequence
Formation & Tutoriels bibliothéques de code pour votre tache d'analyse de recherche et de collaboration View

4 Sélectionner un géne d’intérét, par exemple : Sous unité 6 de I'ATP synthase FO
[Sarocladium implicatum]

¥ NCBI - Yahoo Search - Actuall

rocladium - Géne - NCBI

€ S a

i.nim.nih.gov

2 NCBI  Ressources (¥ Comment (%1

Geéne

|

Créer un flux RSS  Enragistrer la recherche  Avancée Aider

;c;ur‘ces Tleuelles Tabulaire = 20 par page = Trier par pertinence + Envayer & ~ [V —————

il : Gérer las filtres
Organelies Filtres
Résultats de recherche
Catégories P3

Tr des d
annotés Articles : 14 20 sur 31 page [1 ] de2 | Suvants | Dermior s ouver des données associées

c

- Base de données: [Sélectionner ~
pon-codege @ Afiichage des éléments actuels
Codage des protéines
@ Résultats pour sarocladium _ Votre recherche pour Sarokiadium m'a donné aucun résultat.
Nom/ldantifiant du géne | La description Emplacemant Alias
[ VEPACMT 00013 Sous- unité 6 de FATP synthase FO [ Chromosome MT, VFPACMT_00013 | Détails de Ia recherche -
Statut Atamae ID: 23631972 Sarocladium implicatum ] NC_026534.1 (19635..20417) ("Saraciadiun” [organism] OR Tadiom[ALl
 Courant um[Organism] OR saracladium
[ VEPACMT_00012 Sous- unité & de FATP synthase FO [ Chromosome MT, VFPACMT_ 00012 | |Fields]) AND alive[prop]
1D: 23631971 Sarocladium implicatum | NC_026634 1 (19391, 19637)
FE— (] VFPACMT_ 00011 NADH i 1 e VFPACMT_00011
or des2 f#res sunplbmentairs 1D 23631570 Sarocladium implicatum ] NC_026534.1 (18184..19293)
[ VEPACMT 00010  sous-unité | de la cytochrome oxydase [ Chromosome MT, VFPACMT_00010 Vor pius.
1D: 23631968 Sarocladium implicatum ] NC_026534.1 (16176..17768)
(] VFPACMT_00008  NADH dé ité 5[ M, VFPACMT_00008 | activité récents -
ID: 23631966 Sarocladium implicaturn | NC_026534.1 (11672..13678) Eteindre  Dégager
(] VFPACMT_00007  Sous-unité de NADH déshydrogénase 4L[  Chromosome MT, VFPACMT_00007 | o saroctadium ET (vivantlpropl) (31)
1D 23631865 Sarocladium implicatum ] NC_026534.1 (11403.11672) ' Sane
(] VFPACMT_00006  sous-unité Il de la cytachrome oxydase | Chromosome MT. VFPACMT_00006 | du i )
1D 23631963 Sarocladium implicatum | NC_026534 1 (9687 . 10436) = T
() YFPACMT_00005  Sous- unité 9 de FATP synthase FO [ Chromosome MT. VFPACMT_00005 S5 WS ETE e s pour Sctiver Wind
Ip 23631962 Sarocladium implicatum | NC_026534.1 (9385..9609) = 1Aspergifius niger S | e

v Sélectionner «FASTA» pour obtenir la séquence du gene.

arch - Actuslités % () VFPACMT_00013 ATP synthaze [ X +

ebi.nlm.nih.gov/gene

Chromoseme: MT. NC_026534.1 (19635.20417)
Chromosome MT - NC_026534.1
Genomic regions, transcripts, and products a7

Genomlic Sequence: NC_026534.1 Go to raference sequence details
Go to nucleotide: Graphics FASTA  GenBank

o e [ciscsidalpacTa mrorl

Related articles in PubMed

1. The complat genome of th fungus licat

¥ao ¥, ot al. Mitochondrial ONA A DNA Mapp Seq Anal, 2016 Sap. PMID 25630733

GeneRIFs: Gene References Into Functions

h 2

Submit: New GeneRIF  Comection

General protein information

N

TP synthase FO subunit 6
NCBI Reference Sequences (RefSeq) 22

[ED Try the new Transcript table

I -

v Copier I’intégralité de la séquence.

15



CHAPITRE 11 ETUDE EXPERIMENTALE

¥ NCBI - Yahoo Search - Actu ¢ B8 Mitochandrie dAcremor

<« c @ nebinim.nih.gov/nucee 0.

2 NCBI  Ressources (%) Comment ()

Avancée Aider

FASTA = Enveyer & =
Modi

er Ia région affichée D

O Toute la séquence

Mitochondrie d'Acremonium implicatum, génome complet o . . §
® Région sélectionnée parmi
Séquence de rétérence NCBI ° NC_026534.1 19635 & 20417

ot o ——
Graphiques. enBank [ Metire a jour la vue |

SNC_@26534.1:19635-20417 Mitochandrie d'Acremenium implicatum, geénome comp:
ATGACTAATAATACAACTTTATTTAATGAAATAATTAGC CCATTAGATCAAT TTGAAATAAGAAAC TTAT
TAAGTTTAGAAATATTAGGAGGTAATATACACTTATCTT TAACTAATATAGGGCTT TACTTAACATAGG
ATCTTTAATGATTTTTATTATATCTATAGCTGCTACTAACTATAATAAATTAGTAAGTAACAACTGATET Personnaliser la vue =
ATTOCTCAAGAATCTTTATATGTTACTATACATAATATTGTTACAAATCAAATAAATCCTAGAAAT GATC

AAATATATTTTCCTTTTATGTATACATTATTTATATTTATTTTAATAAATAATTTATTAGGTATGGTTEC

TTATAGCTTTOCTTCTACAGGACAT TTTGCTCTTACTTTTGCTTTAAGTTTTACTATAGTATTAGGTGCA Analyser cette séquence -
ACTATATTAGGATTTCARAAACACGETTTAAAATTCTTTTCTTTATTTGTTCCTGEGGETTGTECTTTAG

CTTTATTACCTTTATTAGTAACTATAGAACTTATATCTTATT TAGCTAGAAATGTTTCTTTAGGTCTTAG
ATTAGCTGCAAATATTACAGCAGGACACATGCTAT TAAGCATATTAAGTGEATTTGTTTACAATATAATG
AATTCAGGAATTATATTCTTTATTT TAGGATTAATACCTTTACTATTTATTATAGC TTTTTCAGGATTAG
AGTTAGCAATAGCATTTATCCAMGCACAAGTTTTTGTTGTTTTATCTTCTTCTTATATAAAAGATGGATT Mettre &n &vidence les fonctionnalités de
AGATTTACATTAA séquence

Exécuter BLAST

Choisissez des amorcas

Trouver dans cette séquence

Informations connexes =
BioProjet

Protéine
PubMéd

Taxonc

Etape 2 : Utilisation de Primer3Plus pour concevoir des amorces

v" Ouvrir Primer3Plus sur le navigateur.

> Search - Actualités

@ frsearch.yahoc

Primer3Plus n Ouvrir un

Q Tous ki Images B Vidéos 13 Actualités A tout moment ~

Primer3Plus @

primer3plus.com ~

Run PrimeraPlus. This is the latest version of PrimerdPlus with all the new features. Run
Primer3yeb. The latest version of Primeraweb. Other Web Resources Primeraweb at the
University of Tartu. The latest version of Primer3Web running at the University of Tartu. Download
PrIMErs. Get your own Copy of PIMErs, the Command Iine program. Primers

Run Primer3Plus g Primer3 Input g
PriMeraPIus picks primers rom a DNA Paste source sequence below (5'
sequence using Primera string of ACGTNacgtn

Primer3Plus - WUR @

waww bioinformatics.nl » cgi-bin > primeraplus v

Primer3Plus pick primers from a DNA sequence’ Prime Help: About Source Code:
Task: Select primer palrs to detect the given template sequence. Optionally targets and
included/excluded regions can be specified. JavaScript is not enabled, please e ..

3Manage

Primer3Plus @
primer3plus.ut.ee > cgi-bin » primeraplus ~
Primer3Plus. Sequence |d. Paste lemplale sequence below. Or upload sequence file

Pl m Bl in Bimiefmn mbian VAN 1FS

W NCBI - ¥ahoo Search - Ac Mitachondrie cAcres T — Primer3Plus Primer3Pius

C @ bioinformatics.nl/c

Primer3Plus

sélectionne des amorces & partis d'une séquence d'ADN Sur Code source

Séisctionnez des palres d'amorces pour détecter la séquence
Tiche: [Détection ~| modite donnde. En option, des cidles et des régions Choisissez des amorces || Réinitialiser le formulaire |
Inciuses/axclucs peuveni éira spéc (s

Principale | réglages généraux  Réglages avancés | Oligointerne  Poids de pénalité  Qualité de la séquence

ant de la séquence

Identi

Ou téléchargez le fichier de séquence : | Choisir un fichier | Aucun fichier choisi
[ Téléverser un fichier |

llez la séquence source ci-

Marquer la région sélectionnée : [ <> |[[1][ ()] [ Dégager Enregistrer la sequence
Régions exclues ; < | ]=
Cibles : [l )1
Région incluse : { 13

v Coller la séquence importée depuis NCBI dans cette région.
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\ctualités X% Mitachandrie o Acremanium i

Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code

Select primar pairs o datect the given template sequence. Optionally targats and PIEKIPAMBIE]] | Resel Form

included/exciuded regions can be spacified.

Task: [Detection

ence Quality

Internal Oligo Penalty Weights

d Sett

Main G

['Upload File |
TTA( c: c
AT OTATACATTATETATAT T TATTTT AR TARATARTTTATTACOTATSETTC0
TACAGGACATTTTGCTCTTACTTTTGCITTARGTTTTACTATAGTATTACCTGCA
TAGTAACTATAGAACTTATATCTTATTTAGCTACARATGTTTCTTTAGGTCTTAG
TATTACAGCAGGACACATGCTATTARGCRTATTARGTGGRTTTGTT TACARTATARTS
TCTTTGTTTTAGGATTAATACCTTTACTATTIATTATAGCTITITTCAGGATTAG
RCTTAGCARTAGCATTTATCCARGCACAAGTITTTGITETITIATCITCTTCTTATATARAAGRTGEATT
carrracarzan |
Mark selected region: [ <= |[[1][ () ] [ Clear Save Sequence
Excluded Regions: < | E
Targets: [ 11
Included Region: O ]y
B Pick left primer ["1Pick hybridization probe 4 Pick right primer or use right primer
or use left primer below, Ginternal oligo) or use oligo below. below (5'-=3' on opposite strand). =

4 Identifier la région cible pour laguelle nous allons concevoir des amorces en la

sélectionnant dans cette séquence.

W NCBI - ¥ahoo Search - Actuali Mitochondrie dAcremaonium i L —— Primer3Plus

C @ bioinformatics.nl/cgi

Primer3Plus

sélectionne des amorces 4 partir d'une

quence d'ADN Sur Code source

Sélecitonnez des paires d'amorces pour déteciar Ia séquence

Tache: |Détection ~ | modéie donnée. En oprion, des ctbles a1 dles régions Choisissez des amorces | | Réinitialiser le formulaire |

inciuses/oxcluos peuvent §ire spicifidas

Principale réglages généraux Réglages avancés Oligo inte; Poids de pénalité Qualité de la séquence
Identifiant de la séquence - | |
; : : Ou téléchargez le fichier de séquence : [ Chalsir un fichier | Aucun fichier cholsi

dessous gléversar un fichier |

ATTAGCCCATIAGALC,

RAS TARTATACACTTATCTTTARCTAATATAGGGCITTACTT,

rv***mwe*****r*r*:;mm_,.u.m’rm’mrmrmrmﬂu;rm’m’rmr’r
TGTTACTATACATARTATTGTTACARATCARATARR:

GCTT!
ACTAT CG RRRR CTTTATTIGTICCTGCGEGTTETCCTITAG
oo T AT TACCTTTATTAGT ARCTATAGAACTIATAT CTTATTTASCTASARAT ST TTCT TTAGETCTTAG
T TG AR AT TACAGCAGGACACATGC TAT TARGCATAT TARGTGEATTTGT TTACARTATARTG
e G TTAGGATTARTACCTTITACTATITATTATAGCTITITC:

Marquer la région sélectionnée - [ <> |[[1][{} | [ Dégager | [ Enregistrer la séquence

Régions exclues = |
Cibles © rl h
Région incluse {1 Iy

v Cliquer sur la «parenthése» afin que cette zone soit alors entourée par ces parentheses.

Yahoo Search - Actualités X Mitochondrie d'Acremonium im; X | ¥ Primer3Plus - Yahoo Search - Aci X Primer3Plus

C @ bioinformatics.nl

Prime r3 Plus Primer3Manager Aider

sélectionne des amorces a partir d'une séquence d'ADN Code source

Seiectionnez des paires d'amore quence

Détection ~| modsie donnée. En option, des cibles et des régions Choisissez des amorces || Réinitialiser le formulaire

inciuses/exclues peuvent étrs spécifides.

Tiche:

Principale réglages généraux Réglages avancés Oligo interne Poids de pénalité Qualité de la séquence

Identifiant de la séquence
Collez la séquence source ci- Ou téléchargez le fichier de séquence : [ Chaisir un fichier | Aucun fichier choisi

Téléverser un fichier

dessous

TERTTRSCCCATIAGAICAAT T LGARATRAGRRACIIAT

TTIAARATTGITITCITTATITGITCCTGCEGGTTGTOCTITAS
ATAGAACTTATATCTTATTTAGCTAGARATETTTCTTTAGGTCTTAL
GACACATGCTATTAA ,:,rﬂrrv7~r::;rrrgrrr;:urﬂrmra

TTTAGGATTAATA( TACTATTTATTATAGCTTTTTCAGGATTAL
.w._;s:.;.;_.;sc;.:__n_::mq.’n:.;a:rrrrrqrrurrrrnr TICTICTTATATARAAGATGEATT

m EroTE erip A

Régions exclues < | S
Cibles [ I
Région incluse I 3
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v Une fois notre région cible sélectionnée, il faut cliquer simplement sur « choisissez des

amorces».

