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INTRODUCTION



La phylogénie, discipline fondamentale de la biologie, éclaire notre compréhension des
relations évolutives entre les organismes et leur environnement (Hedges, 2015 ; Frédéric
Delsuc, 2018). En retracant les liens entre les espéces et en identifiant les ancétres communs,
elle offre un apercu précieux de I'histoire évolutive de la vie sur Terre, Parmi les sujets d'étude
majeurs en phylogénie, les genres Coronilla et Securigera se distinguent, membres éminents
de la famille des Fabaceae, qui suscitent 'intérét de nombreux chercheurs depuis des décennies
(Al-Shehbaz, 2006 ; Lavin, 2005 ; Soltis, 2010 ; Wendel, 2015 ; Wojciechowski, 2004 ;
Donohue, 2015 ; Doyle, 1997).

Ces genres partagent un héritage évolutif commun et présentent un intérét particulier
en raison de leur diversité morphologique et de leur répartition géographique variée. L'analyse
phylogénétique de Coronilla et Securigera révele a la fois leur parenté étroite et leurs
différences distinctives, mettant en lumiére les caractéristiques morphologiques partagées ainsi
que les adaptations uniques a leurs environnements respectifs. En combinant données
morphologiques, moléculaires et écologiques, les chercheurs peuvent reconstruire 1'histoire
évolutive complexe de ces plantes, permettant une meilleure compréhension de 1'impact des
facteurs génétiques, environnementaux et géographiques sur leur diversification a travers le

temps (Al-Shehbaz, 2006 ; Wendel, 2015 ; Wojciechowski, 2004 ; Doyle, 1997 ; Lavin, 2005).

Ce travail est une initiation a la reconstruction phylogénétique en utilisant différents
programmes : PhyML (Phylogeny.fr), MEGA11l, DNAML (PHYLIP) et MrBayes. Les
séquences ITS (Internal Transcribed Spacer) des especes des deux genres proches, Coronilla et
Securigera, seront utilisées comme support pour cette reconstruction phylogénétique. Les

résultats obtenus par les quatre différents programmes seront comparés et discutés.

La revue bibliographique passe en revue les études antérieures sur la phylogénie des
genres Coronilla et Securigera. Elle se concentre sur les méthodes et outils utilisés pour
explorer les relations évolutives et la diversité de ces genres, citant des travaux clés et les
techniques employées. Par exemple, Schmidt a étudi¢ les numéros chromosomiques des genres
Coronilla et Securigera, tandis que Talavera et Hedge ont contribué aux révisions

taxonomiques importantes (Schmidt ,1979 ; Hedge ,1974 ; Talavera ,1979).



La méthodologie détaille les procédures expérimentales de 1'étude, y compris la
collecte de données, le traitement des séquences ITS (Internal Transcribed Spacer), et
l'utilisation de programmes comme PhyML (Phylogeny.fr) et MEGA11 DNAM (PHYLIP) et
MrBayes Chaque étape est décrite pour une compréhension claire des méthodes appliquées.
(Guindon & Gascuel, 2003; Tamura et al., 2021; Felsenstein, 1989; Ronquist et Huelsenbeck,
2003).

Les résultats présentent et comparent les arbres phylogénétiques générés par les quatre
programmes. Les similitudes et différences entre les approches méthodologiques sont analysées

pour identifier les variations dans les résultats.

La discussion analyse les similitudes et divergences des résultats obtenus par chaque
programme de reconstruction phylogénétique, en interprétant les implications évolutives et leur

signification pour l'histoire évolutive des genres Coronilla et Securigera.

La conclusion synthétise les principales découvertes et offre des suggestions pour les
recherches futures. Elle résume les contributions de I'étude a la compréhension des relations
phylogénétiques entre Coronilla et Securigera, et propose des directions pour des études

ultérieures afin d'approfondir cette compréhension.
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CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Apercu historique sur la phylogénie
La phylogénie, terme issu de la combinaison des mots grecs "phulon" signifiant "race,
tribu" et "genesis" pour "genese, formation", a été formalisée par Ernst Haeckel en 1866 dans
le but de retracer 1'enchainement des espéces animales et végétales a travers le temps. Les
premieres représentations d'arbres évolutifs, établies par Darwin et Haeckel dans la seconde
moiti¢ du XIXe siecle, posent les bases de la pensée phylogénétique. Cependant, ce n'est qu'a
partir des années 1950, avec les travaux de Hennig, que cette pensée se concrétise dans la

systématique en tant que discipline a part entiére (Thomas, 2016).

Pendant prés d'un siécle, la phylogénie s'appuie principalement sur l'analyse des
caractéres morphologiques, physiologiques et métaboliques des organismes. Cependant,
I'avénement de la phylogénie moléculaire dans les années 1960, initiée par les recherches
pionnic¢res de Zuckerkandl et Pauling ainsi que de Fitch et Margoliash sur les séquences
protéiques du cytochrome C et de la globine chez les Vertébrés, marque un tournant majeur.
Cette nouvelle approche vise a reconstruire les arbres phylogénétiques en comparant les
informations génétiques présentes dans les génomes des étres vivants, afin de classifier les

especes selon leurs liens de parenté (Judd, 2002).

La phylogénie repose sur I'hypothese selon laquelle toutes les especes découlent d'un
ancétre commun hypothétique (Figurel). Cependant, la véritable révolution de la phylogénie
moléculaire survient dans les années 1990 avec l'avénement de la PCR (Polymerase Chain
Reaction) (Polymerase Chain Reaction) et le développement des techniques de séquencage. Ces
avancées permettent pour la premiere fois d'effectuer une classification phylogénétique précise
des microorganismes, notamment la découverte du troisieme domaine du vivant, les archées,
grace a l'analyse des fragments de I'ARN (Acide Ribonucléique) ribosomique 16S (Woes,
1990).

Bacteria Archaea Eukarya

Green
nonsulfur Euryarchaeota
Methanosarcina
Methobacterium \ Halophiles
Methanococcus
T. celer
Crenarchaeota
Cyanobacteria Thermoproteus
Pyrodictium

Avimals Figure 1 : Arbre phylogénétique du vivant
2 (Doolittle, 2019)

Plants
Ciliates

Purple  Gram- bacteria
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Entamoebae

Hazobazina Flagellates
Thermotogales ) Inrln.m.mmd\
Microsporidia
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COMMON
ANCESTOR
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1.2 Les arbres phylogénétiques
Un arbre phylogénétique est une représentation graphique qui illustre les relations
évolutives entre différents taxons (Figure 2). Il se compose de feuilles, représentant les branches
taxonomiques observables telles que les organismes, et de nceuds, représentant des ancétres
communs hypothétiques. Les branches connectent ces feuilles et nceuds, illustrant les liens

évolutifs, tandis que la racine symbolise l'ancétre commun a tous les organismes (Darlu, 1993).

Les arbres phylogénétiques sont fondamentaux en biologie, en mathématiques et en
informatique pour comprendre la parenté entre les organismes. Ils offrent une vision claire de

I'évolution des especes et sont utilisés pour reconstruire leur histoire (Adjrad, 2005).

Deux types d'arbres phylogénétiques existent ( figure2).

Figure 2 : Schéma des différentes notions concernant la représentation d’'un arbre Phylogénétique

(Richard, 2014). A ( arbre non enraciné ) B ( arbre enraciné )

. Un arbre non enraciné est une représentation intemporelle des relations
phylogénétiques, les liens entre nceuds ne sont pas orientés, et un seul chemin permet de
passer d’un sommet a 1’autre. Cet arbre n’induit donc aucune hiérarchie (Figure.2-A).

. Un arbre enraciné est un arbre dans lequel un des nceuds est désigné pour étre

la racine, et la direction des apports héréditaires est déterminée (Figure.2-B).

1.3 Les groupes taxonomiques

Les groupes taxonomiques se divisent en trois catégories distinctes, comme illustré

dans la (Figure 3), chacune ayant une signification biologique différente (Thomas et al., 2016).
a) Un groupe monophylétique englobe un ancétre hypothétique et tous ses descendants.

b) Un groupe paraphylétique comprend un ancétre hypothétique et certains de ses descendants.
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c) Un groupe polyphylétique rassemble des taxons non apparentés partageant des
caractéristiques similaires, tandis que la classification phylogénétique se base sur la proximité
phylogénétique des espéces ¢étudiées. Cette approche définit des groupes pouvant éEtre

monophylétiques, paraphylétique ou polyphylétiques (Richard, 2014).

_{: Taxon A
Taxon Monophyletic
[

l . TaXOND
TYaxon D
Yaxon E Figure 3 : Groupes taxonomiques : Monophylétique,
Vi Paraphylétique et Polyphylétique (aqua portail
20/10/2007).
Taxon G

Taxon H | Polyphyletic

Cutgroup

Les groupes monophylétiques, ou clades, comprennent un ancétre hypothétique et tous
les descendants qui en découlent. Chaque espéce terminale est supposée étre monophylétique.
En revanche, les groupes paraphylétique sont formés sur la base du partage d'un caractére
ancestral, mais excluent un groupe monophylétique interne. Les groupes polyphylétiques, quant
a eux, se forment lorsque les taxons ne sont reliés qu'a des nceuds treés profonds, excluant la
plupart des descendants du groupe. Ces derniers peuvent résulter de regroupements utilitaristes

ou d'erreurs phylogénétiques (Rosenberg, 2022).

1.4 Notions de racine et de groupes externes
Laracine d'un arbre phylogénétique représente le point de départ, symbolisant l'ancétre
commun de tous les taxons analysés. Pour déterminer sa position, une référence externe est
nécessaire, souvent sous la forme d'un groupes externes composé de taxons distincts. Cette
approche permet de donner un sens directionnel a I'arbre et d'orienter I'évolution des espéces
étudiées. La convention de la trifurcation est couramment utilisée, ou trois branches se
détachent de la base de 1'arbre, une menant au groupes externes et les deux autres représentant

la premiére bifurcation a l'intérieur du groupe interne (Bigo T ,2013).

1.5 Interprétation de la racine et utilité du groupes externes

La racine dans un arbre phylogénétique représente l'ancétre commun a toutes les

séquences présentes dans 1'arbre, offrant ainsi une perspective temporelle sur I'évolution. Pour
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l'interpréter, la méthode du groupes externes est souvent utilisée. Celle-ci implique l'inclusion
de séquences externes au groupe étudié lors de la construction de l'arbre, permettant de
positionner la racine entre le groupes externes et le reste de 'arbre. Cette approche offre une

manicre efficace de comprendre les relations évolutives entre les taxons (Felsenstein, J.2004)

1.5.1 Différentes représentations graphiques pour les arbres

Selon la représentation graphique utilisée, il est possible de distinguer différents types

d'arbres et de comprendre les informations qu'ils véhiculent

Dendrogramme : Le dendrogramme est une représentation arborescente utilisée pour visualiser
les relations entre les taxons. Il peut prendre différentes formes, telles que les cladogrammes,

les phénogrammes, les phylogrammes ou les arbres ultramétrique (Figure 5).

e C(Cladogramme : Ce type de dendrogramme présente les taxons terminaux de maniére
équidistante de la racine de l'arbre, ne représentant que les relations de parenté. (Hennig
W, 1966).

e Phylogrammes : Ce dendrogramme représente a la fois les relations de parenté et le
degré de différence entre les nceuds et les taxons terminaux, qui ne sont pas tous
équidistants de la racine. Les longueurs des branches sont proportionnelles au nombre

de changements évolutifs.

Pheénogramme =] [

S acace Figure 4 : Un arbre phénogramme
(COSENTINO, 23 janvier 2022).