W NCBI - ¥ahoo Search - Actuslités % Mitochondrie d'Acremonium im; X | v Primer3Plus - Yahoo Act > Primer3Pius

C @ bioinformatics.nl/cgi-bin/primer

1 - Primer3Mana Aider
Primer3Plus S8
sélectionne des amorces a partir d'une séquence d'ADN Sur Code source

Sélecttonner des pairer damaress pour ditectar la séquence

Tache: [Détection | modele donnés. En cption, dez cible: at das régions Cholsissez des amorces || Réinitiallser e formulaire

ine lusas/oxe lues peuvont dtre spdcifides.

Principale réglages généraux Réglages avancés Oligo interne Poids de pénalité Qualité de la séquence
Identifiant de la séquence : | |

Collez Ia séquence source ci- Ou téléchargez le fichier de séquence : [ Cholsir un fichier | Aucun fichier cholsi
dessous [ Téléverser un fichiar |

[

ATTAGATCARITTC

i
s

Marquer la région sélectionnée - [ <> |[[1][{}] [ Dégager | [ Enregistrer la séquence
Régions exclues = | | =

Cibles : [ |1

Région incluse : £ |y

W NCBI - Yahoo Search - Actualités % Mitachondrie d'Acremonium im; X | w Primer3Plus - Yahoo Search - Aci % Primer3Plus

< C @ bicinformatics.nl/cgi-bin/primer3plt

Primer3Plus Primeianger Hele

pick primers from a DNA sequence About Source Code
[<Back |

Pair 1

Left Primer 1. [Primer_F |

Sequence: | TCAAATAAATCCTAGAAATGGTCAAA |

Start: 257 Length: 26 bp Tm: 59.4°C GC: 269% ANY: 40 SELF: 0.0

Right Primer 1:  [Primar_R |

Sequence: |CCCGCAGGAACAAATAAAGA |

Starr: 478 Length: 20 bp Tm: 60.1°C GC: 450 % ANY: 4.0 SELF: 0.0

Product Size: 222 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0

[ Send to Primer3Manager || Reset Form |

1 ATGACTAATA ATACAACTTT ATTTAATGRA

51 ATTTG. G TTAT TAAGTTTAGA

101 RACTARTATA GG ACT TAACATAGGA

151 TTTTTATTAT GTCTATAGCT GO CT ATAATAAATT

201 ARCTGATCTA TTGCTCAAGA ATCTTTATAT GITACTATAC ATAATATTGT
251 TACAAATEAR | ATAAATCCTA | GARATCETCA | AATATATTET | CCTTTTATET
301 ATACATTATT TATATTTATT TTAATARATA ATTTATTAGG TATGGTTCCT
351 TATAGCTTTC CITCTACAGE ACATTTTGCT CITACTTTTG CTTTAAGTTT
401 TACTATAGTA TTAGGTGCAR CTATATTAGG ATTTCAARRA CACGGTTTAA
451 AATTCTTTIC TTITATTIGIT CCTGCGGGTT GTCCTTTAGC TTTATTACCT
501 TTATTAGTAA CTATAGAACT TATATCTTAT T “TAGAA ATGTTTCTTT
551 AGGTCTTAGA ATATTACAGC AGGACACATG CTATTAAGCA
601 TATTAAGTGG ATTTGTTTAC AATATAATGA ATTCAGGAAT TATATTCTTT -

. La séquence en vert représente notre région cible.

. La séquence en bleu correspond a I’amorce sens.

. La séquence en jaune correspond a I’amorce anti-sens.

. Chaque amorce est accompagné par le nombre de pair de base, le teneur en GC (guanine
et cytosine), Tm (la température a laquelle 50 % de I’ADN est dénaturé).

<> Primer3Plus propose plusieurs paires d’amorces a utiliser comme présenté ci-dessous :
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Pair 2

(] Left Primer 2: |Primer_1_F |

Sequence: [TCAAATAAATCCTAGAAATGGTCAA ]
Start: 257 Length: 25bp Tm: 58.2°C GC: 28.0% ANY: 4.0 SELF: 1.0

[ Right Primer 2:  [Primer_1_R |

Sequence [CCCGCAGGAACAAATAAAGA |
Start 478 Length: 20bp Tm: 60.1°C GC: 45.0% ANY: 4.0 SELF: 0.0
Product Size. 222 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0

[ Send to Primer3Manager | [ Reset Form

Pair 3-

[ Left Primer 3: [Primer_2 F

Sequence: [TCAAATAAATCCTAGAAATGGTCAAA

Start. 257 Length: 26 bp Tm: 59.4°C GC: 26.9% ANY: 4.0 SELF: 0.0

[} Right Primer 3: [Primer_2_R |

Sequence: [ACAACCCGCAGGAACAAATA |
Start: 482 Length: 20 bp Tm: 604°C GC: 450% ANY: 40 SELF: 20
Product Size: 226 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0

| Send to Primar3Manager | Reset Farm
Pair 4:

W NCBI - Yahoo Search - Actualités X Mitachandrie o

C @ bioinformatics.nl/cgi-bin/primerdply

Pair 4:
[ LeftPrimer 4: [Primer_3_F
Sequence: ‘TEAAATAAATCCTAGAAATGGTCAA

Start 257 Length: 25 bp Tm: 58.2°C GC: 28.0% ANY: 4.0 SELF: 1.0

[] Right Primer 4. [Primer_3_R

Sequence. |ACAACCCGCAGGAACAAATA |
Start. 482 Length: 20 bp Tm: 60.4 °C GC: 45.0% ANY: 4.0 SELF: 2.0
Product Size: 226 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0

[ Send to Primer3Manager | [ Reset Form |
Pair 5

[ Left Primer 5:  |Primer_a_F ]

nce: [TCAAATAAATCCTAGAAAT GG TCAAA |
Start: 257 Length: 26 bp Tm: 59.4°C GC: 269% ANY: 4.0 SELF: 0.0
(] Right Primer 5: [Primer_4_R ]
Sequence. |AACCCGCAGGAACAAATAMA |
Start: 480 Length: 20 bp Tm: 595°C GC: 400% ANY: 40 SELF: 00
Produet Size: 224 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0
[Send to Primer3Manager | [ Reset Form

Les séquences simples brins obtenues lors du séquencage avec les amorces ITS4, EF1-o et LSU

ont ¢ét¢ corrigées a partir de I’interprétation des ¢€lectrophorégrammes avec les logiciels
CHROMAS Pro et BioEdit.

IV.2. BioEdit

v Il est utilisé pour la correction des séquences.

Une fois notre PCR faite, les résultats de cette derniere vont étre séquencés par un séquenceur, le
résultat est un fichier sous format ab1, ces résultats sont ouverts et corrigés par BioEdit

v La page d’accueil se présente comme ceci

19



CHAPITRE |1

ETUDE EXPERIMENTALE
e
[ 5 viokaic sequence Aignment Editor

cesory Application  RNA  World Wide Web  Options

Window Help
o

IS =

T 0 PaGE T 20720 SEEBH T T T DERRIF A VATEUTT 25 TeR  TigRE T 17 CaIGRRE T T KIBT T 3912 [T VenTrer TortnogTap i} B @ T = —f
Alignment Editor
tion RMA  World Wide Web  Options

v

[ieeiais sdacenceu]

S3BT_P1 PRIMER BT
53IT5_P2 PRIMER [T54
59 1su_P2 Lsu

59_P1 PRIMER IT5 (2)
59.P2 PRIMER EF (2)
59.P2 PRIMER EF (2):fa

Nom du fickier : |

Typon de fichiers - [T Fiks

v Introduire le nom du dossier contenant les ficher abl et choisir un, par exemple «LSU>».

20



CHAPITRE |1 ETUDE EXPERIMENTALE

[E==[EoR (===

le: A-333438_B12 |File: C

Users lydia Deskt op| Résultats séquencenr'S9 sv_P2 Lsv abl

10 20 30 40 50 60 0 80 80 100 110
JCAAAGGG AT GOCTIAG T/AACGGCG AG TG AAGC G GCAACAG C T CAAA GAAATCTGGCCGCAAGG TCCGAG TTGTAA GTAGAGGATGC GGCGAGGTGCCTTC

A R N A A n A
ARl e 0N LA NN \;Mwm.M\Mm-@ammmW\ammm

v Le devant de I’écran représente un chromatogramme.

10 20 30 10 70 80 %0 100 110
CCAAAGOGATGCCTIAG T/ACGGCO AG TG AAGCG GC AACAG CTCAAAT TT GAAATCT GGCCOCAAGGTCCOAG TTGTAA GTAGAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCCT TCCG S

|
I

| I
i LA

v Zoomer pour pouvoir évaluer notre séquence et chercher une éventuelle erreur (absence

ou substitution de base...), faire défiler vers la droite pour poursuivre avec la totalité de la

séquence.

{9 DN sequence from CAUsers\lydia\Desktop\Résutats séquenceunS9 lsu_P2 Lsu.ab1 = Een
H & [CourerNew = =l i

Mode: [Select / Side |

& 1 DT T fHe

v B S AN
|
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v Il'y a un autre fichier derriere le chromatogramme sur lequel nous avons pu apporter les

modifications et les corrections.

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor - [DNA sequence from C:\Users\lydia\DesktophRésultats séquenceuns9 1su_P2 Lswab 1] - =]
¥ File Edit Sequence Alignment  View Accessary Application RNA  World Wide Web  Options  Window  Help - ax

1 total sequences

................................................................ ' of

7 80 50 100 0
I CCGAGTTGTAATTTGIAGAGEATGCTTTT GECGAGETGC

= 120 130
[A-333450_plzoC CCBAGTTOCCTEEAACGEEACECCATA

TUmErS 08 BAgE T 22 PEGET Ection T 1/1 DM T valeuT T 26.2¢m  Ligne 112 Colonne 1T Mate 14007 [Z] vermert L B e i = e -—{

v Cliquer sur «Mode» puis «Edit» pour apporter toutes les corrections directement sur la

séquence.

cal séqy 59 150_P2 Lsu.ab1] - o

ccessory Application RNA World Wide Web Options Window Help Celx
ctiez
Ctriev
ctiex TR
Curlec il at|

Sl =

speed sow

cersv
Shifts Ctrls V

Del
7
CrileFe
CrileFo

Ctri-Del

Copy Sequence(s) Vertically (tab-formatted)
ipbaard (Fasta Farmat)

Shift Crl+ C

Seareh >
Select All Sequences Ceriv A
Unselact All Saquances

Unselect All Residues

ATEUT T T0;ZERTIgRE T4 COTGRRE T T WIS TA0T T L e e =" i

v Une fois notre séquence corrigée, il faut cliquer sur «Edit» puis «Select to End», pour

sélectionner la totalité de notre séquence.
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e

[ 9 Bickdit Sequence Alignment Editor - [DNA sequence from C:\Users\lydia\Desktop\Résultats séquenceunsd lsu_P2 Lsu.ab1]

% File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA Waorld Wide Web  Options  Window  Help -8 x
= O

| & [t 5]
Wode, [soinct 750 =]

1 total sequences

= |
[R-333450_B1

TO0 %% T=7 L] €3

v Une fois la séquence sélectionnée, nous I'avons copiée puis coller sur Word.
v Ainsi nous avons une séquence corrigée préte a étre utilisée.
v Le processus est répété pour les séquences des trois régions d'’ADN de notre isolat

fongique : 1TS4, EF1-a et LSU.

IVV.3. Chromas Pro

Il est utilisé pour la correction des séquences.

NB : la correction des trois séquences ITS4, EF1-o et LSU a été réalisée.

v' Cliquer sur le bouton «OPEN» se trouvant dans la page d'accueil du logiciel, puis
sélectionner une des trois séquences a corriger, cela ouvrira notre premiere séquence enregistrée
précédemment sous format chromatogramme file en commencant par 1TS4 puis EF1 et

finalement LSU.
Wt Cromes

. = 2 : 44
Open

B Bureau |w) S38T_P1 PRIMER BT
. Emplacements re¢ |w) S31TS_P2 PRIMER ITS4
[w) 59 tsu_P2 Lsu

™ Inées
&4 Disque local (C:) ~ <
Nom du fichier ~ | ABL SCF and ZTR Files (".abi,".a ~

Comm I [ e |

<+ Substitution des pics erronés
Il faut savoir que chaque pic représente une base azotée, et chaque base est représentée par une

couleur différente (le vert pour la base A, le rouge pour la base T, le bleu pour la base C et
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enfin le noir pour la base G).

Ce logiciel nous permet de corriger les erreurs en supprimant ou en ajoutant des bases selon la

présence ou l'absence des pics dans cet endroit.

B S30TS_P2 PRIMER ITS4 - Cheomas. M
File Edit Options Help
[~ d =} v & + 4 s = .
Open Egort | Print | Next  Find | Reverse Enhance e AL OF A e ]
= i = & S& & ®m & &2 = &2 = @ = @ @ = = = = = = = = = = = % - - = ®w = ®= =
c c cc c cc @8 x 6 6 Tca c ¢ I 6 & A a6 & T H G

X Enregistrement des séquences des différentes régions sous format fasta

o Dans le menu "Edit", sélectionner "Copy sequence" puis cliquer sur "Fasta format"

o Coller la séquence dans un fichier Word qui sera indispensable pour les prochaines
étapes du traitement bio-informatique.

v Le processus est répété pour les séquences des trois régions d'/ADN de notre isolat
fongique.