PS5 Aloustta

e Arbre ultramétrique : Dans cette représentation, tous les taxons terminaux sont a égale
distance de la racine, mais les liens entre les nceuds internes n'ont pas nécessairement la
méme longueur.

e Phénogrammes : Produit par une étude phénétique, ce dendrogramme (Figure 4)
ressemble & un arbre ultramétrique, mais ne représente pas les relations de parenté. Il

regroupe plutdt les taxons Présentant une forte similitude globale (Sneath, 1973).
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o Les méthodes cladistique et phénétique sont utilisées pour construire un dendrogramme.

(Erwan Corrce, 2013).

Types d’arbres et longueurs de branches

Cladogramme Phylogramme Arbre ultrameétrique

D s - (

| = : 1 % i E S
——— 1 A A

Figure 5 : Schéma représentant les différents types de dendrogrammes (schéma de différents types de
dendrogramme, 29 mars 2004).

1.6 Les marqueurs utilisés pour le genre Coronilla et Securigera de la

famille des Fabaceae
Les marqueurs moléculaires sont essentiels pour 1'identification et la classification des
genres Coronilla et Securigera de la famille des Fabaceae. Les principaux types de marqueurs
utilisés incluent les marqueurs de I'ADN (Acide Désoxyribonucléique) chloroplastique, les
marqueurs de 'ADN (Acide Désoxyribonucléique) nucléaire et I'AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism).

Les marqueurs de I'ADN (Acide Désoxyribonucléique) chloroplastique, tels que trnL-
F (trnL (ARNt) - trnF (ARNt) et matK (Maturase K), sont utilisés pour étudier les relations
phylogénétiques grace a leur taux de mutation faible. Par exemple, Wojciechowski et al ont
utilis¢é le gene plastidial matK pour clarifier les sous-clades au sein des Fabaceae

(Wojciechowski, 2004).

Les marqueurs de I'ADN (Acide Désoxyribonucléique) nucléaire, comme les régions
ITS1(Internal Transcribed Spacer 1) et ITS2 (Internal Transcribed Spacer 2) de I'ADNr et les
microsatellites (SSR), offrent une résolution fine des relations phylogénétiques et détectent la
variation génétique des populations. Bena a soutenu le transfert taxonomique de six especes
vers le genre Securigera, tandis que Stefanovic et Atkinson ont étudié les relations

phylogénétiques des genres Coronilla et Securigera (Bena, 2001).
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L'AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)., quant a lui, détecte de
nombreux polymorphismes génomiques, ce qui est utile pour les études de diversité génétique
et phylogénétique. Nybom et Bartish ont démontré l'efficacité de I'AFLP pour estimer la
diversité génétique des plantes (Nybom et Bartish, 2000).

1.7 Alignements multiples
L’alignement multiple utilise des méthodes heuristiques pour obtenir une
approximation de 1'alignement optimal. Cependant, 1'alignement de certaines régions peut étre
difficile en raison de nombreux événements mutationnels, tels que des substitutions et des
insertions-délétions. L'objectif de I'alignement multiple est de faire correspondre les positions
homologues et de déterminer 1'ordre des séquences, ce qui est crucial pour la qualité de
l'alignement final. L'algorithme de I'alignement progressif, est le plus couramment utilisé¢ pour

réaliser ces alignements (Guindon, 2003 ; Corpet, 1988).

1.8 Modeéeles d’évolution moléculaire
Les modeles d’évolution sont essentiels en phylogénie moléculaire, car ils calculent la
distance évolutive entre deux séquences, définie comme le nombre moyen de substitutions par
site. Par exemple le modele de Kimura a deux paramétres distingue les transitions (changements
entre purines ou pyrimidines) des transversions (changements entre une purine et une
pyrimidine), avec les transitions étant plus fréquentes. Ces estimations de distances évolutives
sont fondamentales pour les méthodes de reconstruction phylogénétique, sauf pour la méthode

de parcimonie (Perriére, 2010).

1.9 Meéthodes de reconstruction phylogénétique
Avec l'avancée des technologies comme la PCR (Polymerase Chain Reaction) et le
séquencage automatisé, la collaboration interdisciplinaire a facilit¢ la construction et
I'évaluation d'arbres phylogénétiques Il existe trois principales méthodes : les méthodes de

distances, de parcimonie et de maximum de vraisemblance.

1.9.1 Méthodes de distances

Elles calculent la distance entre chaque paire de séquences et construisent un arbre

basé sur une matrice de distances. Les deux principales méthodes sont :

e Mc¢thode de Neighbor joining : est une technique de reconstruction d'arbres

phylogénétiques qui crée un arbre non-raciné en optimisant la structure de I'arbre pour
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refléter les relations évolutives les plus probables entre les taxons, en se basant sur les
distances entre eux. (Saitou, 1987).
. M¢éthode de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic

Mean): est une technique de reconstruction d'arbres phylogénétiques qui génére des arbres
enracinés en utilisant un modele mathématique basé sur I'hypothése d'un taux de substitution
constant au fil du temps. Cette méthode crée des groupes de taxons en calculant la moyenne
des distances entre eux, en supposant que les substitutions se produisent a un rythme
uniforme. L'arbre résultant refléte les relations évolutives en suivant une hiérarchie basée sur

les distances moyennes entre les taxons (Kurtzman et al., 2010; Sokal, 1958).

1.9.2 Meéthode de parcimonie
La méthode de parcimonie, fondée sur le principe du rasoir d'Occam, est un modele
mathématique qui cherche a reconstruire 1'arbre phylogénétique nécessitant le moins de
changements évolutifs pour expliquer les données observées. Cette approche vise & minimiser
le nombre total de transformations nécessaires pour décrire les relations entre les taxons. Bien
que cette méthode ait été initialement développée pour les données morphologiques, elle est

également applicable aux séquences nucléotidiques (Hennig, 1966).

1.9.3 Méthode du maximum de vraisemblance

Introduite par Neyman et perfectionnée par Felsenstein, la méthode de maximum de
vraisemblance est une approche sophistiquée pour évaluer les hypotheses évolutives en termes
de probabilité. Cette méthode repose sur l'estimation de la probabilité d'observer les données
phylogénétiques données un arbre et un modeles d’évolution particulier. L'algorithme évalue
diverses hypotheses évolutives en calculant la vraisemblance de chaque arbre potentiel, puis
choisit I'arbre dont la probabilité d'explication des données est la plus élevée. Bien que cette
méthode soit plus précise dans la reconstruction des relations évolutives en tenant compte des
modeles de substitution spécifiques, elle est également plus gourmande en ressources de calcul

et en temps en raison de sa complexité (Strimmer, 1997).
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1.9.4 La méthode bayésienne

Pour la reconstruction d'arbres phylogénétiques utilise le théoréme de Bayes pour
estimer les relations évolutives en combinant des modeles d'évolution préalables avec les
données observées. Elle calcule la probabilité a posteriori des arbres en explorant I'espace des
arbres possibles a I'aide de techniques comme les chaines de Markov Monte Carlo (MCMC).
Bien que cette approche soit flexible et capable d'intégrer les incertitudes et des modeles

complexes, elle est également trés exigeante en ressources computationnelles.

1.10 Evaluation de la robustesse des phylogénies par Bootstrap
La méthode de bootstrap évalue la robustesse des arbres phylogénétiques en
fournissant des estimations de confiance pour chaque clade en calculant la proportion d'arbres
bootstrap qui affichent le méme clade. Cette approche repose sur la création de multiples jeux
de données échantillonnés avec remplacement a partir des données originales, appelés
échantillons Bootstrap. Pour chaque échantillon, un arbre phylogénétique est reconstruit, et la
fréquence d'apparition de chaque clade dans ces arbres est comptabilisée. Cette proportion

indique la confiance accordée a chaque clade dans 1'arbre observé.

L'analyse de convergence est utilisée pour vérifier la cohérence des résultats obtenus
en s'assurant que les arbres phylogénétiques convergent vers des solutions similaires a travers
les échantillons Bootstrap. Cette analyse aide a confirmer la robustesse des clades et a identifier
les divergences potentielles. De plus, 1'analyse selon la méthode de parcimonie, qui cherche a
minimiser le nombre de changements évolutifs nécessaires pour expliquer les données, peut
étre appliquée pour valider les résultats du bootstrap. Par ailleurs, la méthode Jackknife, qui
exclut successivement des échantillons de données pour tester la stabilité des clades, compléte
ces évaluations. En calculant le nombre de fois qu'un clade apparait dans les arbres
échantillonnés, la méthode de bootstrap permet d'estimer la robustesse des clades, ou une

fréquence ¢élevée indique une confiance plus forte dans leur présence (Efron, 1993).
1.2 famille des Fabaceae

Les Fabaceae, ou Légumineuses, sont une famille de plantes dicotylédones
comprenant environ 19 000 especes réparties sur pres de 730 genres. Elles sont reconnues pour
leurs fleurs papilionacées, leurs fruits en gousses et leur capacité a fixer I'azote grace a des
nodules racinaires contenant des bactéries symbiotiques du genre Rhizobium. Les Fabaceae

sont essentielles en agriculture et dans les écosystémes, servant de sources de protéines

10
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végétales, de fourrages et d'améliorateurs de sol. Elles sont présentes globalement, notamment

dans les régions tempérées et tropicales (Polhill, 1981).

1.2.1 Caractéristiques générales de la famille des Fabaceae

Elles se caractérisent par des fleurs souvent papilionacées avec cing pétales disposés
en étendard, ailes et caréne (Figure 6). Les feuilles sont généralement composées, pennées ou
trifoliées, avec des stipules a la base. Le fruit typique est une gousse qui s'ouvre par deux

coutures pour libérer les graines. Un trait distinctif des Fabaceae est leur capacité a fixer I'azote

Atmosphérique grace a des nodules racinaires contenant des bactéries symbiotiques du genre
Rhizobium. Les Fabaceae sont présentes mondialement, particuliérement dans les régions
tempérées et tropicales. Elles jouent un rdle écologique et économique crucial en étant une
source majeure de protéines végétales (haricots, pois, lentilles) et en améliorant la fertilité des

sols agricoles par l'enrichissement en azote. (Lewis et al., 2005).
1.2.2 Le genre Coronilla et Securigera

Les genres Securigera et Coronilla appartiennent a la famille des Fabaceae et se
distinguent par leur diversité morphologique et leurs utilisations écologiques et médicinales.
Securigera, comprenant des espéces comme Securigera varia, est reconnue pour ses
inflorescences attractives et son role dans la réhabilitation des sols. Coronilla, incluant des
especes telles que Coronilla valentina, est valorisée pour ses applications ornementales et ses
propriétés thérapeutiques Ces genres, similaires a Silene, sont bien représentés en Afrique du
Nord avec plusieurs taxons endémiques, contribuant ainsi a la richesse floristique de la région

(Maire, 1963; Dobignard et al., 2013).

FABACEAE

Patterns
of the

Pea Family
(Pea Subfamily)

This is one “pinnate- leaf made up of
many smaller leaflets

Papilionace Vrille Feuille composé penné Gousse

Figure 6 : Les caractéristiques morphologiques d’une fabaceae (Lassen , 1989).
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1.2.3 Systématique des genres Coronilla et Securigera

e Coronilla

Tableau 1 : Taxonomie de Coronilla

- Régne Plantae Haeckel, 1866

- SousRégne Viridae plantae

- Infra-Régne Streptophyta John, Williamson & Guiry, 2011
- Classe Equisetopsida C.Agardh, 1825

- Sous-Classe Magnoliidae Novéak ex Takht., 1967

- Super-Ordre Rosanae Takht., 1967

- Ordre Fabales Bromhead, 1838

- Famille Fabaceae Lindl., 1836

- Sous-Famille Papilionoideae DC., 1825

- Super-Tribu Robinioids
- Tribu Loteae DC
- Genre Coronilla L., 1753
- Espéce Coronilla coronata L., 1759 .

o Securigera

Tableau 2 : Taxonomie de Securigera

Régne Plantae

Phylum Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Genre Securigera L.

Espéce Securigera orientalis (Mill).

12
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1.2.4 La description de Coronilla et Securigera

e Coronilla

Le genre Coronilla se compose de 152 especes. Les coronilles sont des plantes
glabres, herbacées ou arbustives, annuelles ou vivaces, caractérisées par des feuilles
imparipennées et stipulées. Leurs fleurs présentent un calice a 5 dents subégales et des pétales
onguiculés avec 10 étamines diadelphes et des filets plus ou moins dilatés vers le haut, tandis
que l'ovaire est pluriovulé. Les gousses sont cylindriques, peu comprimées, arquées ou droites,

se divisant en articles oblongs. Les graines sont nombreuses (Talavera & Salgueiro, 1980).
e Securigera

Securigera est un genre de plantes de la famille des Fabaceae, comprenant plusieurs
especes herbacées a feuilles composées et fleurs papilionacées. Les plantes de ce genre sont
souvent des vivaces et sont caractérisées par des inflorescences en grappes de fleurs
papilionacées typiques des Fabaceae. Les feuilles sont généralement composées, alternes, et
peuvent présenter des stipules. Les fleurs ont un calice a cinq dents, cinq pétales dont un grand
(étendard), deux petits (ailes) et deux fusionnés pour former la caréne. Les étamines sont
diadelphes (neuf étamines soudées en un seul groupe et une seule libre) et 1'ovaire est supere.

Les fruits sont souvent des gousses renfermant plusieurs graines.

Parmi les especes de Coronilla transférées dans Securigera, on trouve : Securigera

Coronilla varia devenue Securigera varia et Coronilla atlantica devenue Coronilla atlantica.

1.3 Description botanique des espéces utilisées

1.3.1 Coronilla valentina

Cet arbuste, mesurant de 50 a 150 cm de hauteur, se caractérise par une tige dressée,
trés ramifiée, verte, glabre et ligneuse dans sa partie inférieure. Ses feuilles sont composées de
3 a 4 paires de folioles glauques, obovées, cunéiformes souvent tronquées, mucronulées, et
obtuses, émarginées au sommet, mesurant de 8 a 12 mm de long sur 5 a 7 mm de large (Figure
7). Les folioles inférieures de chaque feuille ne sont pas disposées contre la tige a la base de
leur pétiole commun ; plutdt, a la naissance de chaque pétiole, surtout dans la jeunesse de la
plante, on trouve 2 stipules opposées, arrondies, terminées en pointe, trés différentes des folioles
des feuilles. Les stipules sont réniformes, trés amples, caduques, insérées sur la tige, et bien

plus larges que les folioles. Les fleurs, d'un beau jaune, sont odorantes pendant la nuit, mesurant

13
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de 7 a 10 mm, et disposées en ombelles de 6 a 12 fleurs ; le pédoncule dépasse la feuille
correspondante, et le pédicelle égale deux fois le calice. Le calice est bilabié, avec des dents
courtes. Les gousses sont pendantes, a 4-7 articles fusiformes. Cette plante fleurit de mars a

avril. (Lamarck et Decandolle ,1805 ; Battandier et Trabut , 1888 ; Quézel et Santa ,1962).

Figure 7 : Coronilla valentina dans son
milieu nature (Driant, FloreAlpes.com, 2024)

1.3.2 Coronilla juncea

Ces arbrisseaux vivaces, variant de 40
cm a 2 meétres de hauteur selon les especes,
possedent des tiges frutescentes trés ramifiées,
avec de longs rameaux jonciformes, trés verts,
striés, peu feuillés, et une écorce fongueuse qui

se laisse écraser sous la pression du doigt

(Blanca, 2009).

Figure 8 : Coronilla juncea dans ce milieu

naturel (Driant 2024)
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Les pétioles supportent des folioles linéaires ou oblongues, glauques et 1égérement
charnues. Les feuilles inférieures ont 5 folioles opposées par paire, tandis que celles du sommet
sont insérées au méme point que la paire supérieure ; les feuilles supérieures n'ont que 3 folioles,
insérées au sommet du pétiole. Les stipules sont petites, membraneuses, libres, lancéolées,

marcescentes et caduques (Decandolle, 1805).

Le calice est rougeatre, avec 5 dents obtuses un peu plus courtes que les onglets. Les pédoncules
sont nettement plus longs que les feuilles, portant de 7 a 8 fleurs jaunes assez petites, disposées
en couronne. Les gousses, pendantes, mesurent de 15 a 25 millimétres, avec 4-9 articles de 5
millimetres, 1égérement comprimées (Battandier & Trabut, 1888). Cette plante fleurit de mars

a mai (Quézel & Santa, 1962).

1.3.3 Coronilla vaginalis

Connue également sous le nom de
coronille vaginale, est une plante herbacée
appartenant a la famille des Fabaceae, originaire
du bassin méditerranéen. Cette vivace se
développe principalement dans des sols secs et
sablonneux. Ses tiges ramifiées peuvent s'élever
jusqu'a 30 centimeétres de hauteur. Ses feuilles se

composent de trois folioles elliptiques, avec une

foliole terminale plus grand. Les fleurs, d'un jaune
vif, s'organisent en grappes terminales et dégagent Figure 9 : Coronilla vaginales dans son milieu
un parfum agréable. Sa floraison intervient nature (Driant, 2024)
généralement au printemps et en été. Appréciée pour sa capacité a résister a la Sécheresse et
pour son attrait envers les pollinisateurs tels que les abeilles et les papillons (Figure 9), la
coronille vaginale est fréquemment utilisée dans les jardins secs et les plates-bandes (Valdés,

2007).

1.3.4 Coronilla minima

Les sous-arbrisseaux non junciformes de Coronilla minima ne dépassent pas 30 cm de
hauteur. Leur tige est ligneuse, frutescente et rabougrie, souvent couchée a la base. Les

rameaux, nombreux et ascendants, sont glabres et prostrés, formant une touffe étalée. Les
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stipules sont assez petites, fusionnées en une
seule piece bifurquée, et opposées a la feuille.
Cette derniere est ailée, composée de 3 a 4 paires
de folioles tres petites (4-5 x 2-3 mm), ovales,
avec une pointe acuminée, glauques, 1égérement
charnues et transparentes sur le bord. Les deux
folioles inférieures sont insérées pres de la tige a

la base du pétiole. Les fleurs jaunes sont

disposées en couronne au sommet du pédoncule,

Figurel( : Coronilla minima dans son milieu
petites (5-7 mm de diamétre), avec un pédoncule naturel. (Driant, 2024)

3 a 4 fois plus long que la feuille correspondante. L'étendard dépasse légerement le calice
(Figure 10). Les gousses, de 12 a 18 mm de longueur, sont droites, pendantes, anguleuses,
noueuses, et composées de 2 a 4 article. (Lamarck et Decandolle ,1805 ; Battandier et Trabut

,1888 ; Quézel et Santa , 1962).

1.3.5 Coronilla coronata

Coronilla  coronata,  également
connue sous le nom de « couronne d'épines »
ou « trefle couronne », est une plante vivace de
la famille des légumineuses, originaire du
bassin méditerranéen. Il se caractérise par une

croissance lente, mesurant généralement entre

20 et 40 cm de hauteur, et ses feuilles sont

composées de trois folioles ovales, vert vif et Figure 11 : Coronilla coronata dans son milieu

brillantes. Ses fleurs, rassemblées en grappes ‘@turel (BONNIER, 1990)

denses sur de longues tiges, sont jaune vif avec une base rougeatre et attirent les pollinisateurs
comme les abeilles et les papillons. La floraison a généralement lieu au printemps et se poursuit
jusqu'en été, ajoutant une touche de couleur et de vie aux jardins méditerranéens (Figure 11)

(Blamey, 2003 ; Stace, 2019 ; Davis, 1973 ; Tutin, 1964).

1.3.6 Coronilla scorpioides
Les herbes annuelles, mesurant de 1 a 3 décimetres de hauteur, présentent des
caractéristiques distinctes. Leurs feuilles supérieures se composent généralement de plus de
trois folioles, dont une grande foliole terminale de forme elliptique ou ovale, notablement plus

grande que la paire de folioles latérales, qui sont généralement ovales-orbiculaires et
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stipuliformes. Les stipules, petites et pm
soudées, sont disposées de maniére |
opposée. Les fleurs, de couleur jaune,
se regroupent en capitules de 2 a 4
flores sur un pédoncule généralement
aussi long, voire un peu plus long, que -
la feuille correspondante. Les gousses,

fortement incurvées, mesurant de 4 a 6
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Figure 12 : Coronilla scorpiodes dans son milieu naturel

centimétres, comportent de 6 a 11 (W.D.J.Koch, 2024)

articles, sont arquées-uncinées et se redressent légérement a maturité, avec des cloisons

saillantes (Figure 12) Cette plante fleurit de mars a juin (Battandier et Trabut, 1888 ; Quézel et

Santa, 1962).

1.3.6 Coronilla repanda

Plantes annuelles avec des feuilles
supérieures a 7-9 folioles trés inégales, la
terminale tout au plus 2 fois plus grande que
les autres, toutes ovales, sauf les basales qui
sont plus ou moins arrondies orbiculaires et
le rachis foliaire est dilaté. Les fleurs sont
jaune, un peu plus grandes a un Pédoncule
un peu plus long que la feuille
correspondante (Figure 13) le fruit est plus
arqué (Battandier et Trabut, 1888 ; Quézel
et Santa, 1962).

1.3.7 Coronilla viminalis

Coronilla  viminalis, commu-

nément appelée coronille viminale, est un
arbuste a feuilles persistantes ou caduques
originaire des iles Canaries et du Maroc,
appartenant a la famille des Fabaceae. Ce

buisson peut atteindre une hauteur variant

Figure 13 : Coronilla repanda dans son milieu
naturel (Tutin, 1964)

de 1 43 métres et se distingue par ses feuilles Figurel4 : Coronilla viminalis dans son milieu

naturel. Plant biodeversity of south-western morocco

composées de 9 a 21 folioles vert glauque, (February 12, 2024)
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disposées de maniére imparipennée. Ses fleurs, jaunes ou orange, s'agencent en ombelles
Axillaires de 6 a 10 fleurs, typiques de la famille des Fabaceae, tandis que ses fruits prennent la
forme de gousses allongées renfermant plusieurs graines. On retrouve cet arbuste dans divers
habitats, tels que les foréts ouvertes, les broussailles et les garrigues, principalement dans des
régions au climat subtropical. Coronilla viminalis est prisée a la fois comme plante ornementale
(Figure 14), fourragére et médicinale, en raison de sa tolérance a la sécheresse et de sa capacité

a prospérer dans des sols pauvres. (Dobignard A. &., 2012).

1.3.8 Securigera orientalis

Securigera  orientalis  (Mill.)
Lassen. Cette espece peut mesurer de 30 a
100 cm de hauteur. Les feuilles du Sainfoin
d'Orient sont composées de 7 a 15 folioles
elliptiques ou oblongues, présentant une
couleur verte foncée sur la face supérieure
et des nuances plus claires en dessous, Les
fleurs du Sainfoin d'Orient sont disposées

en ombelles terminales, regroupant

généralement de 5 a 10 fleurs. Elles Figure 15 : : Securigera orientalis dans son milieu

arborent des teintes roses ou roses pales, aturel (LassenP., 1989)

avec une marque jaune au centre. Les fruits du Sainfoin d'Orient prennent la forme de gousses

allongées et aplaties, renfermant habituellement de 4 a 6 graines ( Figure 15) (Lassen P., 1989).