—
Cre Z -
Cule ¥
0 2
Ctrbe Shifts L - - - - & : : : : ; - - - 2 -
CutoShift-R
ArL
AR
o p
Plan Text Cire € | "
FASTA Format Ctis B | |
FASTQ Format %m.Q i
Reverses Complement Curle= | ‘ h
Copy Original to Edited {1 1
Set Genetic Code ’ | \! 11
if f I
Next °N Ctrie N/Tab 3 = ‘4\‘ { ! I
Next Redund: CtieR l"‘: f f\ ot |
o Cuer i p \ | R {1
] f \ r;' | \ } 1 bl il l 1‘\ f
| | .44 |
{ ! \ T4 Y
|| { [ \ { ] i { i |
| o=l |/ \ 1
f | 1r in | | By | | |\
s | \/ \ / \ =0
| \ 'k' | ! =
| 1 { 1 H | |
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IV.4. Algorithm BLAST ""Basic Local Alignment Search Tool"
v

v

Utilisé pour la recherche des séquences homologues

Afin de rechercher des régions de similitude entre les séquences de protéines ou de
nucléotides, 1'outil de recherche d'alignement local de base peut étre utilisé pour I’alignement des
séquences a l'aide de bases de données [34].

v A l'aide du programme BLAST, qui est considéré comme étant I'un des programmes bio-
informatiques les plus utilisés pour la recherches des séquences, se fait le calcul de la
signification statistique des correspondances qui se produisent pour l'identification de I'isolat

étudié sur la base du pourcentage d'homologie avec la souche de référence [71].

e L'algorithme BLAST est accessible en ligne sur le site «https://www.ncbi.nlm.nih.gov/».

£ NCBIl  Resources [~ How To ()

Sign in 1o NCBI

=NCBI

National Genter for
Biotechnology Information

All D ~|

\

o COVID-19 Information

Public health information (CDC) | Research information (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | Prevention and treatment i lion (HHS) | Espariol

UNITE
A new NIH initiative to end structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enterprise.

Structural LEARN MORE

Racism
NCBI Home Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (A-Z) The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed
All Resources. biomedical and genomic ion Bookshelf
Chenmicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog Publvied Central
Data & Software BLAST
DNA & RNA Submit Download Learn Nucleotide
Domains & Structures Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a Genome
Genos & Expression into NCBl databases ~ compu tter class or watch a tutorial SNP
Genetics & Medicine Gene
Genomes & Map Protein

PubChem

Homology
Literature

e Procédure pour I'alignement des séquences fongiques (ITS4, EF1-a et LSU)

L’identification de la souche fongique se fait en 4 étapes :

1) Sélectionner le programme BLAST sur la premiére page du site web NCBI

-
<= N

CBI  Resources & How To &

=NCBI

National Genter for
Biotechnology Information

Sign in to NCBI

All D vl

o COVID-19 Information

Public health information (CDC) | Research information (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | Prevention and

ion (HHS) | Espaiiol

UNITE
A new NIH initiative to end structural racism and achieve racial equity in the biomedical research enterprise.

LEARN MORE
[

NCBI Home
Resource List (A-Z)

All Resources
Chemica Is & Bioassays
Data & Software
DNA & RNA

Domains & Structures
& Expression
Genetics & Me:
& Maps

Homology

Literature

Welcome to NCBI

The National Ce
biomedical and

ganiza tion | NCBI News & Blog
Submit Download
Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your

into NCBI databases =~ compu ter
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2) selectionner le type de programme BLAST dans la base de données du site
«https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi»
Il en existe plusieurs, BLASTp, BLASTn, BLASTX, tBLASTN, tBLASTX [34], et dans notre cas

nous avons cliqué sur "Nucleotide BLAST"

Outil de recherche d'alignement local de

base

BLAST+212.0estla!
BLAST trouve des régions de similitude entre les séquences biologiques. Nous avons apporté quelques améliorations & la fagon
Le programme compare les séquences de nucléotides ou de protéines
aux bases de données de séquences et calcule la signification
statistique Apprendre encore plus

& mar. 13 juil. 2021 12:00:00 EST Plus d'actualites BLAST.
Web BLAST

dont BLAST multi-threads et a la quantité de memoire
requise par makeblastdb

BLAST Génomes
Humain Souris Rat Microbes

3) Saisie de requéte ou téléchargement de fichier
Téléchargement du fichier enregistré précédemment (Chromas Pro) contenant la séquence de la

ITS corrigée de l'isolat fongique, sous format FASTA [72].

m) Bibliothéque nationale de médecine des Etats-Unis

- . Connexion
Centre national d'information sur Ia biotechnologie

@ riormations covip-19 B
Informations de santé publique (CDC) | Informations de recherche (NIH) | Données SARS-CoV-2 (NCBI) | ions sur la prévention et le trai (HHS) | Espagnal
BLAST @, suite blastn Accueil Résultats recents  Siratégies enregistrées  Aider
BLAST nucléotidique standard
w exploser blastx tblastn tblastx

Les programmes BLASTN recherchent des bases de données de nucléotides a I'aide d'une requéte de nucléotides. Suite...

Entrer la séquence de requéte

Entrez le(s) 3 d gi(s) ou sé FASTA @ Dégager  Sous-plage de requéte &
e [ ] Nouvelles colonnes ajoutées
G . au tableau de description
g A Cliquez sur « Sélectionner des.
a1 —— colonnes » ou « Gérer les colonnes ».
I‘:‘Hﬂ':";:h“'?e‘ ([ choisir un fichier | Ajicun fichier choisi @

Entrez un titre deseriptif pour votre recherche BLAST @

[J Aligner deux ou plusieurs séquences @

Choisissez I'ensemble de recherche
Basededonnées | (@ Bases de données standard (nr etc.) : () bases de données ARNMITS (O Bases de données génomiques + transcrits () Bétacoronavirus
| collecte de : (nrint) v ]@

Ou bien, on copie/coller la séquence ITS enregistrée précédemment dans un fichier Word dans le
champ de requéte.
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m) U_S. National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

@ covip-18information 8
Public health ion (CDC) | Research i ion (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | ion and treatment i ion (HHS) | Espaiiol
BLAST ® » blastn suite Home RecentResults Saved Strategies Help
Standard Nucleotide BLAST
| blastn  [EEET blastx thlastn thlastx
BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more... Reset page

Enter Query Sequence
Enter accession it EASTA () @ clear Query subrange ©
GGTAS(GBEAC%(:CGCCGWAAACCCCAAcﬁcTaAATGTrGAccTCGEAm om [ | [ TS el 6
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGGCCGGAGGAA Description Table {vew |

T[] Click *Select Columns’ or ‘Manage i
Columns".

Or, upload file Choisir un fichier | Aucun fichier choisi @

Job Title [ ]
Enter a descriptive fitle for your BLAST searcl h @
[ Align two or more sequences @

Choose Search Set

Database @ standard databases (nretc.): O rRNAITS databases (O Genomic + transcript databases () Betacoronavirus
[ Nuclestige collection (nrint) v |@
Options [ L) exciuge

La case entourée en rouge est une boite de dialogue pour saisir une séquence de requéte ou

télecharger un fichier contenant une séquence.

4) Execution du programme BLAST
En cliquant sur le bouton « BLAST » a la fin de la page, la commande exécutera le type réel de
BLAST sélectionné (Nucléotide BLAST), puis attendre quelques instants les résultats s’affiche
sur la page qui se charge. La page s'actualisera automatiquement plusieurs fois avant d'afficher
les résultats du BLAST qui nous indique alors le résultat final contenant toutes les informations

dont on a besoin, principalement I'organisme fongique identifié.

v Pour le choix du marqueur, la séquence LSU est utilisée.

Choose Search Set

Database @® Standard databases (nretc.): O rRNANITS databases (O Genomic +transcript databases () Betacoronavirus
Nucleotide collection (nr/nt) v 1@
Organism

Optional \ L] excluce

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown (2]

Exclude [ wodels perarxp) ) uncutturedrenvi sample sequence
Optional

Limit to [ sequences from type material
Optional
Entrez Query [ | YoulIZB Create custom database
Optional

Enter an Entrez query to limit search (%]

Program Selection

Optimize for @® Highly similar sequences (megablast)
O More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
) Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm Q

Search database i ion (nrint) using (Optimize for highly similar sequences)
(] show resutts in s new window

< Algorithm parameters
r

e Comment ¢a marche?
Le type d’élément qui a le plus d’intérét dans un génome est le géne, c’est-a-dire la sequence
nucléotidique codant pour une protéine, en le comparant a tous les autres organismes déja

séquencés et annotés, on trouve celui auquel il est le plus proche phylogénétiqguement donc, la
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premiere séquence correspondante avec un score maximum de 100 % est considérée comme
I'organisme fongique identifié.

Dans notre étude nous avons choisi les séquences des trois régions d'ADN fongique afin de pouvoir
identifier la souche :

En suivant toutes ces étapes, nous avons comparé les différentes séquences des trois régions de notre
isolat fongique : 1TS4, EF1-a et LSU a d'autres sequences disponibles sur la base de données NCBI et
nous avons alors trouve les différentes souches homologues avec des pourcentages d'homologie différents
pour chacune d'entre elles.

IV.5. MEGA X

— Il est utilisé pour la construction de I'arbre phylogénétique

— Apres I’obtention de nos séquences nucléotidiques, nous allons directement les utiliser dans la
conception d’un arbre phylogénétique utilisant le logiciel MEGA X.

— Pour le choix du marqueur, la séquence LSU est utilisée.

a) Récupération des séquences a partir de la base de données NCBI
v Ouvrir BLAST NCBI sur le navigateur.

v BLAST NCBI - ¥

& c

.com/search;_ylt=AwrISSVGPISh6WUAPUMK24IQ;_ylc GMyBGZyA21jYWZIZ( ANiYmZZUFVve JUZGIPLWSBW... ¥y Vot
BLAST NCBI n Ouvrir une sesslo = HE yahoo!

Q Tous 3 Images > Vidéos @ Actualités A tout moment

Essayez aussi: rdp ribosomal, ncbi, Icl

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool @
i.nim.nih.gov
21 BLASTC:
sequ s well as help
Search Tool NCBI Home

0 infer functional and evalutionary relationships between
members of gene families. BLAST Basic Lacal Alignment

BLAST Home
h Tool
Protein BLAST g Frequently Asked Questions
The BLAST search will apply only to the ]
residues In the The NCBI WWW BLAST server is a

shared resource, and it would.

Primer designing tool @
www.ncbi.nim.nih gov »
Primer-blast ries to find target-specific primers by placing candidate primers on unique template
regions that are not similar to other targets. However, in some cases, primer-blast cannot

dete ght be
helpful (For e

tools » primer-blast v

v Cliquez sur «Nucléotide BLAST».
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¥¢ BLAST NCBI - Yahoo Search - Ac X [B8] BLAST : outil de recherche
C @ blastncbinim.nih.gov,
Outil de recherche d'alignement local de >
base |

BLAST+2.12.0 estla !

Nous avons apporté quelques améliorations a la fagon
dont BLAST multi-threads et a la quantité de mémoire
requise par makeblastdb

BLAST trouve des régions de similitude entre les séquences biologiques.
Le programme compare les séquences de nucléotides ou de protéines
aux bases de données de séquences et calcule la signification

statistique Apprendre encore plus
mar. 13 juil. 2021 12:00:00 EST [ Plus d'actualités BLAST.

Web BLAST

BLAST Génomes

Humain

Rat Microbes

v Coller la séquence «LSU» dans cet espace.

w

BLAST @ » suite blastn Accueil Résultats récents Stratégies enregistrées  Aider

BLAST nucléotidique standard
ser exploser blastx tblastn tblastx

Los BLASTN des bases s do & Paide d'une requéte de nucléotides. Suit

Entrer la séquence de requéte

Entrez le(s) a gi(s) ou FASTA @ Dégager Sous-plage de requéte ©

CCAAAGGGATGCCTCAGTACGGCGAGTGAAGCGBCACAGCTCAATTTGA ~ D N, "
AATCTGGCCGCAAGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGA ) | Ll e
(GGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCE ~ au tableau de description ==
CCGTACGGTAGGACCACCAAGCCTCTGTAAAGCTCCTTICGACGAGTCGA A Cliquez sur « Sélectionner des

S colonnes » ou « Gérer les colonnes ».
I‘:‘:;";‘:‘:“"”" [ ‘Choisir un fichier | Aucun fichier choisi @

Profession [ ]

Entrez un titre descriptif pour votre recherche BLAST @
[] Aligner deux ou plusieurs séquences @

Choisissez I'ensemble de recherche
Base de données | (@) Bases de données standard (nr etc.): () bases de données ARNMITS () Bases de données

] exclure (Ajouter un organisme )

ques + transcrits ()

[ _colecte de (nr/nt) -

Entroz lo nom commun de Forganisme, le binéme ou I o didentificatic 2. Souls les 20 meille onit affichés @
Exclure () Moagles pxxpy () ae 18 Hon ¢
Facultatif
Limiter & [ séquences du matériel type
Facultatif
Requéte Entrez [ ] YoullllT} Créer une base de données per

v Cliquer sur «Détruire» pour lancer la recherche des séquences compatible avec notre
marqueur «LSU».