1.3.9 Securigera parviflora
Cette espece présente une taille
variant généralement de 10 a 40 cm de
hauteur. Les feuilles du Couronnevetch
a petites fleurs sont composées de 7a 15
folioles elliptiques ou oblongues,

arborant une couleur vert foncé sur la

face supérieure et des tons plus clairs en
dessous. Les fleurs du Couronnevetch a Figure 16 : Securigera parviflora dans son milieu
. . , naturel 29 mars 2015- genadi - rhodes

petites fleurs sont disposées en ombelles
terminales, généralement de 5 a 10 fleurs par ombelle. Elles se distinguent par leurs teintes

roses ou roses pales, souvent avec une tache jaune au centre. Les fruits du Couronnevetch a
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petites fleurs prennent la forme de gousses allongées et aplaties, contenant habituellement de 4

a 6 graines 5 (Figure 16) (Lassen P. , 1986).

1.3.10 Securigera securidaca

Securigera securidaca, est une plante
vivace de la famille des Fabaceae, originaire
d'Europe du Sud et d'Asie occidentale. Elle
mesure généralement entre 30 et 100 cm de
haut et se trouve dans les prairies seches, les
garrigues et les broussailles, préférant les sols
calcaires et bien drainés. Les feuilles du
Sainfoin d'Orient sont composées de 7 a 15
folioles elliptiques ou oblongues, avec une
couleur verte foncée sur le dessus et plus claire

en dessous. Ses fleurs, regroupées en ombelles

terminales de 5 a 10 fleurs, sont roses ou roses

Figurel7 : Securigera securidaca dans son milieu
pales, avec une tache jaune au centre. Les fruits naturrel Willdenowia, 19(2), 59-72.

sont des gousses allongées et aplaties, contenant habituellement de 4 a 6 graines. Cette plante
est appréciée des abeilles pour son nectar et est utilisée comme plante fourragere, ornementale
et parfois comme couvre-sol pour prévenir 1'érosion du sol (Figure 17). Ses graines ont ¢té
utilisées en médecine traditionnelle pour traiter divers maux, et des études scientifiques ont

montré leurs propriétés antidiabétiques, antihypertensives et anti-inflammatoires. Cependant,

des  recherches supplémentaires  sont
nécessaires pour confirmer leur efficacité et

leur sécurité chez I'homme. (Blanca, G. 2009).

1.3.11 Securigera somalensis
Securigera somalensis est une plante
annuelle appartenant a la famille des
Fabacées. Elle atteint généralement une
5 y Il
Ji’lrfﬂ - e \.

feuilles du Sainfoin de Somalie sont [Figure IS : Securiger& somalenisis dans son milieu
naturel (INaturaliste United Kingdom)

hauteur comprise entre 10 et 30 cm. Les
composées de 7 a 13 folioles elliptiques ou
oblongues, affichant une teinte vert foncé sur la face supérieure et des nuances plus claires en

dessous. Les fleurs du Sainfoin de Somalie sont regroupées en ombelles terminales,
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généralement composées de 5 a 10 fleurs. Elles sont de couleur rose pale, avec une tache jaune
au centre Les fruits de cette plante prennent la forme de gousses allongées et aplaties, contenant
habituellement de 4 a 6 graines. Securigera somalensis (Figure 18) est originaire du nord de la
Somalie et se trouve dans les prairies seches, les garrigues et les broussailles, préférant les sols

calcaires et bien drainés. (Thulin, 1993).

1.3.12 Securigera varia
Securigera varia, également connue sous le nom de Coronilla varia, est une plante
herbacée vivace originaire d'Europe et d'Asie. Elle se caractérise par des tiges gréles et
ramifiées, pouvant atteindre une hauteur
de 30 a 120 cm, émergeant d'un caudex
court et ramifié. Ses feuilles sont
composées de 6 a 12 paires de folioles
oblongues-elliptiques, mucronées,
présentant une couleur verte foncée sur
la face supérieure et plus claire en
dessous. Les fleurs de Securigera varia

sont parfumées et regroupées en

ombelles terminales, comptant de 5 a 20
Figurel9 : "Securigera varia", The Plant List, retrieved

fleurs. Sa corolle présente un motif 207/4-10-27

panaché, avec un étendard rose, des ailes blanches et une caréne blanche terminée par une
pointe pourpre. Les fruits de cette plante sont des gousses étroites et linéaires, dressées,
présentant peu d'articles marqués. Securigera varia (Figure 19) prospeére dans des
environnements secs et ensoleillés, tels que les prairies, les pentes et les bords de route. Elle
montre une tolérance a différents types de sols, y compris les sols calcaires et argileux. Bien
que son aire de répartition naturelle englobe I'Europe et I'Asie, cette espéce a été introduite dans

de nombreuses autres régions du monde, notamment en Amérique du Nord, en Amérique du

Sud et en Australie. (Lassen P., 1989).

1.4 Les nombres chromosomiques

Le genre Coronilla peut avoir plusieurs nombres chromosomiques de base x =9, 7, 6,

5, avec x= 6 le plus majoritaire. (Schmidt, 1979).

Securigera varia est une espece tétraploide comptant 24 chromosomes (2n = 4x = 24)

(Schmidt, 1979).
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1.5 La biogéographie de genre Coronilla et Securigera

Les genres Coronilla et Securigera, de la famille des Fabaceae, présentent une
répartition géographique fascinante a travers le monde, concentrée principalement dans les
régions tempérées de 1'hémisphere nord.

1.5.1 Répartition mondiale

e Coronilla :

Principalement présent en Europe, en [ .., A
particulier dans les régions méditerranéennes [ £ &
comme I'Espagne, I'Italie, la Gréce et les Balkans. Pir S
On le retrouve également en Europe centrale et : m :"\
8 5 -

orientale (Figure 20), s'étendant jusqu'en Asie

Figure 20 : Distribution mondiale de Coronilla

centrale (Turquie, Iran, Caucase) En Afrique du | eI >
Nord, on le rencontre dans des pays comme le ' ' A.

Maroc, 1'Algérie, la Tunisie et la
Libye, Principalement dans les zones arides et semi-arides
e Securigera :

Largement distribué en Europe centrale et

méridionale (Figure 21), avec wune concentration

particuliére dans les pays méditerranéens. Egalement

présent en Furope occidentale, orientale et  figure 21 :Distribution mondiale de
] ) ) Securigera (https://www.gbif.org)
septentrionale.On le retrouve également en Asie occidentale ( 1 urquic, uai, , vivycu-utici).

(Hedge, 1974)

1.5.2 Focus sur I'Algérie e <
& T e e )
. 2 ~— e i N N )
e Coronilla : A A T S e e
~ 2 2 Fa ) . o “FEAD ::
Présent dans plusieurs régions ‘ o1 B AVISS N T

d'Algérie, en particulier les Aures, le Tell et
la Kabylie. Les espéces les plus communes o5
incluent  Coronilla  juncea, Coronilla

Figure 22 : Carte de la Petite Kabylie (Hamza
repanda et Coronilla scorpioides. Coronilla  Zeghlache, 2004)
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valentina, on le retrouve généralement dans les habitats Rocheux, calcaires et herbeux.
e Securigera :

Moins répandu que Coronilla en Algérie, Securigera est néanmoins présent dans
certaines régions du Tell (Figure 23) et de la Kabylie. L'espéce la plus commune inclut
Coronilla atlantica = Securigera atlantica. On le retrouve généralementdans les prairies et les

régions Montagneuses. (Quézel, 1962).

L. . Figure 23 : Carte géographique du relief de I'Afrique
1.6 Histoire taxonomique des du Nord (27 juin 2006)

genres Coronilla et Securigera

o Coronilla

L'histoire taxonomique du genre WL ot o
: "4‘!'/.‘"‘"
. . . ’ ‘WM ” -l
Coronilla  illustre  une  progression s YAk of
méthodique a travers plusieurs révisions et O SO
Mensciss WP N
. . , . : -
classifications au fil des décennies : ;“,.vtb‘?‘ o et o
w8 J7n, ALOERM
y i ""'; / . :’“
Initialement, des tentatives de & /
& ,/ T
classification ont été entreprises par :

différents taxonomistes, notamment George Bentham qui a proposé des classifications basées
sur la morphologie et la distribution géographique, réorganisant le genre en sections et sous-

genres. (Bentham, (1832-36, 1848, 1876).

Jean Briquet a ensuite révisé la classification sous-générique de Coronilla, en
structurant les especes selon des criteres morphologiques et géographiques plus précis.

(Briquet, 1897).

Des révisions ultérieures, influencées par des ¢tudes morphologiques approfondies et
des analyses phylogénétiques modernes, ont remis en question certaines classifications
traditionnelles (Oxelman et al., 1997 ; Burleigh et Holtsford ; 2003 ; Talavera, 1979 ;
Atzadadeh, 2014).

o Securigera

22



CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Pour le genre Securigera, son histoire taxonomique a également été marquée par des
classifications initiales suivies de révisions basées sur des études morphologiques et

phylogénétiques :

Les premieres classifications, établies par des botanistes comme George Bentham et
Jean Briquet, ont introduit des sections et sous-genres basés sur la morphologie et la répartition

géographique (Bentham, (1832-36, 1848, 1876).

Les études d'I.C. Hedge ont enrichi la compréhension du genre Securigera en
identifiant des groupes d'espeéces selon la morphologie de 1'étamine et la distribution

géographique.

Les études moléculaires modernes ont joué un role crucial en remettant en question et

en révisant certaines classifications traditionnelles dans le genre Securigera.

1.7 Relations évolutives et changements entre les genres Coronilla et

Securigera

Les genres Coronilla et Securigera, ont une histoire évolutive fascinante et complexe.
Des analyses phylogénétiques utilisant des séquences d'ADN (Acide Désoxyribonucléique) ont
révélé que ces genres ont divergé il y a environ 15 a 20 millions d'années, au cours du Miocéne,
probablement en raison de changements environnementaux et d'adaptations a des niches
écologiques distinctes. Les études phylogénétiques ont montré que Securigera est étroitement
lié¢ & Coronilla, souvent considéré comme un groupe frere. Les analyses moléculaires utilisant
des marqueurs génétiques comme ITS (Internal Transcribed Spacer), matK, rbcL et trnL-trnF
ont mis en évidence des clades distincts mais apparentés, indiquant une séparation claire entre
les deux genres tout en soulignant leurs relations étroites. Bien que distincts, ils conservent des
liens étroits, certaines espéces de Securigera, comme Securigera mollis, montrant des
caractéristiques morphologiques et génétiques proches de certaines especes de Coronilla,
suggérant des événements d'hybridation ou de transfert de genes. Les especes de Coronilla se
distinguent par des inflorescences en ombelles, des fruits en forme de gousse et des graines
réniformes, tandis que celles de Securigera présentent souvent des inflorescences en grappes,
des fruits en forme de sabre et des graines en forme de rein. Occupant des habitats variés, allant
des prairies et zones rocheuses aux foréts et zones humides, ces genres ont subi des adaptations
évolutives importantes. Les changements climatiques et perturbations anthropiques ont

¢galement influencé leur évolution et répartition, favorisant la distribution des espéces et
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modifiant les interactions écologiques. La recherche continue, utilisant des approches
phylogénétiques et écologiques modernes, est cruciale pour approfondir notre compréhension

de ces genres et pour la conservation de la biodiversité (Atzadadeh, 2014; Tozlu, 2021).

1.8 Phylogénétique des genres Coronilla et Securigera

Les genres Coronilla et Securigera ont longtemps captivé les botanistes par leurs
relations complexes. Grace aux progres de la phylogénie moléculaire, nous pouvons désormais
explorer leur histoire évolutive et déméler les liens qui les unissent. Les arbres phylogénétiques
révelent les relations évolutives, ou les branches principales symbolisent les sections du genre,
et les ramifications secondaires représentent des groupes d'espéces partageant des
caractéristiques communes. Par exemple, dans Coronilla, les sections comme EuCoronilla
comprennent des especes telles que Coronilla coronata et Coronilla varia, tandis que

Securigera inclut des sections comme Physocaulis avec des especes comme Securigera mollis.

Les études phylogénétiques des genres Coronilla et Securigera ont utilisé divers
marqueurs moléculaires pour ¢lucider leurs relations évolutives. Parmi ces marqueurs, les
séquences de I'ADN (Acide Désoxyribonucléique) ribosomique interne transcrit (ITS (Internal
Transcribed Spacer)) et les régions chloroplastiques comme le géne rbcl ont été
particulierement utiles. Les études de (Talavera, 1979) et (Atzadadeh, 2014) ont permis de
distinguer les différentes sections et espéces au sein des genres, révélant des patrons de
divergence génétique qui correspondent souvent aux classifications morphologiques

traditionnelles.

Les études moléculaires ont montré que Coronilla est un genre hautement diversifié,
structuré en plusieurs clades principaux. Ces clades correspondent généralement aux sections
morphologiques décrites par (Talavera ,1979). Par exemple, le clade EuCoronilla regroupe des
especes comme Coronilla coronata et Coronilla varia, qui partagent des traits morphologiques

distinctifs tels que des feuilles composées et des inflorescences en ombelles.

De méme, Securigera est structuré en plusieurs clades, dont certains correspondent a
des sections morphologiques. Les analyses de (Holtsford, 2003) ont montré que des especes
comme Securigera securidaca et Securigera hispanica forment des clades distincts, soutenant

l'idée que Securigera est un groupe monophylétique séparé de Coronilla.
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Les genres Coronilla et Securigera montrent des adaptations écologiques variées qui
reflétent leur diversification évolutive. Les espéces de Coronilla sont souvent trouvées dans des
habitats méditerranéens et montrent des adaptations a des conditions de sécheresse et de sols
calcaires. Par exemple, Coronilla glauca est bien adaptée aux sols pierreux et pauvres en

nutriments.

Securigera, de son coté, présente des adaptations similaires mais se distingue par des
adaptations spécifiques aux habitats perturbés et aux sols riches en azote, comme l'illustrent des
especes comme Securigera varia. Ces adaptations écologiques sont souvent corrélées avec les
patrons phylogénétiques observés, suggérant une évolution convergente et des réponses

adaptatives aux pressions environnementales.

Les progres récents en phylogénétique moléculaire ont considérablement enrichi notre
compréhension des relations évolutives entre les genres Coronilla et Securigera. Les analyses
basées sur des séquences moléculaires ont non seulement clarifié les limites taxonomiques entre
ces genres, mais ont également fourni des insights précieux sur leur diversification et leur
histoire évolutive. Des études futures utilisant des approches de séquengage a haut débit et des
analyses génomiques complétes promettent de fournir encore plus de détails sur 1'évolution de

ces genres fascinants.
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L'objet de cette étude est d'analyser les especes des genres Coronilla et Securigera en
se basant sur les especes présentes en Algérie et dans le monde, en utilisant différentes méthodes

d'analyse phylogénétique.
2.1 Recherche de données

Pour la recherche des données moléculaires, nous avons utilisé la base de données
GenBank. Les séquences d'ADN (Acide Désoxyribonucléique) ont été récupérées a l'aide de
I'outil BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) pour identifier et extraire les s€quences

pertinentes des génes ribosomiques ITS (Internal Transcribed Spacer).
2.2 Traitement des séquences

Les séquences récupérées ont été vérifices et nettoyées pour éliminer les régions de
faible qualité a l'aide du logiciel Clustal. Les séquences de chaque espece ont été alignées et les
régions ambigués ou mal alignées ont été soigneusement corrigées ou supprimées pour garantir

une analyse précise.
2.3 Reconstruction des arbres phylogénétiques

Pour la reconstruction des arbres phylogénétiques, nous avons utilisé plusieurs
méthodes. L'analyse par Maximum de Vraisemblance (Maximum Likelihood) a été réalisée a
l'aide du logiciel RAXML, tandis que I'analyse bayésienne a été effectuée en utilisant MrBayes.
Les deux méthodes ont permis de générer des arbres phylogénétiques robustes, soutenus par

des valeurs de bootstrap et des valeurs de probabilité a posteriori élevées, respectivement.

Les arbres obtenus ont €té comparés et combinés pour obtenir une représentation
consensuelle des relations évolutives entre les especes des genres Coronilla et Securigera. Les
résultats ont été interprétés en fonction des données morphologiques et écologiques disponibles

pour chaque espece, fournissant une vue d'ensemble compléte de leur histoire évolutive.

2.4 Choix des taxons a analyser

Pour réaliser notre analyse phylogénétique, nous avons choisi 30 especes des genres

Coronilla et Securigera, réparties a travers I'Algérie et le reste du monde. Deux séquences des
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especes Medicago sativa et Medicago marina ont été choisies comme groupes externes. Ces
derniéres vont nous servir a I'enracinement de nos arbres phylogénétiques. La liste compléte

des especes est présentée dans le Tableau.

2.5 Choix des marqueurs
Les données moléculaires des espéces que nous avons utilisées sont les ITS (Internal

Transcribed Spacer) (internal transcribed spacer) 1 et 2.

Tableaux 3 : code des séquences utiliser

Genres Codes des séquences
Valentina HQ 665020.1
Valentina DQ 641999.1
Valentina HQ 665019.1
Valentina HQ 665018
Juncea DQ 641993.1
Juncea HQ 665021
Juncea HQ 665022
Minima HQ 665024.1
Coronilla Minima HQ 665025.1
Minima HQ 665026.1
Minima DQ 246138.1
Minima AF 450232.1
Vaginalis DQ 641998.1
Coronata GQ 246135
Coronata GQ 246136
Coronata AY 325281.1
Coronata DQ 641992.1
Scorpioides AY 325280.1
Scorpioides PP 320504.1
Scorpioides AF 218529.1
Repanda DQ 641994.1
Viminalis DQ 166213.1
Orientalis PP 232147.1
Parviflora DQ 641995.1
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Securidaca DQ 641996.1
Securigera Somalenisis DQ 641997.1
Varia OR 835646.1

Varia MN 601839

Varia AF 450229.1

Medicago (outgroup) Sativa MW 241750.1
Marina GQ 246118.1

2.5 Phylogeny.fr

Est un site web spécialis¢é dans la phylogénie (Figure 24), discipline biologique
¢tudiant les relations évolutives entre les organismes. Il met a disposition une gamme variée
d'outils et de ressources dédiés a l'analyse phylogénétique, tels que des logiciels et des tutoriels

et des bases de données. (Gascuel, 2020).

Ce site fonctionne par des programmes

. . ) Figure 24 : Capture d’écran de l'interface de
qui sont (Figure 25) : site phylogenic. fi l

. Le  programme
PhyML pour faire la
phylogénie.

. Le  programme

TreeDyn pour faire

Downloads Contacts

’arbre phylogénétique. ™ o—

MUSCLE

o Le programme MUSCLE pour faire I’aligement multiple.

. Le programme Gblocks pour faire la Curation (élimination des Gabs).

Pour utiliser le site Phylogeny.fr, accédez au site et cliquez sur "Advanced".
Sélectionnez ensuite "all at once", configurez les parametres nécessaires, puis cliquez sur

"Create workflow" pour lancer l'analyse compléte.
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Workflow Settings

Name of the analvsis Name length is limited to 20 characters (optional): |

Choose processing steps to run:

Multiple Alignment: MUSCLE
Alignment curation: Gblocks
Construction of phylogenetic tree: PhyML

Visualisation of phylogenetic tree: TreeDyn

Run workflow:

@ all at onceSet the parameters before, and run the whole process. O step by stepControl/validate the results of cach program before going through the next step

[ | Marseille - Hice genopale® e ) e
‘ Centre "%;"S@
National N . N
s Réseau National des Génopoles & 2003
Recherche

Figure 25 : Capture d’écran de l'interface des paramétres site phylogeny.fr.

Apres avoir accéd¢é au site Phylogeny.fr et configuré les paramétres initiaux, nous avons
sélectionné le fichier "Coronilla ITS (Internal Transcribed Spacer)" et ajusté les réglages
nécessaires (Figure 26) Pour le programme PhyML, nous avons coché l'option "Approximate
Likelihood-Ratio Test (aLRT)" et sélectionné "SH-like = 100". Dans la section "Substitution
Model", nous avons coché la case "GTR (DNA/RNA)" (Figure 27).

Alignment: MUSCLE

= = Advanced Settings...
Cotacs

Ao, ouien | [ ey T aréeiy
AdvancedNoge | | WSAE [ob| Gk b AL o) Tedn 9]
Curation: Gblocks
a . Settings
3 7] [V | [ T For a less stringent selection:

I Allow smaller final blocks
1 Allow gap positi

[ Allow less strict
Input Data For a more string,
U STAB [ Do not allow

hin the final blocks

Phylogeny: PhyML

Settings

S A bpronimate L ielinood Ratto Test (LETy:  [SHTS <

© Bootstrapping procedure:  Number of bootstraps

Substitution model: [GTR (DNA/RNA) ~]
Figure 26 : Capture d’écran de l'interface de Figure 27 : Capture d’écran de l'interface
sélectionne ment de la séquence de Coronilla des réglages nécessaires pour le site

ITS sur le site phylogeny.fr phylogeny fr
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1 — M_SATI_MW241750.1
L— M _MAR1_GQ246118.1

C_SCOI1_AF218529.1
S _VARI1_AF450229.1
S_VAR3_MN601839.1
S_VARZ2 _ORS835646.1
1 S_SOMI1_DQ641997.1
C_COR2_DQ641992.1
S_SECI1_DQ641996.1
S_PARI1_DQ641995.1
0.81 L S ORIl_PP232147.1
C_VIMI_DQI166213.1
o.86 C_REPI1_DQ641994. 1
0.79 o1 C_SCO2_PP320504.1
C_SCO3_AY325280.1
— C_COR4_AY325281.1
0.8 1C_CORI1_GQ246136.1
I C_COR3_GQ246135.1
C_MINS_AF450232.1
C_MIN4_ _GQ246138.1
C_MIN1_HQ665026.1

0.97
0.81

0.92
[ ]

0.91 q

0.94

C_MIN3_HQ665024.1
C_VAGI_DQ641998.1
C_JUNI_HQ665022.1
C_JUN3_HQ665021.1

Olg%C JUN4_GQ246137.1
C_JUNZ_DQ641993.1
C_VAL4_HQ665018.1
_VAL3_HQ665019.1
C_VALI_DQ641999.1
C_VAL2_HQ665020.1

Figure 28 : Capture d’écran de l'arbre phylogénétique qu’on a obtenu avec le site
phylogeny fr

Ensuite, nous cliquons sur génere I'arbre phylogénétique que nous recevons en sortie

(Figure 28).