¥ BLAST N

€ C @ blastnebinim.nihgov/Bl
e fichier
Profession ‘

Entrez un titre descriptif pour votre recherche BLAST @
[ Aligner deux ou plusieurs séquences @

Choisissez I'ensemble de recherche
Base de données | @ Bases de données standard (nretc) ' () bases de données ARNKITS () Bases de données génomiques + ranscrits () Bétacoronavirus

[Coliecte de ides (nr/nt) ~ @
it [ 10 exclure [ Ajuior uin organisme )
Entraz le nom commun de lorganisme, le binéme ou le numéro didentification fiscale. Seuls les 20 mellleurs taxons seront affichés @
Exclure [ modsles (xmxP) [ séquences dréchantillons non cultivéesienvironnementales
Facultatit
Limiter a [ séquences du maténel type
Facultatit
Requéte Entrez [ ] Youfl} Creer une base de données

facultaut Entrez une requéte Entrez pour limiter la recherche @
Sélection de programme

Optimiser pour @ séquences trés similaires (mégablaste)
O sequences plus dissembiabl discan
> séquences un peu similaires (blastn)
Choi: BLAST @

mna:ngmhe dans la base de données Collection de nucléotides (nrint) a I aide de pour des sé trés
| Atficher le: uitats dans une nouvelle fendtre.

v Sur cette page, se dresse la totalité des séquences qui produisent des alignements
significatifs avec notre marqueur «LSU».
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B3 new e s et
Im.nih.gov/Blast.cqi
é pr des aligi g Télécharger ~ des 2 100 ¥ 1] -
tout sélectionner 100 séquences séiectionnées GenBank  Graphigu Arbre de résultats a distance [EEEEMVisionneuse MSA
La description Nom sclertifique | Seore Em;:al:m B L I
- < maximale total %5 E Len
Géne dARN ribosomique de grands sous-unité de Ia souche BbV1 de la souche Sarocladium killens... Sarocladium kil 1044 1044 100% 00  9914% 583 MZ363742.1
Souche de Sarocladium kiliense CBS 145,62 géne d'ARN ribosomique de grands sous-unité._séquen... Sarocladium kili. 1016 1016 100% 00  9828% 865 MHB78541.1
Lasionectria martinicensis souche CBS 129746 géne d/ARN rbosomique de grande sous-unité séqu .. Lasionectia mar... 1016 1016 100% 00  9828% 900 MHE76843 1
Souche da Di digitatum CBS 686 93 gana GARN o grande aous-unhd, sdn . Ok di. 1016 1016 100% 00  9828% 843 MHB74099
Souche de & kiliense CAS 377 70F gane dARN de grande sous-unité_séqu kil 1016 1016 100% 00  9828% 900 MHE71482 1
Souche de § lum kiliensa CBS 377.70C géne dARN de granda sous-unité, séqu ki 1016 1016 100% 00  9828% 899 MHB714791
Souche de Saroel strictum CBS 376 70M géne d'ARN i de grande sous-unité,_séqu.,, S strl 1016 1016 100% 00  9828% 898 MHE71476.1
Souche de Sarocladium kiliense CBS 146,62 géne dARN de grande sous-unité_séquen. . Sarocladium kil 1016 1016 100% 00  9828% 890 MHEEI706,1
Souche de ladium kilense CBS 166.61 géne d ARN il de grande sous-unité_séquen jum kil 1016 1016 100% 00  9828% 896 MHB69563.1
Souche 02499 de Sarocladium killense espaceur ranscritimeme 1, séquence partiells; Géne JARN . Sarocladum kill.. 1016 1016 100% 0.0 9828% 1442 KT878333.1
Souche 01915 de S jum Kiliense espaceur transcrit interne 1, séquence partielle, Géne CARN . Sarocladium kill 1016 1016 100% 00  9828% 1442 KT8783291
Souche 01914 de Sarocladium kiliense espaceur transcritinteme 1, séquence partielle. Géne CARN. - Sarocladium kil 1016 1016 100% 00  9828% 1442 KIBTB328.1
R 11665 DIW-2010 Géna dARN 188, séquence parielle ._espaceur inter n 1016 1016 100% 0.0 98,28% 5147 GQBGETTA
Clone de champignen du solnon cultivé MWGM1TO_C2 Géna d'ARN ribesomique 285, séquence p... champignennon.. 1016 1016 100% 00  9828% 762 EUG92184.1
Clona da du sol non cultivé MWGM1TO_BS Géne JARN 285, séquence p... non.. 1016 1016 100% 00  9828% 762 EUG92178.1
Clone do du sl nen cultivé BPASOI3TO_SG 28S gane ARN Juence pa non . 1016 1016 100% 0.0

4 Cliquer sur «Accession».

¥ BLAST NCBI

<
éq produi des ali ignificatif: Télécharger ~ des ~ [100v | @ -
tout sélectionner 100 séquences séiectionnées GenBank Graphique  Arbre de résultats a distance  [EEEAVisionneuse MSA
La description Nom scientifique | 1Ot Scere LG‘;?:WE st eme I =N oad
< = maximale total | L0 E identifant Lan

Géna dARN (i de grande sous-unit de la souche BbV1 de la souche jum killens... Kil.. 1044 1044 100% 00  9914% 583 MZ363742.1
Souche de Sarecladium kilsnss CBS 145,62 g&na d/ARN ribosomique de grands seus-unité. séquen...Sarecladium kill.. 1016 1016 100% 00  9828%
Lasionectria martinicensis souche CBS 129746 géne d'ARN riboson se de grande sous-unité séqu . Lasionectria mar 1016 1016 100% 00 98,28% 900 MH876842.1
Souche de Dictyosporium digitatum CBS 686 93 géne dARN rlbosemique de grande sous-unité,_seq. .. Dictyosporium di 1016 1016 100% 0o 9828% 843 MHS874099.1
Souche de Sarecladium kiisnss CBS 377.70F géne dARN rbosomique de grands sous-unité. séqu... Sarecladium kili.. 1016 1016 100% 00  9828% 900 MHB71482.1
Souche de S {adium killense CBS 377 70C géne d'/ARN ril de grande sous-unité, séq Sarocladium kili 1016 1016 100% 00 98,28% 899 MHB71479.1
Souche de Sarocladium strictum CBS 376.70M géne d'’ARN ribosomique de grande sous-unité_séqu. .. Sarocladium strl 1016 1016 100% 0o 98,28% 898 MHEB71476.1
Souche de Sarocladium kiliense CBS 146 62 géne d'/ARN ribosomique de grande sous-unité _séquen - Sarocladium kili 1016 1016 100% oo 98,28% 890 MHE69706,1

Souche de jum kilense CBS 156.61 géne d'/ARN ique de grande sous-unité,_séquen kil 1016 1016 100% 00  9828% 296 MHB69563.1

Souche 02499 de Sarecladium klliense espaceur transcrlt Interna 1, séquence parlielle; Géne JARN ... Sarocladium kil 1016 1016 100% 00  9828% 1442 KT878333.1
Souche 01915 de S: kiliense espaceur transcrit interne 1, séquence partielle, Géne dARN i kil 1016 1016 100% 0.0 98,28% 1442 KT878329.1
Souche 01914 de S i kiliense espaceur transcrit interne 1,_séquence partielle, Géne dARN . Sarocladium ki 1016 1016 100% 00 98,28% 1442 KT878328.1
Acremonium sp. 11665 DLW-2010 Géne d'ARN ribosomique 185, séquence partielle ; espaceur inter. .. Acremonium sp. 1016 1016 100% 0o 9828% 5147 GQB867783.1
Clone de du sol non cultivé MWGM1TO_€2 Géna d/ARN il 285 _séquence p non . 1016 1016 100% 00  9828% 762 EUG921841
Clone de du sol non cultivé MWGM1T0_BE Géna dARN ribosomique 285  séquence p non.. 1016 1016  100% 00  9828% 762 EUG921781

Clone de ch on du sol non cultivé BPASOIITO_5G 28S géne dARN rlbosomique, séquence pa... champlgnennon... 1016 1016 100% 0o

1016 1016 100% 0.0

v Cliquer sur « FASTA».

W BLAST NCBI - Vahoo Search - Ac % | [ NCHI Blast: séquence nucléotici X [ Gane d'ARN ribasomique de g

C @ ncbinimnihgov/nucleotide/MZ3¢ < ucltop&blast_rar

[J) Informations coviD-19 -
Informations de santé publique (COC) | Informations de recherche (NIH) | Données SARS-CoV-2 (NCBI) | Informations surla prévention et le traitement (HHS) | Espagnol

GenBank « Envoyer a =

Géne d’ARN ribosomique de grande sous-unité de la souche BbV1 de la souche
Sarocladium kiliense, séquence partielle

Banque Gen : MZ363742.1
Graphiques  EASTA Analyser cette séquence =
Exécuter BLAST

Aller
Cholsissez des amorces.
LOCUS MZ363742 583 pb ADN linéaire PLN 14-IUN-2021

DEFINITION Gine d'ARN ribosomique de grande sous-unité de la souche BbVI de Sarocladium Mettre en évidence les fonctionnaliiés de

séquence
kiliense, A
séquence partielle. Trouver dans cette séquence
ACCESSION MZ363742
VERSTON MZ383742.1
MOTS CLES .
SOURCESaracladium kiliense Informations connexas B
ORGANISME  Sarocladium kiliense
Taxanon

cucaryote ; Chempignons ; Dikarya ; Ascomycota; Pézizemycotine;
Sordariomycites ; Hypocreamycetidae; Hypocréales ; Sarccladiacées ;
Sarocladium.
REFERENCE 1 (bases 1 & 583) Activité récente -
AUTEURS Gahfif,0., Souagui,Y., Bettache,A., Arzouz,Z. et Sadrati, N.

TITRE Optimisation de la production d'endoglucanase & partir de Sarocladium kiliense Eteindre  Déx

souche BbV1 sous fermentation & 1'état solide, utilisant la surface de réponse [ Géne dARN ribosomique de grands sous-
méthodologie unité de la souche BOV1 de Saracla: Huiéorise
JOURNAL Ponte 77 (4/1), 31-55 (2021)
REFERENCE 2 (bases 1 a 583) Volr pius.

AUTEURS Gahfif,0., Sousgui,Y., Bettache,A., Azzouz,Z. et Ssdrati, N

TITRE Soumission directs

JOURNAL Soumiz (@9-1UN-2021) BIOLOGIE, Laboratoire de Caractérization,
e= naturelles, Université Mohamed E1 Bachir -

4 Obtention de la séquence sous format FASTA, préte a étre collée sur Word.
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¥ BLAST NCBI - ¥ Ac X m———
ncbinlm.nih.gov/nuce AZ363742.17report=fa: W oA W
22 NCBI  Ressources (¥) Comment (& Sign in to NCBI
Nucle “Jl | Gz
Avancée Alder

Informations de santé publique (CDC) | Informations de recherche (NIH) | Données SARS-CoV-2 (NCBI) | Informations surla prévention et le traitement (HHS) | Espagnol

| @ rformations coviD-19 [ %]

RAPIDE = Envoyer & =
v Modifier a région affichée -

Géne d'ARN ribosomique de grande sous-unité de la souche BbV1 de la souche
Sarocladium kiliense, séquence partielle
Banque Gen | MZ363742.1
Graphiques  GenBank
5MZ363742.1 Souche de Sarocladium kiliense BbV1 Gine d'ARN ribosomigue de grande sous-

Personnaliser la vue =

Analyser cette séquence
Exécuter BLAST

unité, séquence partielle
CCAAAGGGATGCC TCAGTAACGGCEAGT GAAGLEACAACAGC TCAAATTTGAAATC TEECCCAAGETCC Cholslazez des amarces
GAGTTGTAATTTGTAGAGGATGC TTTTGOCGAGGT GCCT TCCRAGTTCECTGRAACGEGACGCCATAGAG Metire en évidence les fonclionnalités de
GBTGAGAGECCCGTACGGTABGACE ACCAAGE CTCTGTAAAGETCCTTEGACGAGTCAGTAGTTTGAGA séquence
ATGCTGCTCTARATGGGAGGTGTACGTC T TC T AAAGE T AAATAC COGCCAGAGACE GAT AGCGCAC AAGT

AGAGTGATCGAAAGA TT TGAAATTGTT Trouver dans cette séquence
CATTCATGACCAGACTTGGGCT T66TTGAACATCCGECGTTCTCOCCG6TGEACTE TG CAGTCCAGGEC

AGCATCAGTTT GTGGCTCCCTTCGOGGAGTGT TATAGLCCATC

GTGTAATGCCCTOOGOCOGACT GAGGAACGCOCTTCABCACGOATAL TEACETAATGETCATCAATGACC

COTCTAACAACCOCGOABACCARA Infermations connexes

Taxonomie

Activité récente =

Etoindro  Déoager
[5_Géne CARN ribosomique de grande sous- =

v Répéter la procédure avec toutes les especes que nous souhaitons intégrer a 1’arbre

phylogénétique, puis copier la totalité des séquences.

IEETE 0 vovtic theorique doc [54] Documentatf B Lynes.doc I séquencear... final e 5 - (e By Gaiepemum | — X

=SMen | BB P S G o @ENED insetion  Miseenpage  Rétérences Révsion  Affichage  Section  Outils | Outls Etudiant  EndNote s iquez pou e R =
& Times New Roman - 12 SN @ Aa S iE- EE R A 9T paBh(AERCaD: ABbCcDd ABECCDd (o} [
Reproduirela B [ U~ A~ XX A- £ 4 15+ 2 [H- soustitre  Préform. | Listed. Wotedefin o Outils de mot Reehercher et Sdlectionner
mise en forme Remplacer -
2 |2
3
= Sarocladium kiliense BbV1 [E— e &
3
CCAAAGGGATGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTT <>
GAAATCTGGCCGCAAGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGC =
GAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCC -
CCGTACGGTAGGACCACCAAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAG -
=

TAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTGTACGTCTTCTAAAGCTAA
ATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAA @
AAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTTGAAAGGGA
AGCATTCATGACCAGACTTGGGCTTGGTTGAACATCCGGCGTTCTCGCCG
GTGCACTCTGCCAGTCCAGGCCAGCATCAGTTTGCCCCGGGGGATAAAGG
CGGCGGGAATGTGGCTCCCTTCGGGGAGTGTTATAGCCCGTCGTGTAATG
CCCTGGGGUGGACTGAGGAACGCGCTTCGGCACGGATGCTGGCGTAATGG
TCATCAATGACCCGTCTAACAACCGCGGGGACCAAA =

Numéro de page: 1 Page: 1115 Section:1/1 Définir lavaleur: 25em  Ligne:1 Colonne:23  Mots:153  [Z] viritier Vothograpne D8 B=0@& Huws: — —O + 51

b) Conception de I’arbre phylogénétique avec MEGA X
v" Ouvrir MEGA X, puis cliquer sur «Align» puis sur «Edit/Build Alignment».