Par la suite, nous convertissons cet arbre phylogénétique au format Newick pour

obtenir ses séquences (Figure 29) et les utiliser dans le programme TreeView

CCCOCECE{{({C_VAL2 HQE65828.1:8, (C_WALLl DQ541999.1:8,C_VAL3 HQ665@19.1:8)@:8)10:8,
C_WALA HQE65818.1:8)8.97:8.8889, ((C_JUNZ_DQ641993.1:8, (C_JUN4_GQ246137.1:8,
(C_JUNS_HQEE65821.1:8,C_JUNL_HQS55822.1:8)8:0)2:8)0.97:8.00966,
C_WAGL_DQE41998.1:2.20772)8:0.80835)08.96:0.08999, { { (C_MIN3_HQE665024.1:@,
C_MINZ_HQE665825.1:8)8.58:8.88185, (C_MINl_HQ&665826.1:8,C_MIN4_GQ2456138.1:@.88372)
©:8)8.78:8.08185,C_MINS_AF458232.1:8.88193)0.87:8.808579)08.99:8.081764,
(C_COR3_GQ246135.1:8,C_COR1_GQ246136.1:3)1:8.61985)8:8,C_COR4_AY¥325281.1:8.83025)
©.98:9.82286, ((C_SCO3_AY3Z5280.1:8.82653,C_SC02_PP3265684.1:9.82312)0©.96:8.81539,
C_REP1_DQ641994.1:8.82357)8.96:9.01818)8.9:0.82565,C_VIML _DQ1l66213.1:0.1a88)
B.8:0.82736, ((({(S_VAR2 ORE35645.1:8.00193,5 VAR1L_AF452225.1:8)68:0,
S_WARS_MNE6@1839.1:8)2.959:8.83225,5_SO0M1l_DQ641997.1:@.821)@.87:8.01205,
({C_COR2_DQ641992.1:8.015967, (5_SECL_DQ6419%6.1:8,5_PAR1_DQ641995.1:8.01958)
©:0.0014)8.92:0.082888,5_0RI1_PP232147.1:8.0472)8:0.06616)8.98:8.85783)
©.95:8.82%818,C_SCO01_AF215529.1:8.1334)1:8.83515, (M_MAR]_GQ2461158.1:8.8169,
M_SAT1 ML241758.1:8.88345)1:8.2445) ;

Figure 29 : Capture d’écran de la séquence de phylogenié.fr en format newick
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Une fois le programme TreeView installé, nous cliquons sur "Edit" pour y coller les
séquences obtenues. Ensuite, en cliquant sur "Paste", nous pouvons visualiser ces arbres sous
différentes formes, y compris sous forme de cladogramme comme illustré dans la Figure ci-

dessous. (Figure 30).

~
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Figure 30 : Capture d’écran de I’arbre phylogénétique qu’on a obtenu avec le site phylogénie.fr
en format cladogramme

Pour visualiser le phylogramme, une fois sur l'interface de TreeView, cliquez d'abord
sur "Tree" puis sur "Show Internal Edge Labels" pour afficher les pourcentages sur 1'arbre
phylogénétique. Cela permet de voir les valeurs de support aux branches internes, indiquant la
confiance statistique ou le support des regroupements entre les espéces ou les groupes

taxonomiques (Figure 31).

&
[ File Edit Style Tree Window Help

Sl delsle e o)

C SCO1AF218629.1

C VIM1 DQ166213.1
C VAG1 DQ641998.1

C VAL4 HQB65015.1
76883 2 HQB65020 1

VAL1DQ641999.1

VAL3 HQ665019.1
G JUN2 DQ641993.1
8:88INa GQ246137 1
%Juwa HQ665021.1

JUN1 HQ665022.1
G MINS AF450232.1
86 MIN3 HQ665024 1
B #AIN2 HQE65025 1
B MIN1 HQ665026.1

C MIN4 GQ246138.1

C COR4 AY325281.1

0.81 0 g R3 GQ246135.1
OR1 GQ246136.1
C REP1 DQ641994 1
0.56 5 o SCO3 AY325280.1
-*'C sco2 PP320504.1
——————————— S ORI1PP2321471
0 C COR2 DQ641992.1
0.8 SEC1DQ641996 1
S SOM1 DQ641997 1
0.81 S VAR1 AF450229 1
975 AR2 ORB35646.1

VAR3 MNB01839.1

T MMAR1 GQ246118.1
L—  msAT1 Mw241750.1

PHVLIP_T (1/1)

Figure 31 : Capture d’écran de [’arbre phylogénétique de site phylogénie.fr en format
phylogramme

Ensuite, pour afficher 1'arbre phylogénétique, cliquer sur "Print Preview". Cela permet

de pré visualiser l'arbre avant de lI'imprimer ou de l'enregistrer dans le format souhaité. Cette
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fonctionnalité est utile pour vérifier la disposition, 1'échelle et les détails de l'arbre

phylogénétique avant de finaliser sa sortie (Figure 32).
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Figure 32 : Capture de I’arbre phylogénétique finale de phylogénie.fr 1

2.6 Programme ClustalX version 2.1

L'alignement multiple des séquences homologues des genres Coronilla et Securigera
a été effectué a l'aide du logiciel ClustalX version 2.1. Une fois les séquences alignées, elles
ont ¢été sauvegardées aux formats Fasta et PHYLIP pour une utilisation ultérieure dans les
logiciels Mega et les programmes PHYLIP, afin de construire les arbres phylogénétiques. Pour
garantir la qualité de I'alignement, toutes les lacunes (gaps) et les données manquantes ont été
supprimées manuellement a 1'aide du logiciel Mega. Cette étape est cruciale pour assurer la

précision et la  fiabilit¢ = des  analyses  phylogénétiques qui  suivront
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Suite a I'analyse visuelle des arbres phylogénétiques obtenus avec TreeView, il est souvent
nécessaire de réaligner les séquences afin d'optimiser la précision de l'alignement. Pour ce faire,
une fois le logiciel ClustalX ouvert, nous procédons en cliquant sur "File" puis sur "Load
Séquences", ce qui permet de charger les fichiers contenant les séquences déja alignées ou a
aligner. Cette étape est cruciale pour ajuster et améliorer 1'alignement des s€quences en fonction
des informations obtenues a partir des arbres phylogénétiques précédemment générés (Figure

33).

Mode: |Multiple Alignment Made  Font: |10 +

C_VALL DQE41558.1
€_VAL2 HQEES020.1
C_VAL2 HQE€S5015.1

M_SATL MW241750.1
M MAR) GQE4€118.1

Figure 33 : Capture d’écran de l'interface du logiciel ClustalX avant I’alignement multiple de

séquences des especes Coronilla et Securigera

Pour obtenir l'alignement multiple des séquences, aprés avoir chargé les séquences
dans ClustalX, nous cliquons sur "Alignement" puis sur "Do Alignement frome Guide Tree" et
enfin sur "OK". Cette procédure permet d'effectuer l'alignement en utilisant 'arbre guide
préalablement générer par ClustalX. Ce processus assure que les séquences sont alignées de
maniere optimale, en tenant compte des informations phylogénétiques pour positionner
correctement les acides aminés ou les nucléotides similaires dans chaque colonne de

l'alignement (Figure 34).

34



CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES

Mods: [Multiple Alignment Mode - | Font: |10

CLUSTAL. file created illa ITSSM.aln]

Figure 34 : Capture d’écran de l'interface du logiciel ClustalX montrant I’alignement multiple de

séquences des especes Coronilla et Securigera.

2.7 Programme MEGA

Aprées avoir obtenu les résultats du programme ClustalX, la prochaine étape pourrait
consister a utiliser le logiciel MEGA pour effectuer une analyse phylogénétique plus
approfondie ou pour construire un arbre phylogénétique a partir de 1'alignement multiple des

séquences.

Pour analyser la séquence ITS (Internal Transcribed Spacer) de Coronilla avec
MEGA, commencez par ouvrir le programme et chargez le fichier contenant la séquence.
Ensuite, sélectionnez 1'option pour analyser les séquences nucléotidiques et cliquez sur "OK"
(Figure 35). pour lancer l'analyse. MEGA utilisera les parameétres que vous avez spécifiés pour
générer des résultats détaillés, facilitant ainsi 1'étude phylogénétique et 1'analyse comparative
des données génétiques de Coronilla. Cette approche permet une exploration approfondie de

I'évolution et des relations phylogénétiques au sein de ce genre botanique.

N ket Seaqgueenae s PMis simg Data -
Proiain Saequarniceas AlLignrmeent Gap —
Palmnuwise [Dstaamoe ITdentical Syrmibol -

= rioie < Cance

Comne Loading

Figure 35 : Options d'Entrée de Données pour les Séquences de Nucléotides
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Il faut d'abord confirmer que la séquence est bien des données nucléotidiques non
codantes . Ensuite, dans MEGA, cliquez sur "MODELS", puis sur "Find Best DNA/protein
Models ML". Assurez-vous d'utiliser les données activées actuellement et confirmez I'analyse
pour sélectionner le modele phylogénétique optimal basé sur les données analysées (Figure 36)
Ce processus garantit une modélisation précise des changements évolutifs et une interprétation

robuste des relations phylogénétiques entre les séquences de Coronilla.

FAlodel S=electiomn (FALY
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=
Stratistical PMethod == Al sefrzrrsrre L fbcelifa oo’
SUBSTITUTHNN RACOLIEL
Substitutions Twpe = Morcleotiofe
DATA SITESET T LIS E
SapssSPAissing Drata Treatrmaent = Corrnp lete Telaetior
T
Eramnch Swwap Filter = Morre
SHWSTERM RESOCOUIRCE USasE
rNurmber of Threads=s == =

SRe = cance:

Figure 36 : capture d’écran des donnée d’analyse dans logiciel MEGA

Ensuite, le programme MEGA lance le processus, souvent indiqué par "progress", qui
informe généralement les utilisateurs sur I'état d'avancement des taches et des analyses en cours.
Cela inclut 'affichage des barres de progression, les rapports d'état, et les évaluations de la
convergence des résultats. A la suite de cette analyse, un Tableau des résultats est généré
(Figure 37), présentant les modeles phylogénétiques optimaux ainsi que d'autres mesures

pertinentes pour interpréter les relations évolutives entre les séquences de Coronilla.

g % | e LR
Coller L' I s » - A == =
Presse-pag Fol " Alignement t ~
AZ7 - £ NOTE.-- Models with the lowest BIC scores (Bayesian Information Criterion) are considered to deseribe the substitution pattern the best. For each model, AlCc value (Akaike  ~
A B c D E F G H ! J K L M N o LIRS
13 HKY+G+ 67 9542232741 9010.035862 -4437.799721 0,305251249 1.374204323 1,38341964 0,240108945 0.219514526 0.263857034 0.276519495 0.05 0.06 0.16
14 TN93+| 67 9542787977 9010,591098 -4438,077339 0441022077 n/a 1,32192304 0,240108945 0.219514526 0,263857034 0.276519495 0,05 0.06 0.1
15 [GTR+I 70 9546.698148  B8990.691743 4425107799 0432090498 n/a 1.33626673 0.240108945 0.219514526 0,263857034 0.276519495 0.07 0.07 0.1
16 |HKY+ 66 9562950978 9028,690994 4448133715 0449947301 n/a 1,33641028 0,240108945 0.219514526 0,263857034 0,276519495 0,05 0,06 0,16
17 |JC+G 62 9611482607 9118,972129 -4497,299032 n/a 0.533784092 5 0,08 0.08 0.08
18 [JC+G+l 63 9618,623334 9118,175191 449589452 0,316129316 1,536885039 05 025 0,25 025 025 0,08 0,08 0,08
19 [JC+ 62 9G626,831258  9134,32078 -4504,973357 0,449338581 nia 5 0.25 0,25 0.25 0,25 0,08 0.08 0.08
20 K2 62 9738,024467 9245513989 -4560,569961 n/a nia 1,22352462 0,06 0,06 0,14
21 |GTR 69 9744778164 9196,708094 -4529,122692 n/a nia 122642942 0,240108945 0,219514526 0263857034 0276519495 0,08 0,07 0.1
22 T92 63 9748,189942 9247741798 -4560.677823 n/a nia 1,22447474 0,229811735 0.2298117356 0270188265 0.270186265 0.05 0.06 0.16
23 TN93 66 9760909717 9226,649733 -4547.113085 n/a nia 1.22716769 0.240108945 0.219514626 0263857034 0.2766519495 0.056 0.06 0.11
24 HKY 65 9777767766 9261464869 -4566.65269865 n/a nia 1.22666633 0.240108945 0.219514526 0.263857034 0.276519495 0.06 0.06 0.15
26 |JC 61 9842462132 9367889612 4617.763669 n/a nia 05 0.25 0.25 0.25 026 0.08 0.08 0.08
26

27 NOTE. — Models with the lowest BIC scores (Bayesian Information Criterion) are considered to describe the substitution pattern the best. For each model, AlCc value (Akaike Information Criterion, corrected), Maximum Likelihood y
28

29 Abbreviations: TR. General Time Reversible, HKY. Hasegawa-Kishino-Yano, TN93. Tamura-Nei, T92. Tamura 3-parameter, K2. Kimura 2-parameter, JC. Jukes-Cantor./div=

30 1. Mei M. and Kumar $_ (2000). Molecular Evolution and Phylogenetics. Oxford University Press, New York.