[1] Molecular Evolutionary Genetics Analysis - =
FR AR R Falp
am TA ™ TT £ '™ L8 e i @ +
s/ U =) \UJ \&J &) O Y SO\

STANCE  DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS SELECTION  RATES CLOCKS  DIAGNOSE

/Bt Alignment
EltView Sequencer Files (Tace)..

@ Open Saved Alignment Session nexus
@ show Web Browser

#  Query Databanks @
(7] B

TIMETREE
o

o = e o o v e o= P

v Cliquer sur «Create a new alignment».
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e

[ Molecular Evolutionary Ge > :
File Analysis Help
L[] TA 251 [ T e =] . e A1 (O] +
N/ N/ N N\ N\ OO\ S\ O\
v DATA  MODELS  DISTANCE  DIVERSITY PHYLOGENY USERTAIN AMCETORS SESMION  mATES  cloeks  Diaanoss
wexws
TMETREE
Alignmant Editor
Select an Option E
oATAMONKEY

® Croate a now alignment
) Open a saved alignment session

) Retrieve a sequence from a file

® Help x) cancel @ ox

Done Leading

RECENT PUBLICATIONS

8 W = @ @ @ ¥ @ @

v Cliquer sur «kDNAw.
[ Molecular Evelutionary Genetics Analysis a
Y E) W) (1) &) @) (&) &) W &)

[ Mx: Alignment Explores
Data Edit Search Alignment  Web  Sequencer Display Help

=B EWmEwre rl «0Oxbxa|+&ar @2aa

Data Type for Alignment
Are you building a DNA or protein sequence alignmernt?

Proten Gancal

RECENT PUBLICATIONS

o ) » & @ S ¥ o

MELP DOCS EXAMPLES  CITATION REPORT BUG  UPDATHS  MEGA LINKS TOOLEAR PREFERENCES

v Coller nos séquences dans I’interface comme suit afin de les aligner.

[ mx: Alignment Explorer

Des  Edi Semch  Allgnment  Web  Seuencer  Display  Help
OB EWE el Fril «0OXDHxa+Har @ g 38
DNA Sequences  Translatad Protein Sequances
Specieatry
1. Sarocladum Hienas 81
2. Sarocladium Hlense C8S 14562
3. Lasinectra martnicenais CBS 1257
4 Dictyosporium digitatum CBS 886 83
5. Sarocladum klenss CB5 156,61
& Acramonium ap. 11685 BLW-2010
7_Saroctadium sp. moler BRG-M 30453
8. Acramonium sp. DYJ2(2) 265
©_ Sarociadium klsnse CBS 377704
10, Acremanium ap. BCC/HEM 7465
11. Sarocladium kilense UW 940(2)
12 Sarociadim ense UW 540
13, Sarociadim lense HKAS 101476
14, Sarociadum lense €85 377.700
15, Saraciadum llense CB5 377.70L
16, Sarociadum llense CB5 377708
17 Acremanium sp. BYG1(2) 265
18, Sarochdum ap. A131 285
19, Sarociadum lense CBS 14662
20, Sarocdiun kienss 06AR
21. Sarochdium 3p. ADHI7 255
22 Sarochdium kienas 2020.HK1
23 Sarochdium kienas GBS 128.21
24 Sarochdium kienas GBS 377 701
28 Soquence 1

>

stex |1 = @with  Ow/o gaps Selected genetic code: Standard |

MEGA X nous donne la possibilité de réaliser un alignement avec deux logiciels différents, dans

notre étude ClustalW est utilisé.
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v Cliquer sur «Align by ClustalW».

[E MX: Alignment Explorer - & =
Dats  Edit  Search e

(=8| Align by Clusta W 0 <M % |+ &«

Align by ClustalV (Cadons)
DNA Sequences Translsted Pr ‘Align by MUSCLE

SpeciesiAbbry Align by MUSCLE (Codans)

Mark/Unmark Site
Align Marked Sites
Unmark All Sites.

Delete Gap-Only Sites

6. Acremonium sp. 11868 DLW-201 Auto-Fill Gaps

7. Saraciadium p. isaler BRC-M
8 Acremonium ap. DYJ2(2) 265
9, Sarociadum kilense CBS 377 704
10. Acremenium sp. BCCIHEN 7485
1. Sarocladium kilense UVY 840(2)
12, Saracladium kilense UVY 840
13, Sarocladium kilense HKAS 101476
14, Sarocladium Kilense CBS 377.700
15. Sarocladium Kilense CBS 377.70L
18, Sarocladium kilense CBS 377.70E
17. Acremanium sp. DYG1(2) 265
18, Sarocladium sp. 4131 285

18, Sarocladium kilense CBS 148,62
20. Sarociadium Kilense 0BAR

21 Sarociadium sp. ADH17 285
22. Sarocidium kilense 2020-HKO1
23, Sarociadium ilense CBS 128.21
24, Sarociadum Kikense CBS 377,701
25, Sequence 1

< >

stes [1 i @with Owogaps Selected genetic code: Standard

v Patienter pendant I’alignement, qui se fait assez rapidement.

t Explorer <] =

Search Alignment Web Sequencer Display Help
Bre ri «0XDBxa+Far @aaasa

DMNA Sequences  Translated Protein Sequences

T <[elll] o o o oI
1. Sarocladium kienss BV CCAAAJGl0GATACCTCAGTAACGOCGAGTGAAGCAGGCAACAGC TEAAAT T TGAAATCTGOCCGCAAGGTCCGART TOTAATTTOTAGAGGATGCTTT
2 Sarochdiumkiense CAS 14582 |G C A TA|T/CAATAAGCGGAGGAAAAAGAAACCAACAGAGATTAGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGACCGCAAD
3. Lasioneciria meriniosnsis CBS 120748@ € A T AlT[C A A TAAGCGGAGGAAAAAGAAACCAACAGAGATTACCTCAGTAACGACGAGTGAAGCBOCAACAGCTCAAATTTGAAATCTOAGCCGCAAG
4. Dictyosporum digtatum CAS 806.09 |A A C T T|AlAGC A TATCAATAAGCGGAGGAAAAAGAAACCAACAGGGATTACETCAGTAACGGCGAGTAAAGCGACAACAGETCAAATTTOGAAATETGS
5. Sarcladium kiens= CBS 18841 | C AT AlT[CAATAAGCGOAGGAAAAAGAAACCAACAGAGATTACCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCBOCAACAGCTCAAATTTGAAATCTOAGCCGCAAG
. Acremonium sp. 11688 DLW-2010 |A TG € T|AlAAAACCCCGACTTCABAAGGAGTATAT T TAT TAGATACAAAACCAATACECTTCGGAACTCTTTOATGATTCATGATAACTATACGAATC
7. Sarociadium ap. lsoler BRC-H 30483 |c AA T AlAlG C GG AGGAAAAAGAAACCAACAGGGAT TGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGEGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCACAAGGTCE GA
8. Acremanium sp. DY12(2) 288 GGaGAlATTATAAGCGGGAAAAGAAACCAACABAGATTOCCTCAGTAACAGACAAGTAAAGCGGCAACAGE TCAAATTTGAAATCTGGEEGCAAGGTE
. Samcladuum kienss CAS 377704 |G C A TA|T|CAATAAGCGAAGGAAAAL TAAAGCGGCAACAGC TCAAATTTGAAATCTGGCCAEAA
10, Acremonium ap. BECW/MEM 7488 [T GCC T|claGTAACGGCBAGTGAAGE TCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGETTTTGAGCGAGET
11, Sarocledum kiense Uws402)  |ac AT AlTlcAATAAGCGOAGGAAAAS GAAGCBGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGAGCCGCAAG
12. Saracladum kilenae UW 840 GCATAlTlcAATAAGCGGAGGAAAA GAAGCBGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCGCAAG
13, Sarocladum kiense HKAS 101476 |GG C T CAlG T AACGGEGAGTGAAGE] Pairwise Alignment CCBAGTTATAATTTGTAGAGGATGCTTTTGACAAGRTS
14, Sarocledum klenae CBS 377.700 |G C A T AlT[C AATAAGCGGAGGAAAA A G TGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCACA
15 Sarockdimidenss €35 37710, |8 € AT A/T/C AATAAGCBBAGBAAAAN  Gap Opening Penalty [ 1500 | 6 AnGCaaCAACABE TCAAAATTTOAAATC TOOECOCA
16, Sarocledum klenae CBS 377,708 |G C A T AlT[C AATAAGCGOAGAAAAA TGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCACAA
7 Amereeiamer OYG1BaE AT TOC[E[TCAGTAACAGCAAGTAA]  GupExtemsionPecaly [ 55 \ oo TCcanaTTaTAATTTATAGARGATAETTTTo0E0AG
18, Sarociadum sp. A131 265 ccTcalolraaccaacaaaTaAAGE CCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGRTS
15. Sarocladum Klense €8S 14662 A GG T T[Q/ACC TCOGATCAGGTAGE A GG AAAAAGAAACCAACAGGGATTGC TCAGTAACGAGES
20, Sarocladium kilense DEAR TAGCA|TATCAATAACGGGCGAGTE Multiple Alignment AAGGTCCGAGTTOTAATTTGTAGAGGATGCTTTTAGEG
21, Sarocladum 3p. ADH17 285 c6GcolAlaTAAAGCGGEAACAGE T A ATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCETTCCAAGT
22, Sarocledum lilense 2020-HKB1 |G GGG G|A|G TGAAGC GGG AACAGE T Gap Opening Penalty | 15.00 | A ATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCEC TTCEGAGT
25. Sarociedum diense CB5 12821 |GGG T A[T[GEC TTCAGTTCACEAE G GCCOCAAGGTCCOAGTTOTAATTTGTAGAGGATGETTT
24. Sarociadum enae GBS 377.701 |7 A G C AlT|WT Y HWTRAKCGGAGGAAS  GopExtension Penalty | ses J B A G TGAAGCOGCAACAGETCAAAT TTOAAATC TGOCCGC
25. Sequence 1
* Matrix

< >
sie#  [1 ] @ with O w/ogaps ) Help X) cancel K Selected genetic code: Standard

[B0 M Alignment Explorer &l
Data Edit Search Alignment  Web  Sequencer  Display Help

OB % EmEwe Frl «0OXDBxa[+#Far @ qg

DNA Sequences Translated Protein Sequences

SpecieaiAbbrv COEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERER
1. Sarocldum Kiiense BoV1 CCAAA|G[GGATGCCTCAGTAACGOCOAGTOAABCOGCAACAGC TCAAATTTGAAATCTGGCCOCAAGGTCCOAGTTOTAATTTGTAGAGGATGL TTT
2. Sarocikaium Kilense CBS 145,62 GCATAlTlCAATAAGCGBAGGAAAAAGAAACCAACAGBGAT TGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGC TCAAATTTGAAATCTGBGCCGCAAG)
3. Lasionectria martinicensis. CBS 128748 G C A TA|T|C AA T AAGC GGAGGAAAAAGBAAACCAACAGGGAT TGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCBGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCGLAAG
4. Dictyosporium digkatum CBS 888.83 |A A C T T|AlAGEC AT ATCAATAAGE GEAGGAAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGEAACAGCTCAAATTTGAAATCETGE
5. Sarocadum kliense CBS 15661 GCATA|TCAATAAGCGGAGGAAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCOAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCGCAAGD
& Acremonium ap, 11885 DLW-2010__|A T G G T|A/AAAACCCCGAC TTCGOGAAGGGGTOTATTTATTAGATAGCAAAACCAATGGCCTTCGGGGCTCTTTGGTGATTCATGATAAGTATACGAATC
7_Sarociadium ap. isoler IBRC.M 30453 |G A A T A|AlGC GGAGGAAAAAGAAACCAACAGGGATTGECTCAGTAACGGOGAGTGAAGC GGCAACAGOTCAAATTTGAAATCTGGECGCAAGGTCCGA
& Acremanium sp. DY.12(2) 265 GGGGAATTATAAGC GBGGAAAGAAAC CAACAGGGATTGCCTCABTAACGGCGAGTGAAGCGOCEAACAGCTCAAATTTGAAATETGGCCGCAAGBTE
9. Sarocidum kilense CBS 377.70A [0 C AT A|T[C AATAAGCOOAGGAAAAAGAAACCAACAGOBOATT CTCAAATTTGAAATCTOOCCOCAA
10. Acremonkim sp. BCCM/HEM 7465 [T GC € T|C|AG TAACGOCGAGTGAAGECGGCAACABE TCAAAT T ClustalW Progress T TGTAGAGGATGCTTTTGGCBAGET|
11, S8rocladium KiNBe UW 8402) |G C AT A|T|CAATAAGC GGAGGAAAAAGAAACCAACAGGGATT ALIGNMENT BY CLUSTALW (00:00:18) TCAAATTTGAAATCTGGCCGCAAG)
GCATA|TCAATAAGC GGAGGAAAAAGAAACCAACAGGGATT e TcasaTTTEAAATCTGGCCGE AN
GCCTC|AGTAACGGCOAGTGAAGCGGCAACAGE TCAAATTTY PARWISE ALIGNMENT T GTAGAGGATGCTTTTGGCGAGATE
14, Sarocladum klense CB5 377,700 |G C AT AlT|CAATAAGCGGAGGAAAAAGAAACCAACAGGGATT AGC TCAAATTTGAAATETGGCCGC Al
15. Sarocladm dlenss CBE STZ70L |GG AT AT[C AA T AAGC GGAGGAAAAAGAAACCAACAGGGATT I (o cTCAAAATTTGAAATGTGGOCGCA
18. Sarocladium kilense CBE 377706 |G C AT A|T|C AAT AAGC GGAGGAAAAAGAAACCAACAGGGATT BCTCAMATTTGAAATCTGGECGC A Al
17. Acremonum 3p. DYG1(2) 265 ATTGC|C|TCAGTAACGGCOAGTOAAGCGOCAACAGETCAAAT MULTIPLE ALIGNMENT AT T TGTAGAGGATOETTTTOGE GAG)
18, Sarocladum sp, A131 265 CCTCAlOTAACGOOCOAGTGAAGCOOCAACAGE TCAAATTT T OTAGAGGATGCTTTTGGCGAGG TG
19. S8roCladlm KiMNBs CBS 14662 [AG G T T|G|ACC TCBGATCAGGTAGGAATACCCGETGAAC TTA [paacaceeaTTGCTCAGTAACGGGC O
20. Sarocladium kiiense 0GAR TAGCA|TATCAATAACGGGCGAGTGAAGCGGCAACAGE TCA T AATTTGTAGAGBATGCTTTTEGCG
21. Sarocladium sp. ADH17 285 CGGCOIAGTOAAGCGEEAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGE lecrTTTeecoAGeTECETTCEGAGT
22, Sarocladum kilense 2020-HK01 |G GG € G|AlG TG AAGCGGEAACAGCTCAAATTTGAAATETGGE CTTTTGGCGAGATGCCTTCCGAGT,
23, Sarocladium klense CBS 12821 |G GG T A|{T/GCC T TCAGTTCAGGGCGAAGTGAAGCGGCAACAGCTTCAAATTTGAAATCTGOCCGCAAGGBTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTT
24 Sarocladium kilenas CBS 377.701 | T A G C A{T/W T Y MW TR AKGCGGAGGAAAAAGAAACCAACAGGKATKSCYYMRKTAACGGCGAAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCGE
25 Sequence 1
< >

Sites ®with O wo gaps Selected genetic code: Sandard |

4 Sauvegarder 1’alignement sous format MEGA, pour cela : il faut cliquer sur «Data» puis
sur « Export Alignment» puis «xMEGA Format».
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[E Mx: Alignment Explorer o b
Edit  Seach  Alignment  Web  Sequencer  Display  Help

B e B we|r «0O XM x aQ+#ar @2 aga

L open .

Open a Recently Used File [N Sequences
Close
Phylogenetic Analysis LIl
B sove sesion S e

Export Alignment MEGA Format
v  DNA Sequences i

Protein Sequences oo MERUSIPAUR Format

WE Tanslate/Untransiste
Genetic Code

Re

Complament I P

Quit

16. Sarociadium kilense CBS 377.70E |~ = = = = = = = = = = % = & % & s o s s s o st o s oo e o s e oo e e e e et e aiaaoaaoioooo
B
B I
B
20. Saraciadium kilense 08AR
21. Saraciadium sp. ADH17 285
22 Saraciadium kilense 2020-HKO1

23. Saracladium kilense CBS 128,21

24 Saracladium kilense CBS 377.701 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . e e e

25 Sequence 1

sitez [ B

with  Ow/o gaps Selected genetic code: Standard

v Donner un nom au fichier.

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

CePC » Bureau

Organiser v Nowveaudossier k- oo EEEEE
G AGABGAACCGETEATTCGEATAATTGET TTTTGCGGETGTECCGALEEE|
B Images ¥ -
Musique e A . . . . . L
WY Objets B vorurment . - S - S - S

Téléchargement:

Vidéos | ‘Whabe  ovoso2121:30  mEGFle |
que MEG File |

23 Sarociadium kilenss CBS 128.21 |- - - - - - - - - - - - - - o S ST
24, Sarocladium kilense CBS 377,701 e .
25 Sequence |

Site #

@ with O wio gaps Selected genetic code: Standard

v Donner un titre au travail puis cliquer sur «Ok» et fermer.

= =]
T T P TS

0 & B 2| E N W lri +«0OXMDBxa+&H ar @3 32
DMA Sequences  Translated Protein Sequences
Spacieaiabbry .
1. Serackedim Hisnas BBV
2 Seracksduum klsnas CBS 14582 |- - . .. . . . .. R R A R R R R A A A A Ll
3 Lanlonecira martmicanals GBS 429748 - - - - - - - - - . ... ... .oo..oooo.ooooLooolllllIIIIITIIIITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIiIiii
4 Ochyosporium dikatum CB5 686,93
5. acremonium a5, 11605 DLW-2010
7. Sarociadum sp. moer BRC- 20450
8._Acremonium sp. DYJ2(2) 265

nae GBS 377,708
10. Acremanim ap. BCCHIMEW 7485,

8. Saracladium

13, SBOCINAIUM KIENSE HIGAS 101476 | = ~ = = ~ = =~ = = == = = = =~ ==~~~ Title T
14, SBOCIAGUM KiKGNBS CBS 77700 |- = - = = = = = - - - - T | - e e e I

Input title of the data
15. Sarociadium kilkense CBS 377.70L | [prres
18, Sarociadium kilense CBS 377.70E |- - .- B R “
17. Acremonium sp. DYG1(2)288 |- - - - - - - - - - oo oo - Ok |

21, Sarocladium sp, ADH1T 285 e - - [ e e - - . . . [ B
22, Sarociadium Kilense 2020-HK01 e e e . . . e e e e e e B
23, Sarocladium kiiense CBS 12821 |- -
A SArCCMMUMIMMBACEEDTTION |- = = = = = = = = = == = = = = = 2222252222222 2:222222:225222:22222:25 22222 2 22222222 2222222222222 :s:2=2==
25, Sequence 1

C) Réalisation de I’arbre phylogénétique.

v' Cliquer sur «Phylogeny».
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CHAPITRE II
e

Molecular Evolustionary Genetics Analysis

Fie  dnasis  Help
uls TA 2] ™ TC £ o 1] @ +
AAAAA moe . o Lecnon clocks oaone

wexus

(=] ) » o (T 3 Y o =z

v Choisir une méthode de construction par exp: la méthode de « Maximum Likelihood».

Melecular Evelutionary Genetics Analysis
File  Analysis Help

AAAAA

@
@
bl
a
@
]
-

T

v Configurer les paramétres de construction de I’arbre phylogénétique.
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5] Molecular Evolutionary Geneties Anslysis =
Filn  Analysis Halp M: Analysis Preferences
() = & o = & - g P9y Recomsucton
' N NS e N N N\
Avian DATA  MODELS  DISTANGE  DIVERSITY PHYLOGENY USERTAEE ANCESTORS SELECT ANALYSIS
Statistical Method =3 Moximun Likelifood
Ta MR avicoeny Test s
= Test of Phylogeny —> | None
> @
SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type —>  Nucleotide TIMETRER
-
Model/Method — | Tamura-Nei model €
RATES AND PATTERNS
Rates among Sites = | Unifarm Rates
>
DATA SUBSETTO USE
Gaps/Missing Data Treatment —> | Use oll sites
>
Select Codan Positions = Nancading Sites
TREE INFERENCE OPTIONS
ML Heuristic Method —> | Nearest-Neighbor-interchange (NN)
Initial Tree for ML =3 | Moke initiol tree outomaticolly (Defoutt - NiyBioh)
>
Branch Swap Filter > | None
RECENT PUBLICATIONS ELEu LG LT
Number of Threads =3 | 3
o W (» ® & v @ e T
WELPDOCE EXAMPLES  CITATION  REPORT UG  UPBATES  MEGALINKS  TOOLBAR PREFERENCES enaorver

v Patienter pendant la réalisation de I’arbre phylogénétique.

[P Molecular Evolutionary Genetics

- X
Fle  Analysis  Help
Uy &) () (& W
e s
HE e
MX: Progress
rocess

Finalizing branch length optimization

STATUS/OPTIONS

RUN STATUS. [
Start time 31/08/2021 221619

Operation Run Time |00:00:12

Status Searching MLree

LogLikelinood | -2427.0591

RECENT PUBLICATIONS

e ™ v @ 8 1 © 0

HELPDOCS EXAMPLES ~ CITATION REPORTBUG UPDATES MEGA LINKS TOOLBAR PREFERENCES pROTOTYPE
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e

1V.6. Soumission de la souche a Genbank
La soumission se fait comme suite :
v" Se rendre sur le site <<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/>>

£ NCBI  Resources (&) How To (&)

GenBank Nucleotice v || ]

GenBank ~  Submit ~ | Genomes v~ = WGS ~  Metagenomes ~ | TPA v~ TSA ~ | INSDC ~ | Other ~

@ covip-19 information a
Public health information (CDC) | Research information (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCBI) | i and treatment i i (HHS) | Espaiiol

GenBank Overview GenBank Resources

GenBank Home

What is GenBank? Submission Types
GenBank ¥ is the NIH genetic sequence database, an annotated collection of all publicly available DNA sequences (Nuclsic Acids Submission Tools
Research 2013 Jan:A1(D1):D36-42). GenBank is part of the International Nucleotide Sequence Databa which compri SemmEsEn e

the DNA DataBank of Japan (DDBJ). the European Nucleotide Archive (ENA), and GenBank at NCBI. These three. o Search G

data on a daily basis. Update GenBank Records

A GenBank release occurs every two months and is available from the fip site. The release notes for the current version of GenBank provide
detailed information about the release and notifications of upcoming changes to GenBank. Release notes for previcus GenBank releases
are also available. GenBank growth statistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division are available from each
release.

An annotated sample GenBank record for a Saccharomyces gene der many of the features of the GenBank fiat file
format

Access to GenBank
There are several ways to search and retrieve data from GenBank.

- Search GenBank for sequence identifiers and annotations with Entrez Nucleotide
- Search and align GenBank sequences to a query sequence using BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). See BLAST info for
more information about the numerous BLAST databases

Search, link, and download progr. y using NCBI e-utilities.

The ASN.1 and flatfile formats are available at NCBI's anonymous FTP server: fip://ftp ncbi.nim nih gov/ncbi-asn1 and

fip:liftp.ncbi nim.nih.gov/genbank.

v Dérouler le menu "Submit" et cliquer sur "Banklt

GenBank Submit v Genomes ~ WGS « Metagenomes ~ TPA « TSA ~ INSDC « Other ~
Submission Tools

o CO| Submission Types

Handbook

Bankit {b

biZasn

ch information (NIH) | SARS-CoV-2 data (NCB)) | and. {HHS) | Espadiol

GenBank Resources
GenBank Home

GenBank Overview

What is GenBank? Submission Types
Submission Ty

GenBank ® is the NIH genetic database. an of all publicly available DNA sequences (Nucleic Acds S 00l

Research 2013 Jan 41(D1).D36-42) GenBank is part of the International Nucleotide S Database Collaboration, which

the DNA DataBank of Japan (DDBJ), the European Nucleotide Archive (ENA), and GenBank at NCBI. These three org Search Ge

dais ofs adalybasie Update GenBank Records

A GenBank release occurs every two months and is available from the fip site The release notes for the current version of GenBank provide %

detailed information about the release and notfications of upcoming changes to GenBank Release notes for previoyus GenBa
also available GenBank growth stalistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division are available from each

g
format

c cerevisiae gene many of the features of the GenBank flat file

Access to GenBank

he rch and retrieve data from GenBank

e are several ways to se

- ch € nce ide rs and annota

v Indiquer le type de la séquence

Banklit

Log in or register to submit or view
previous submissions

Submit new sequences to GenBank

What type of sequence data do you have?
SARS.Cov2 @ Need to update a GenBank record?

® Ribosomal RNA (rRNA}) or rRNA-ITS Request updates to accessioned records per the GenBank update page

Metazoan (multicellular animal) COX1
» Influenza virus

O Norovirus

Dengue virus

O Eukaryotic and Prokaryotic Genomes (WGS or Complete)
Transcriptome Shotgun Assembly (TSA)

Unassembled sequence reads (SRA)

Sequence data not listed above (through Bankl!t): mRNA, genomic DNA,
organelle, ncRNA, plasmids, other viruses, phages, synthetic constructs

Need help? Contact GenBank user services at info@ncbinim.nih.gov.
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v Soumission de la séquence de notre souche fongique Sarocladium kiliense BbV1
SmeiSSion Portal Home My submissions Templates My profile
GenBank @QUIELLELE) «ci=

0 Note: Submit only ribosomal RNA (rRNA), rRNA-ITS, COX1, Infl irus, Dengue

or SARS-CoV-2 sequences here.
All other submission types should use one of the alternate submission tools (e.g. Banklt, thi2asn,
etc.)

Attention: If you have corrections to an existing submission with status:

* Processed-error: use the FIX button to correct a submission.
* Queued or Processing: email your request with the Submissien ID.
« Processed: follow these directions and email your request with the Accession numbers.

Do not create a new submission to fix or update an existing submission whose status is Queued,
Processed-grror, Processing, or Processed!

v En cliquant sur le bouton "New submission™ le processus de soumission commence, ce
dernier est constitué de 9 étapes :

GenBank submission: SUB10297398

New

1 SUBMISSION TYPE 2 SUBMITTER 3 SEQUENCING TECHNOLOGY 4 SEQUENCES 5 SEQUENCE PROCESSING 6 SOURCE INFO 7 SOURCE MODIFIERS 6 REFERENCES

9 REVIEW & SUBMIT

1. Type de soumission

Submission Type © Required fields are marked with % asterisk

% What do your sequences contain?

@ rRNAof IRNAITS©

() cox1 from metazoan mitochondria @

(O) SARS-CoV-2, Influenza, Norovirus, or Dengue virus

% What type of rRNA or rRNA-ITS?

(O Prokaryotic rRNA or rRNA-IGS

@ CEukaryotic nuclear rRNA or rRNA-TS

O Eukaryotic organelle rRNA (mitochondrial or chloroplast)

% What do these eukaryotic nuclear rRNA or rRNA-ITS sequences contain?