31 2 Tamura K., Stecher G, and Kumar S. (2021). MEGA 11: Malecular Evolutionary Genetics Analysis Version 11. Molecular Biology and Evolution https //doi org/10.1093/molbev/msab120

32 Disclaimer Although utmost care has been taken to ensure the correctness of the caption, the caption text is provided “"as is” without any warranty of any kind. Authars advise the user ta carefully check the caption prior to its us
33
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Figure 37 : Capture d’écran de l'interface du fichier Excel montrant les 25 modeles d’évolution
obtenu par le logiciel MEGA pour [’alignement multiple des ITS des espéces de coronilla et
securigera et I’Outgroup
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Ensuite, dans le programme

MEGA, aprés avoir sélectionné

"phylogénie", nous choisissons
I’option « Construct/Test Maximum
Likelihood Tree" et nous confirmons
l'utilisation des données (Figure 38).
Une fois le Tableau d'analyse obtenu,
nous ajustons le nombre de réplicas

bootstrap et sélectionnons
Le mode¢le

De substitution Kimura 2. Ensuite,
pour que le programme progresse, il

lance le calcul nécessaire pour

construire l'arbre phylogénétique

basé sur ces paramétres (Figure 39).
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Phylogeny Reconstruction
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Figure 38 : capture d’écran des donnée d’analyse

dans logiciel MEGA
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Figure 39 : Progression du Bootstrapping de ['Arbre
Phylogeénétique avec Log Likelihood et Détails de

l'Opération

Une fois les calculs terminés, on obtient cet arbre phylogénétique (Figure 40).
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Figure 40 : capture d’écran de l'arbre phylogénétique basé sur ces paramétres de programme

MEGA
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Ensuite, en cliquant sur FILE et
en sélectionnant EXPORT CURRENT
TREE (Newick), on accede a la fenétre
"Newick Export Options". En cochant les
options "Branch Length" et "Bootstrap

Values", puis en cliquant sur OK (Figure
41) on obtient la séquence au format

Newick de l'arbre phylogénétique généré
(Figure 42) Ce format conserve a la fois
les longueurs des branches et les valeurs
de bootstrap, fournissant une
représentation compléte et détaillée de
l'arbre phylogénétique obtenu a partir des
données analysées des genres Coronilla et

Securigera.

CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES

9' Tree file format: | Newick

[[] Save as currently displayed

[[] save all trees

Annuler
Figure 41 : capture d’écran de a la fenétre
"Newick Export Options"
]

bl B Seach  Dily  Utiites

B e XODReanr QY% a

*Newick Export.nk ]
L] 1001101 (o_va52_Eog4Sna0. 1:0, 00000000, WAL 50565018, 1:0, 0000030}, 1900:0, 00000000, VAL3 HQ66S012. 1:0,0C

Figure 42 : Capture d’écran de la sequences de
l’arbere MEGA en format newick

Apres avoir installé le programme FigTree, nous sélectionnons l'option "Tree" et

ensuite "Export Tree". Une fenétre s'ouvre ot nous choisissons le format NEWICK, puis nous

cliquons sur OK. Cela nous permet d'exporter l'arbre phylogénétique au format Newick, prét a

étre utilisé pour d'autres analyses ou visualisations dans des programmes compatibles avec ce

format. Ensuite, nous enregistrons la séquence dans FigTree pour obtenir l'arbre phylogénétique

au format spécifié (Figure 43).

Ensuite, en cliquant sur "Edit", nous copions cette séquence. En ouvrant ensuite le programme

TreeView, dans le menu "Edit", nous sélectionnons "Paste" pour y coller la séquence obtenue.

Cela nous permet d'afficher 1'arbre phylogénétique au format Newick avec les branches et les

valeurs de bootstrap, facilitant ainsi 1'analyse visuelle et la manipulation ultérieure de l'arbre

phylogénétique des genres Coronilla et Securigera, forme cladogramme (Figure 44).
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Figure 43 : Capture d’écran d’un arbre phylogénétique dans FigTree
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Figure 44 : Capture d’écran de I’arbre MEGA dans le programme TreeView en forme
cladogramme

Forme phylogramme (Figure 45).
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Figure 45 : Capture d’écran de I’arbere MEGA dans le programme Treeview en forme
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(Figure 46). Ensuite, nous cliquons sur [S-V¥AR1AFG02ZT ¥

A A

Outgroup". En utilisant FigTree, nous oKk | Cancel |

"Tree" a nouveau et choisissons "Root with

effectuons des rotations pour optimiser
‘ Figure 46 : capture d’écran de [’identification de
Iaffichage De l'arbre phylogénétique [ ourgroupe

(Figure 47).
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Figure 47 : arbere phylogénitique finale de programme MEGA.
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2.8 Programme Phylip3.698

On lance le
PHYLIP 3.698 en utilisant toujours la

du de

programme
méthode maximum
vraisemblance. On clique sur segboot
pour générer des réplicats bootstrap
(100) et on renomme le fichier outfile

en infile. Ensuite, on lance dnaml pour

CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES

xB [ ba E

utiliser ces réplicant pour estimer la topologie de l'arbre qui a la plus haute

Vraisemblance donnée les
données de séquences (Figure 48).

On clique sur exe dans dnaml, renommez
le fichier outtree en intree. Ensuite, lancez
consens pour combiner ces arbres en un
arbre consensuel, en spécifiant le fichier
outfile produit précédemment par dnaml.

Appuyez sur R pour indiquer

Apres avoir sélectionné outtree,
le programme affiche la séquence de
l'arbre généré par dnaml (Figure 50).
Vous complétez cet arbre avec les valeurs
de bootstrap pour obtenir un arbre
phylogénétique  complet. Ensuite,
renommez outtree en "arbre ML avec
une  meilleure

bootstrap" pour

compréhension.  Ensuite, ouvrez Le

Figure 48 : capture d’écran de l'interface de

118 csersi

Figure 49 : capture d’écran de consense
Une analyse de consensus, puis Sur Y pour COILIIIET €L 1ANCET 1€ Processus (CIgUre 49).

@ ArbreMLBS - Bloc-notes

Fichier Edition Format Affichage Aide
(CCCCCC(((C_SC03_AY3:100.8,C_SC02 PP3:100.0):100.0,C REPL 06:100.0):160.6,
((C_VINL_DQL:100.8, ( (M_MARL_GQ2:109.0,M SATL Mi2:100.8):100.8,C SCO1_AF2:166.0):100.0):53.8,
(((C_COR2_DQ5:100.8, (5_SEC1_DQ6: 109.9,5_PARL_0Q6:100.8):56.8):99.8, (((S_VARL_AF4:100.8,
S VAR3 Mi6:100.9):77.8,5 VARD_0RB:100.0):160.8,5 SOM1 DQ6:100.0):78.8):63.8,

S ORTL PP2:100.9):98.8):92.0):90.9, ((C_COR3_6(2:10.9,C_(ORL G(2:100.9):100.8,

(_COR4 _AY3:100.0):78.8):100.9, (((C_MIN3_HQ6:108.8,C_MIN2 HO6:100.0):72.8,

(C_MINL_HQR: 100.8,C MINA GO2:100.0):81.0):68.9,C_MINS_A4:109.):97.0):160.9,
(_VAG1_DQ6:108.8):70.0, (((C_IUN3_HO:109.8,C_JUN1 H6:180.9):68.8,C _JUNA GQ2:100.8):3L.0,
(_JUN2_DQ6:100.8):99.0):99.9, (C_VAL3 HO6:16.,C VALL 06:100.8):38.0):45.6,
(_VAL4_HQ5:100.0):100.0,C_VAL2_HQp:100.0);

Figure 50 : capture d’écran de la séquence de
[’arbre généré par dnaml

programme TreeView et collez la séquence de l'arbre générée précédemment. TreeView

affichera I'arbre. Pour afficher les valeurs de bootstrap sur les branches, cliquez sur "Show Edge

Labels" car 1a méthode avec
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les bootstrap n'inclut pas les longueurs de branche par défaut, on définir les groupe externee

aprés on Root with groupe externee, voici I’arbre ml bootstrap (Figure 51).
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Figure 51 : capture d’écran de l’arbre ml bootstrap de programme phylip 3.698

Apres, nous sélectionnons la séquence de Coronilla ITSM et relangons 1'analyse avec

Philip, en utilisant toujours les mémes données mais cette fois avec une seule arborescence

comme référence. Nous utilisons les valeurs de bootstrap (mlbs) comme référence pour estimer

les longueurs de branches et obtenir I'arbre phylogénétique final. Pour ce faire, nous langons

dnaml en spécifiant le fichier de séquence CoronillalITSM.phy pour cette analyse spécifique.

Ensuite, nous visualisons l'arbre dans le programme TreeView, qui affiche les longueurs de

branches. Nous racinons l'arbre en utilisant les groupe externee pour une meilleure

interprétation. Ensuite, nous ouvrons le programme FigTree et collons I'arbre pour le raciner en

utilisant I'option "midpoint Root". Nous exportons l'arbre au format Newick. Ensuite, nous

retournons a TreeView, collons la séquence et affichons I'arbre final. Nous ajoutons les valeurs
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de bootstrap et complétons les références nécessaires pour une interprétation précise. Voici

I’arbres phylogénétiques de programme PHYLIP 3.698 (Figure 52).
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Figure 52 : capture d’écran de I’arbre phylogénitique final de programme Phylip 3.698
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2.9 Programme Mr Bayes 3.2.7

Un logiciel avancé pour l'inférence bayésienne en phylogénie, utilisé pour reconstruire
les relations évolutives entre espeéces a partir de données moléculaires et morphologiques,
applique des méthodes bayésiennes pour estimer les arbres phylogénétiques, intégrant la
variabilité et les incertitudes des données. Le programme modélise I'évolution des séquences
avec précision grace a divers modéles substitutionnels. Les utilisateurs peuvent définir des
prions informatifs et utiliser des méthodes MCMC (Markov Chain Monte Carlo) pour
échantillonner les distributions postérieures des arbres et des parametres de substitution. Cela
permet d'obtenir une vision exhaustive et statistiquement robuste des relations phylogénétiques.
Les valeurs de bootstrap obtenues par cette méthode représentent des probabilités, offrant ainsi

une mesure directe de la confiance dans les branches des arbres phylogénétiques.

Aprés avoir installé le programme Mr Bayes 3.2.7 pour Windows 64 bits, notre
séquence a été alignée a 1'aide du programme ClustalX et enregistrée au format Nexus sous le
nom "CoronillaITSM.nex". Ce fichier a ensuite été importé dans Mr Bayes en suivant les étapes
décrites dans le manuel (v3.2, page 8). Mr Bayes a été lancé et les données ont été chargées
avec la commande exécute CoronillaITSM.nex, acceptée sans erreur. Le modéle utilisé est celui
de Kimura avec une distribution gamma (K2+G), qui comporte deux parametres, et la

commande Iset nst=2 rates=gamma a ét¢é utilisée.