@ contains rRNA-ITS region (for example, sequences contain internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA and internal transcribed spacer 2)
O small subunit rRNA only (18S rRNA)

O large subunit rRNA only (28S rRNA)

O ITS1 only (sequences contain internal franscribed spacer 1 only)

O ITS2 only (sequences contain internal transcribed spacer 2 only)

Submission title (Optional, not displayed in final records) @
‘ IDENTIFICATION MOLECULAIRE DE LA SOUCHE FONGIQUE BbV1

<=
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2. Informations sur le soumetteur

Submitter € Required fields are marked with % asterisk

Affiliation

© The information you give here will be displayed in the final sequence records.
For address details, provide the primary address where work was done to generate the data in this
submission.

* Submitting organization * Department

‘ Laboratory of Characterization, Valorizat ‘ ‘ BIOLOGY ‘

* Street * City State/Province * Postal code * Country
‘ EL ANNASER ‘ ‘ BORD BOUARR[‘ ‘ BORD BOUARR[‘ ‘ 34000 ‘ ‘ Algeria
Contact information

@ GenBank may use this information to contact you about your submission, it will not be displayed in
the final sequence records.

* Email (primary) % Email (secondary)

‘ millerines834@gmail.com ‘ ‘ bettache84@hotmail fr © Please provide an altemnate email address to ensure that messages are received
* First (given) name  Middle name % Last (family) name

‘ azzeddine ‘ ‘ ‘ ‘ Bettache

Phone @ Fax @

m Update my contact information in profile

3. Technologie de séquencage

Sequencing Technology O Required fields are marked with % asterisk

Method

* What methods were used to obtain these sequences? ©
Sanger dideoxy sequencing

() 454

(] Helicos

() Mumina

() lonTorrent

(] Pacific Biosciences

() soLiD

() other

Assembly state

These sequences are:
@ Unassembled sequence reads
O Assembled sequences (each sequence was assembled from two or more overlapping sequence reads)
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e

4. Importation de la sequence

Sequences  Require fied are marked with % asterisk

Release date

(0 Note: Release of BioProject or BioSample s also triggered by the release of inked data.

s When should this submission be released to the public?
@ Release immediately following processing

O Release on specified date or upon publication, whichever is irst

v Importer la séquence sous Format FASTA en cliquant sur le bouton "choose file" puis
cliquer sur "Continuer™ pour continuer le processus.
Sequences

# Upload a nucleotide FASTA formatted file.

.f. Choose file Jor drag and drop it here

@ If you have multiple sequences, all of your sequences need to be in one file. Help on FASTA file.
Example FASTA nucleotide format:

>Seql
aaccgatatagagatagtgatccgatatagagagagga
>Seq2
gtacgataaagagatagtgatccgatatagagagagga

@ Use the latest version of the Aspera Connect plugin for faster file uploads. If a pop-up box about ‘fasp
protocol' is displayed, click 'Allow’ or ‘Open' to let Aspera Connect handle file uploads more efficiently.

L B

5. La source de lI'information

Source Information © Required fields are marked with % asterisk

Distinguishing Identifier for Source

GenBank requires a unique source identifier for each in your ission. Which of these

source modifiers would you like to use to uniquely identify each sequence in your submission?
@ Isolate

() strain

(O Clone

(O Cultivar

() Breed

(O) Culture-Collection
(©) Specimen-Voucher

@ See descriptions of these fields.
If you want to provide more than one of these identifiers, choose one here and you will be able to add
more on the next page.
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6. Modificateurs de source
Représentent un ensemble défini de champs descriptifs utilisés pour collecter des informations
sur notre sequence. Pour chaque séquence, GenBank a besoin du nom scientifique de I'organisme
qui a été séquence.

Apply source modifiers

% Organism @

‘ Sarocladium kiliense

* Isolate @
BbV1

Other source modifiers

Strain & ©Addfield

7. Références

References © Required fields are marked with % asterisk

Sequence authors

Who should be publicly credited as the submitter of this sequence data? Enter authors below. :: Drag and drop to reorder authors.

Sequence authors from your recent submissions (Optional)

‘ Gahfif,0, Souagui,Y., Bettache,A,, Azzouz,Z. and SadratiN. § ‘ [ Apply sequence authors

* First (given) name MI® % Last (family) name Delete © Names will appear in your records as:
‘ Bettache ‘ l:l | azzedine ‘ - azzedine ,B.

© Add another sequence author

Reference

References from your recent submissions (Optional)

‘ Optimization of endoglucanase production from Sarocladium kiliense strain BbV1 under solid state fermentati... 4 ‘ [ Apply publication l

. Mettre la référence de la publication, le journal si elle est publiée en indiquant I'année, le

volume, pagination ainsi que la référence des auteurs.

8. Examiner et soumettre
C'est la derniere étape qui permet de revoir notre soumission afin de confirmer que toutes les
informations soient correctes.

La soumission est alors achevée en cliquant sur le bouton "Submit".
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

l. Caracteérisation macro-microscopique

> Les caracteres macroscopiques de la souche fongique sont :

- Une croissance lente sur PDA.

- Les caracteristiques de la colonie étaient cotonneuses

- La couleur du mycélium produit varie du blanc au jaune clair, se transforme en orange péle
avec l'age et en orange péle en vue inverse.

> Les caracteres microscopiques de la souche fongique sont :

- Les hyphes sont cloisonnés et hyalins

- Conidiophores constitués de phialides simples ou de courtes branches latérales

- Les phialides sont aciculaires et tres étroites

- leurs conidies sont cylindriques, disposées en tétes gluantes, groupées dans la méme lignée.
D'aprés 1’étude morphologique, nous avons pu identifier la souche. Cette derriére appartient au
genre Sarocladium. Dans le but d’une identification approfondie et pour confirmer les résultats
de I’é¢tude morphologique, un séquencage des différentes régions de I’ADN (ITS, EF1-a et LSU)
de la souche a été effectue. Différents traitements bio-informatiques ont été effectués dans le but
de lire, corriger, et aligner les séquences obtenues lors des différents séquencages, dans le but

d’avoir des résultats sdrs et crédibles.

Il.  Traitement bio-informatique
> Les séquences homologues aux régions ITS, EF1-a et LSU avec 1'algorithme BLAST
s Larégion ITS4 :
Liste des premiéres séquences trouvées dans la base de données, homologues a la

séquence d'ITS4
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Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download v [B Select columns ~  Show 2]
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance free of results — [EMSA Viewer
o Max | Total Query E Per
Desclpmn Sclenllﬁ:Name core Score  Cover value Ident Acc'Len ReREsET
v v v v v

Fusarium asiaticum isolate 27a intemal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene. .. Fusarium asiati... 326 926 9% 00 9941% 526 KY272778.1

Fusarium graminearum voucher RIFA 83 185 ribosomal RNA gene, parfial sequence; internal transcribed ... Fusarium grami... 926 926 97% 0.0 10000% 572  KF624778.1

Fusarium graminearum isolate 3HZ Fg3 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal tra... Fusarium grami... 922 922 97% 00 9980% 548  MK780229 1

Fusarium asiaticum isolate 102a internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal RNA gen. .. Fusarium asiati... 922 922 9% 00 9922% 520 KY2728471

Fusarium graminearum isolate 44a internal transcribed spacer 1_partial sequence; 5 83 ribosomal RNA g Fusarium grami. 922 522 9% 00 9903% 517 KY2727911

Fusarium graminearum isolate 3HZ Fg2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: intemal tra .. Fusarium grami.. 920 520 97% 00 9980% 560  MK780225 1
Fusarium asiaticum isolate Fs-XT4 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA g... Fusarium asiati... 920 920 98% 00 99.41% 522 MZ089683.1

Gibberella zeae isolate SMCD F7 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer... Fusarium grami... 920 920 9% 00 99.80% 554 HQ3331851

Fusarium asiaticum isolate 3a internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.6S ribosomal RNA gene ... Fusarium asiati... 318 918 97% 00 9960% 533 KY272755.1

Fusarium graminearum isolate 13 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA ge. .. Fusarium grami... 317 97 97% 00 9960% 548  MFB00906.1

Fusarium graminearum isolate 4 internal transcnibed spacer 1, partial sequence; 5.85 nbosomal RNA gen. .. Fusanium grami... 317 97 9% 00 9960% 533  MFB00905.1

Fusarium graminearum isolate 99a internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.83 ribosomal RNA g... Fusarium grami... 917 97 9% 0.0 99.02% 517  KY272845.1

Fusarium asiaticum isolate §5a internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene... Fusarium asiati... 317 97 9% 00 99.02% 521 KY272831.1

<< N<B<E<N<N<N<B<E<H<N<N<N<]

Eusarium graminearum isolate 34a internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.83 ribosomal RNA g... Fusarium grami... 917 97 9% 00 99211% 520 KY2728301

% La région EF1-a:

Graphic Summary

Sequences producing significant alignments Download v [ Manage Columns ' Show ]
[ select all 0 sequences selected =

Besrar Scientific Common Max  Total Query E Per.  Acc Aetesson

v Name = Name w  Score Score Cover value Ident | Len
v v v v v v v
D Acremonium sp. 11665 DLW-2010 translation elongation factor 1 alpha (ef1-alpha) gene partial cds  Acremo... NA 885939 961 961 97% 00  9925% 1681 Q867221
D Acremonium sp. K5225-15-1 EF-1 alpha gene for translation elongation factor Acremo... NA 428233 893 893 90% 00  9939% 791 AB2948451
D Acremonium sp. K5225-13-3 EF-1 alpha gene for translation elongation factor Acremo... NA 428281 893 893 90% D0  9939% 791 AB294846.1
D Acremonium sp. K5217-2-3 EF-1 alpha gene for translation elongation factor Acremo... NA 428230 830 880 90% 00  9879% BO3 AB2948451
D Acremonium sp. K5225-6-1 EF-1 alpha gene for translation elongation factor Acremo... NA 428236 870 870 87% 00 9979% B02 AB294851A1
D Acremonium sp. K5225-19-1 EF-1 alpha gene for translation elongation factor Acremo... NA 428234 865 865 87% 00 9958% B03 AB2948491
D Acremonium sp. K5217-2-2 EF-1 alpha gene for translation elongation factor Acremo... NA 428279 865 865 87% 00 9958% B804 AB2948441
D Acremonium sp. K5225-19-2 EF-1 alpha gene for translation elongation factor Acremo... NA 428235 859 859 86% 00  9958% 8O0 AB294850A1
D Acremonium sp. K5225-14-3 EF-1 alpha gene for translation elongation factor Acremo... NA 428282 859 859 87% 00  9937% 795 AB294847A1
D Sarocladium kiliense isolate RIPS(A) translation elongation factor 1-alpha (TEF1) gene, partial cds  Sarocla... NA 45277 BS6 @56 B6% 00  99.57% 719 MK7524589.1
D Sarocladium kiliense isolate E2C(33) translation elongation factor 1-alpha (TEF1) gene, partial cds ~ Sarocla... NA 45277 856 856 B86% 00 9957% 674 MK7524881
D Sarocladium kiliense culture ICMP:2527 translation elongation factor 1 (EF1a) gene, partial cds Sarocla... NA 45277 B854 854 B6% 00 9957% 629 MGB57203.1
D Sarocladium kiliense strain CBS 400.52 translation elongation factor 1-alpha (tef1) gene, partial cds  Sarocla... NA 45277 B854 854 B88% 00 9696% 484 KM2319851
) D Acremonium sp. BCCMIHEM 7465 culture-collection BECM/IHEM:7465 translation elongation fact... Acremo... NA 1582473 462 462 46% 1e-125 100.00% 250 KJ1264151 1
' ‘

Liste des premiéres séquences trouvées dans la base de données, homologues a la séquence d'EF-a

X La région LSU
v’ Liste des premiéres séquences trouvées dans la base de données, homologues a la séquence
LSU
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Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download * [ Select columns ShDW 0
@ selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distance free of resulfs  [IEMSA Viewer

Descrlpl\on Scientwﬁ: Name STE; ;S :1 8232; vafue I:zr:t AL\:CH Accession

v v v v v v

Sarocladium kiliense strain BoV1 large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Sarocladium kilie... 1077 1077 100% 00 10000% 583 MZ3637421
Sarocladium sp. isolate IBRC-M 30453 large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Sarocladiumsp. 1035 1035 96% 00  9965% 583 MN128534.1
Sarocladium kiliense strain CBS 145.62 large subunit ibosomal RNA gene, partial sequence Sarocladium kilie... 1035 1035 9% 00 9965% 865 MHB78541.1
Lasionectria martinicensis strain CBS 125746 large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Lzsionecinamar... 1035 1035 9% 00 9965% 900 MHB76842.1
Dictyosperium digitatum strain CBS 636,93 large subunit nbosomal RNA gene partial sequence Dictyosporum di... 1035 1035 96% 00 9965% 843 MHE74099.1
Sarocladium kiliense strain CBS 377 70F large subunit ribosomal RNA gene _partial sequence Sarocladium kilie. .. 1035 1035 96% 00 9965% 900 MHE714821
Sarocladium kiliense strain CBS 377.70C large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Sarocladium kilie . 1035 1035 96% 00  9965% @899 MHET14791
Saroc|adium strictum strain CBS 376.70M large subunit ribosomal RNA gene. partial sequence Sarocladium stri... 1035 1035 96% 00  9965%% 898 MHET1476.1
Sarocladium kiliense strain CBS 146 62 large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Sarocladium kilie.. 1035 1035 96% 00  996%% 890 MHGBARIT7O06.1
Sarocladium kiliense strain CBS 156,61 large subunit ribosomal RNA gene _partial sequence Sarocladium kilie . 1035 1035 96% 00  9965% @896 MHER95631

Sarocladium kiliense strain 02499 intenal transcribed spacer 1, partial sequence; 585 nbosomal RNA gene an... Sarocladium kilie... 1035 1035 96% 00  99.65% 1442 KT878333 1

Sarocladium kiliense strain 01915 intemal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 85 ribosomal RNA gene an... Sarocladium kilie.. 1035 1035 96% 00  99.65% 1442 KT6783291

L’utilisation en premicre intention de la région ITS et en seconde intention celle des régions LSU
et EF1-alpha, tous les échantillons ont été séquencés avec succes.
Les trois tableaux désignent les séquences homologues de la souche en utilisant les séquences
des différentes régions ITS4, EF1-a et LSU et donc représentent les descriptions qui nous ont
permis d'identifier les séquences que nous recherchons.
Les premiers résultats de BLAST avec le plus haut taux d'homologie ont été extraits pour les
trois régions, afin pouvoir identifier notre souche.
a. La séquence de la région ITS4 donne un score d’homologie de 100% avec «Fusarium
graminearums
b. La séquence de la région EF-a a abouti a un score de 100% mais n'a permis l'identification qu'au
rang du genre contrairement a la deuxiéme souche avec un taux tres élevé de 99,96
correspondant a «Sarocladium kiliense strain»
c. La séquence de la région LSU donne un score d’homologie de 100% avec «Sarocladium
kiliense »
= I faut savoir que Le score d’identification donné en pourcentage est considéré comme
satisfaisant pour I’identification au rang d’espéce lorsqu’il est > 97%. Concernant le
pourcentage de recouvrement, appelé communément Query Cover (QC), il est jugé
correct lorsqu’il est > 95% ; il correspond au pourcentage de la séquence a analyser qui

est alignée sur une séquence de la base de données, plus ce pourcentage est faible moins
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I’identification est pertinente, et ce malgré un score ¢levé d’identification.
Les travaux de ce mémoire ont abouti a la mise en pratique d’une technique de séquencage aux
performances maitrisées et satisfaisantes.
Nous remarquons que les trois régions de I'ADN de la méme souche ont présenté des
identifications différentes pour un méme score d’identification. On aurait pu nous contenter du
résultat de la région ITS4 mais le séquencage ITS n’était pas suffisant pour déterminer l'espéce,
vu la non-compatibilité de 1’aspect microscopique. Il a semblé plus pertinent d'identifier notre
souche en tenant compte la région EF1-alpha et LSU pour croiser les informations et avoir un
résultat plus précis.
Les identifications se sont averées différentes a celles obtenues avec le séquencage de la région
ITS, mais la région LSU a été correctement identifiée au rang d'espece avec un score
d'identification de 100% en plus d'étre la plus compatibles avec l'aspect microscopique et
macroscopique de la souche. La conclusion débouche ainsi sur le résultat Sarocladium kiliense.

I11. Correction des séquences avec ChromasPro et BioEdit

Les séquences finales corrigées des trois régions LSU, 1TS4 et EF1-alpha obtenues grace aux

deux logiciels bio-informatiques sont les suivantes.

ITS4:

TAACAGATTAAATCCAAACCCCTGTGAACATACCTTATGTTGCCTCGGCGGATCAGC
CCGCGCCCCGTAAAAAGGGACGGCCCGCCGCAGGAACCCTAAACTCTGTTTTTAGT
GGAACTTCTGAGTATAAAAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGAGCTGCAG
TCCTGCTGCACTCCCCAAATACATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAA
TTTACACATCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA
TGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGGCCG
GAGGAA

LSU:

CCAAAGGGATGCCTCAGTACGGCGAGTGAAGCGGCACAGCTCAATTTGAAATCTGG
CCGCAAGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCCTTCCGAGT
TCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTAGGACCACCAAGC
CTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAG
GTGTACGTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGT
GATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTG
AAAGGGAAGCATTCATGACCAGACTTGGGCTTGGTTGAACATCCGGCGTTCTCGCCG
GTGCACTCTGCCAGTCCAGGCCAGCATCAGTTTGCCCCGGGGGATAAAGGCGGCGG
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GAATGTGGCTCCCTTCGGGGAGTGTTATAGCCCGTCGTGTAATGCCCTGGGGCGGAC
TGAGGAACGCGCTTCGGCACGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAATGACCCGTCTAA
AACCCCGGGACCAA

EFl-alpha:

CCAGTCCGGCGCGATATGAGAATAGCGCAGTCAGCCTGGGAAGTACCAGTGATCAT
GTTCTTGATGAAATCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAAGTCTGGTTAGTGACTGCTGA
TGAGGGTGGTACATGGGAGGGGTGAACATACCGATGACGGTGACATAGTACTTGGG
AGTCTCGAACTTCCAGAGGGCAATGTCGATAGTGATACCACGCTCACGCTCAGCCTT
CAGCTTGTCAAGGACCCAAGCGTACTTGAAGGAACCCTTGCCGAGCTCGGCGGCTTC
CTGTTGATCAAAAAGTCAGTCACAGTTCAGGCGGTCATCATTTCCTGGTCGCTGCCT
TCGCGCCCGTGGTCCAAACGCATTTGCAGTGGCGGGGTAAATTTGCAGCCCCACCAA
CAGATAAGCGCCGTGAAAAATTGTGCGACTTCAGTGAGGGGTCGTAACAAGATTCG
AGCAGACGGCGGGCACAAACGCAGCAGCTAGGAAATTGAGGCGAGAATCGCGGGA
CTGTCACGAACCTTCTCGACTTTCCTCAATGAAA

IV. Arbre phylogénétique construit par MEGA X

La diversité taxonomique de Sarokladium Kiliense nous permettra d’envisager I’exploration des
liens phylogénétiques entre d’autres espéces de champignons, la conception de [’arbre
phylogénétique a eté faite par le logiciel MEGA X selon 1’analyse de Vraisemblance de
Maximum Likelihood (ML) basée sur le modele a deux paramétres montant ainsi la position

taxonomique de notre souche.

Sarocladium sp. A131 28S
Sarocladium kiliense HKAS 101476
Acremonium sp. 11665 DLW-2010
Sarocladium kiliense CBS 146.62
Sarocladium kiliense UW 940(2)
Sarocladium kiliense CBS 377.70L
Sarocladium kiliense CBS 377.70E
17% | | Lasionectria martinicensis CBS 129746
Sarocladium kiliense CBS 145.62
Dictyosporium digitatum CBS 686.93
1% W sarocladium kiliense CBS 156.61
Sarocladium kiliense CBS 377.700
Sarocladium sp. isoler IBRC-M 30453
12% | @ Sarocladium kiliense Bbv1
Sarocladium kiliense CBS 377.70A
Sarocladium kiliense UW 940
_I- Acremonium sp. DYJ2(2) 26S
11% ' Acremonium sp. DYG1(2) 26S
19% Sarocladium kiliense 06AR
% * Sarocladium kiliense 2020-HKO01
Sarocladium kiliense CBS 128.21
Sarocladium sp. ADH17 28S
Sarocladium kiliense CBS 377.701
| Bifidobacterium breve JCM 7017(2)
12% Bifidobacterium breve JCM 7017

16%) Acremonium sp. BCCM/IHEM 7465
17%‘l

17%
12]

>

17%

Figure 2 : Arbre phylogénétique de Sarocladium kiliense BbV1 gérérée par le logiciel MEGA X
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> Arbre phylogénétique générée par le logiciel MEGA X selon I’analyse de Vraisemblance
de Maximum Likelihood (ML) basée sur le modele a deux paramétres, résultant de 1’alignement
des données de séquences «LSU», de la souche Sarocladium Kiliense BbV1 montrant la
position taxonomique de cette derniére.

> L’arbre phylogénétique est enracinée avec Bifidobacterium berve JCM 7017(12) et
Bifidobacterium berve JCM 7017.

> Le pourcentage de couverture des données pour les nceuds internes sont données aux
neeuds.

V.  Lasoumission de la souche Sarocladium kiliense BbV1

Aprés avoir suivi toutes les étapes de la soumission, le numéro d'accession Genbank a été
attribué a notre souche et a été envoyé par e-mail apres quelques jours.

Pour soumettre une séquence a NCBI, il est important de s'assurer que cette derniere soit correcte
et qu'elle soit sous format fasta, c'est a dire qu'elle comporte deux lignes, la premiere étant la
description et la deuxieme pour la séquence.

Le numéro d'accession attribué est le suivant : SUB9820472 Sarocladium MZ363742
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Conclusion générale et perspectives

La bio-informatique est une discipline qui a une grande trajectoire et les questions auxquelles
elle apporte des réponses sont multiples, la biologie et la microbiologie ne peuvent que s’embellir
de cette discipline, donne du sens a I'analyse des données, identifie les vides ou les erreurs dans les

informations, planifie les expériences pour valider et compléter les connaissances.

L'objectif de notre travail est de contribuer a corriger une lacune d'identification d'un isolat
fongique procuré par le laboratoire de caractérisation et valorisation des ressources naturelles de
I'université Mohamed EI Bachir El Ibrahimi, Bordj Bou-Arreridj en Algérie. Malgré I'identification
de ce dernier par une observation macroscopique et microscopique qui S'était avérer étre

«Sarocladium kiliense», le résultat restait incertain vu la ressemblance avec d'autres souches.

Dans ce projet de fin de cycle, une méthode d’identification compléte des champignons
filamenteux est proposée. Celle-ci est basée sur 1’analyse moléculaire de la diversité des séquences
des différentes régions d’ADN ribosomal, la région ITS (Internal Transcribed Spacer), la région
TEF1-a (Translation Elongation Factor 1-alpha) et la région LSU (part of the 28S ribosomal RNA
gene). Elle met I’accent sur I’importance de chaque étape, que ce soit I'extraction de I'ADN
fongique, I'amplification PCR et le séquencage ou alors le plus important qui était 1’'usage des outils
bio-informatiques, qui nous ont permis de corriger et d'aligner les séquences obtenues et méme de
construire l'arbre phylogénétique ce qui nous montre que ces derniers sont indispensables pour
I'identification correcte de notre souche fongique.

Au terme de ce travail, il en ressort que les méthodes d'identification fongique bio-
informatiques sont complémentaires aux méthodes conventionnelles qui seules ne donnent pas des
résultats fiables. Il serait donc intelligent de ne pas hésiter a croiser les informations des deux
méthodes. Par ailleurs, I'obtention des sequences des trois régions de I'ADN "ITS4, EF1-alpha et

LSU" facilite I'identification fongique.

La caractérisation moléculaire de notre isolat fongique par traitement bio-informatique nous a
permis de savoir que notre souche correspondait a "Sarocladium kiliense BbV1 large submit
ribosomal RNA gene. Partial sequence" dans la banque de données NCBI aprés l'avoir soumis.
Nous pourrons donc envisager 1’enrichissement des banques de données par la soumission de

nouvelles séquences, permettant ainsi I’utilisation de ces séquences dans des études ultérieures.
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Dans ce contexte de microbiologie moderne, qui place les champignons non plus dans des
tubes a essais ou des boites de Pétri, mais dans leurs biotopes naturels, la génomique fongique est
sans nul doute la discipline qui peut apporter des réponses. Cette discipline de la biologie qui
combine expertise en microbiologie et en bio-informatique répond a plusieurs questions, notamment
sur les capacités de pathogénicité des champignons mais également leurs potentialités métaboliques,
la plasticité des génomes, 1’acquisition ou la perte de fonctions et I’adaptation aux environnements.
Notre travail démontre que la vérification et la validation des resultats de bio-informatique est un
travail nécessaire, que les machines les plus performantes, leurs algorithmes et logiciels, ne sont pas
capables de donner du sens aux phénomenes biologiques sans I'intervention humaine. Il est donc
nécessaire de se former, et cela en permanence, aux nouvelles technologies et nouvelles

méthodologies.
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Résumé

Ce travail a pour objectif d’effectuer une analyse bio-informatique d’un extrait fongique
provenant du Laboratoire de Caractérisation, Valorisation des Ressources Naturelles, Université
de Mohamed EI Bachir El lbrahimi, Bordj Bou-Arreridj, afin de 1’identifier.

En premier lieu Des observations macroscopiques et microscopiques ont été réalisées. Donnant
ainsi des résultats pas trés satisfaisant, ce qui nous a motiver a I’identifier a I’aide d’autres
méthodes.

Une identification moléculaire de 1’isolat fongique, a donc été réalisée en effectuant une
caractérisation moléculaire en premier lieu qui nous a fourni les séquences des différentes
régions 1TS4, EF-a et LSU, ces derniéres ont servi d’atout pour 1’analyse bio-informatique.

Ses séquences ont éeté traitées par divers outils et logiciels bio-informatique : le logiciel
Primer3Plus a été utilisé pour la conception des amorces utilisées lors de la PCR, les logiciels
Chromas et BioEdit ont été utilisés pour 1’alignement et la correction des séquences issus du
séquenceur, la base de donnée BLAST NCBI nous a ensuite permis de comparer les séquences et
les identifier comme étant Sarocladium kiliense BbV1. Par ailleurs le logiciel MEGA X nous a
permis de construction arbre phylogénétique. Et finalement notre souche a été soumisse a

GenBank par I’intermédiaire de Banklt.

Mots Clés: Isolat fongique, bio-informatique, Sarocladium kiliense BbV1

Abstract
This work aims to perform a bioinformatics analysis of a fungal extract from the Laboratory of
Characterization, Valorization of Natural Resources, University of Mohamed EIl Bachir El
Ibrahimi, Bordj Bou-Arreridj, in order to identify it.
First, macroscopic and microscopic observations have been made. Giving not very satisfactory
results, which motivated us to identify it using other methods.
A molecular identification of the fungal isolate, was therefore carried out by performing a
molecular characterization in the first place, which provided us with the sequences of the
different regions 1TS4, EF-a and LSU, the latter served as an asset for the bioinformatics
analysis.
These sequences were processed by various bioinformatics tools and software: Primer3Plus
software was used to design the primers used in the PCR, Chromas and BioEdit software were
used for the alignment and correction of the sequences from the sequencer, the BLAST NCBI
database then allowed us to compare the sequences and identify them as Sarocladium kiliense
BbV1. In addition, the MEGA X software allowed us to build a phylogenetic tree. Finally, our
strain was submitted to GenBank through BankIt.m

Key words: Fungal strain, bioinformatics, Sarocladium kiliense BbV1