L'analyse MCMC a été paramétrée avec les options suivantes : meme ngen=50000
samplefreq=100 printfreq=100 diangfreq=1000. Cela signifie que 50 000 générations ont été
demandées a Mr Bayes, avec un échantillonnage toutes les 100 générations, des résultats
imprimés toutes les 100 générations, et des diagnostics vérifiés toutes les 1 000 générations.

Cette analyse a été répétée trois fois, chaque fois avec 50 000 générations (Figure 53).

Figure 53 : capture d’écran de ’analyse des deux paramétere dans le programme MrBayes.
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A la fin de l'analyse, le Tableau des résultats a été examiné. Pour que I'analyse soit
valide, les valeurs moyennes de ESS (Effective Sample Size) devaient étre supérieures a 100,
et les valeurs de PSRF (Potentiel Scale Réduction Factor) devaient étre proches de 1 (Figure

54).

Es flmafed marginal llPellh ods for runs ampled in files

‘H~e the harmonic mean for Bayes factor comparisons of models)
(Values are saved to the file coronillaITSM.nxs.lsta

Run  Arithmetic mean Harmonic mean

s sampled in ’rller
i11aITSM.nxs.run2.p

e that the parameter is undersamp
(PSRF = Potential Scale Reduction Fac
and Rubln. should approach 1.8 as runs converge.

Figure 54 :Capture d’écran de tableau des résultat d’analyse de programme MrBayes.

L'arbre phylogénétique avec les valeurs de probabilité a posteriori (équivalentes aux valeurs

de bootstrap en termes d'interprétation) a ensuite été généré (Figure 55).
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Figure 55 : Capture d’écran de L'arbre phylogénétique avec les probabilités postérieures

(équivalentes aux valeurs de bootstrap en termes d'interprétation) de programme MrBayes.

47



CHAPITRE III ;

RESULTATS
ET
DISCUSSIONS



CHAPITRE IIT : RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1 RESULTATS

3.1.1 Le résultats phylogeny.fr
Les résultats obtenus par le logiciel phylogeny.fr concernant les espéces de genre
Coronilla et Securigera présentes en Algérie et leurs degrés de rapprochement sont comme

suit ;

L'arbre phylogénétique montre des groupes distincts pour les espéces des genres Coronilla et
Securigera présentes en Algérie. Les espéces de Coronilla sont indiquées par la lettre "C" et

celles de Securigera par la lettre "S".

Pour les groupes monophylétiques, plusieurs observations peuvent étre faites. En
utilisant la méthode de reconstruction phylogénétique par maximum de vraisemblance, C SCO1
forme une branche distincte avec un support bootstrap de 100%, indiquant une divergence
évolutive claire par rapport aux autres espéces. Un groupe majeur de Coronilla comprend les
especes telles que C VAL, C JUN, C MIN, et C COR3, avec des valeurs de support bootstrap
¢levées, ce qui montre une forte confiance dans ces relations évolutives. C REP1 est proche des
especes C SCO3 et C SCO2, avec un support bootstrap de 86%, suggérant une relation évolutive
commune. C ORI est distinct mais proche des especes telles que C COR2 et C PARI.

En ce qui concerne Securigera, S ORIl forme une branche distincte avec un support
bootstrap de 92%, indiquant une divergence claire mais proche de C COR2. S PART et S SEC1
forment un groupe distinct avec un support bootstrap de 80%. S SOM1 est proche de S VARI
et S VAR2, avec un support bootstrap de 97%.

Les especes de Coronilla et Securigera montrent une divergence évolutive
significative. Cependant, il existe des clades ou elles sont relativement proches, indiquant des
relations évolutives partagées plus anciennes. Par exemple, S ORII est relativement proche de

certaines especes de Coronilla comme C COR2.

Les valeurs de support bootstrap indiquent la confiance dans les regroupements
évolutifs. Voici quelques pourcentages clés : 100% pour le clade contenant C SCO1, montrant
une forte confiance dans cette séparation ; 79% pour le clade contenant C VM1 ; 88% pour le
clade contenant plusieurs especes de C JUN ; 94% pour le clade contenant C MIN et C COR4
; 86% pour le clade contenant C REP1 et C SCO3 ; 92% pour le clade contenant S ORI ; 80%
pour le clade contenant S PART et S SEC1 ; et 97% pour le clade contenant S SOM1 et S VAR
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Figure 56 : Arbre de phylogénie.fr final des especes de Coronilla et Securigera en utilisant Medicago

comme groupe externe.
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3.1.2 Résultat du logiciel MEGA d'aprés la méthode Maximum Likelihood

L'arbre phylogénétique obtenu avec le logiciel MEGA en utilisant la méthode de
Maximum Likelithood montre des groupes distincts pour les especes des genres Coronilla et
Securigera présentes en Algérie. Les especes de Coronilla telles que C VAL et C VAGI1
forment un groupe avec des valeurs de support bootstrap allant de 48% a 65%, indiquant une
confiance modérée dans ces relations. Un groupe majeur de Coronilla comprenant les especes
C JUN, C MIN, et C COR3 a des supports bootstrap €levés, atteignant jusqu'a 99%, montrant
une forte confiance dans ces regroupements. C REP1, C SCO3, et C SCO2 forment un groupe
avec un support bootstrap de 95%, suggérant une relation évolutive commune claire. C ORI

et C VM1 montrent un support de 93%, indiquant une divergence évolutive claire.

Pour Securigera, S ORIl forme une branche distincte avec un support bootstrap de
93%, indiquant une divergence claire mais proche de C ORI1. S SEC1 et S PAR1 forment un
groupe avec un support de 75%. S SOM1 est proche de S VAR1 et S VAR?2 avec des supports

bootstrap de 99%, montrant une forte confiance dans ces relations.

Les espéces de Coronilla et Securigera montrent une divergence évolutive
significative. Cependant, il existe des clades ou elles sont relativement proches, comme S ORI

et C ORII, indiquant des relations évolutives partagées plus anciennes.

Les valeurs de support bootstrap montrent la confiance dans les regroupements
évolutifs. Quelques pourcentages clés incluent : 100% pour le clade contenant C CORI,
montrant une forte confiance dans cette séparation ; 65% pour le groupe C VAL et C VAGI ;
99% pour le groupe contenant plusieurs especes de C MIN et C COR3 ; 95% pour le clade
contenant C REP1, C SCO3, et C SCO2 ; 93% pour le clade contenant S ORI1 ; 75% pour le
clade contenant S SEC1 et S PARI ; et 99% pour le clade contenant S SOMI1 et S VARI.

En conclusion, l'arbre phylogénétique obtenu avec le logiciel MEGA montre des
groupes monophylétiques distincts pour les genres Coronilla et Securigera. Les valeurs de
support bootstrap ¢élevées indiquent une forte confiance dans plusieurs des relations évolutives.
Les espéces de Coronilla montrent une diversification notable par rapport a celles de
Securigera, mais certaines relations proches entre les deux genres suggerent des ancétres

communs plus anciens.
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Figure 57 : Arbre phylogénétique final des especes de Coronilla et Securigera généré avec

MEGA en utilisant la méthode maximum de vrai semblance.

3.1.3 Résultat de DNAML de Phylip3.698

L'arbre phylogénétique révele des clades distincts pour Medicago, Securigera et

Coronilla, chacun avec des degrés de support variés. Medicago, utilis¢é comme groupes
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externes, comprend deux séquences : M. MARI (GQ246181.1) et M. SATI (MWA17501.1).
Ce clade affiche une valeur de bootstrap de 100, indiquant un support tres fort et une distinction

claire de ce groupe par rapport aux autres genres étudiés.

Pour Securigera, le clade comprend plusieurs séquences : S. ORIl (PP22147.1), S.
SEC1 (DQ641996.1), S. PAR1 (DQ641995.1), S. SOMI1 (DQ641997.1), S. VAR2
(AF450239.1), et S. VAR3 (MN601738). Le sous-clade formé par S. SECI, S. PARI et S.
SOMI1 présente une valeur de bootstrap de 78, ce qui indique un support modéré. Globalement,
le clade de Securigera a un support de 63, suggérant que la monophylie de ce groupe est
modérément soutenue et que des données supplémentaires pourraient étre nécessaires pour

renforcer ces relations.

Le clade de Coronilla inclut de nombreuses séquences telles que C. SCOIl
(AF218529.1), C. REP1 (DQ641994.1), C. SCO3 (AY252820.1), C. COR2 (DQ641992.1),
entre autres. Le sous-clade regroupant C. CORA (AY252821.1) et C. COR3 (GQ246316.1) a
une valeur de bootstrap de 98, indiquant un support trés fort. D'autres sous-clades, incluant des
especes comme C. JUN2 (DQ641993.1) et C. JUN3 (HQ685621), affichent également des

valeurs de support élevées.

En examinant les relations entre les especes proches, au sein de Securigera, les espéces
les plus proches sont S. SECI et S. PAR1, avec une valeur de bootstrap de 78. Pour Coronilla,
les especes les plus proches sont C. COR3 et C. CORA, avec une valeur de bootstrap de 98. De
plus, les especes C. MIN3, C. MIN2, C. MIN1 et d'autres montrent des valeurs de bootstrap

¢levées (par exemple, 98), indiquant des relations étroites au sein de ce groupe.
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Figure 58 : Arbre phylogénétique final des espéces de Coronilla et Securigera généré avec
DNAML de phylip3.698.
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3.1.4 Résultat du logiciel de MrBayes

L'arbre phylogénétique généré par MrBayes montre des clades distincts pour
Medicago, Securigera et Coronilla, chacun ayant des valeurs de support variées. Medicago,
utilisé comme groupe externe, comprend deux séquences : M. MARI (GQ246181.1) et M.
SATI (MWA17501.1), avec une valeur de bootstrap de 100, indiquant un fort support et une

distinction nette par rapport aux autres genres étudiés.

Pour Securigera, le clade comprend plusieurs séquences : S. ORIl (PP22147.1), S. SECI1
(DQ641996.1), S. PAR1 (DQ641995.1), S. SOM1 (DQ641997.1), S. VAR2 (AF450239.1) et
S. VAR3 (MN601738). Le support global pour ce clade est modéré, avec une valeur de 67. Au
sein de Securigera, les sous-clades montrent des valeurs de support variées : le sous-clade
comprenant S. SEC1 et S. PAR1 a une valeur de bootstrap de 74, indiquant un support modéré,
tandis que les séquences S. VAR2, S. VAR3 et S. VAR1 montrent une relation étroite avec un

fort support (100).

Le clade de Coronilla inclut de nombreuses séquences : C. SCO1 (AF218529.1), C. REP1
(DQ641994.1), C. SCO3 (AY252820.1), C. COR2 (DQ641992.1), C. COR4 (AY252821.1),
entre autres. Les sous-clades au sein de Coronilla sont bien supportés, comme celui regroupant
C. CORA et C. COR3, qui a une valeur de bootstrap de 100, indiquant un fort support. D'autres
sous-clades, incluant des especes comme C. MIN3, C. MIN2, C. MINI1 et d'autres, affichent
également des valeurs de support élevées (92), suggérant des relations évolutives étroites au
sein de ce groupe. De méme, les séquences C. VAL2, C. VAL3, C. VAL4 et autres montrent

un fort support avec une valeur de bootstrap de 100.

En examinant les relations entre especes proches, au sein de Securigera, les especes les
plus proches sont S. SEC1 et S. PARI1, avec une valeur de bootstrap de 74. Les especes S.
VAR2, S. VAR3 et S. VARI montrent une relation étroite avec une valeur de bootstrap de 100.
Pour Coronilla, les especes les plus proches incluent C. COR3 et C. CORA, avec une valeur de
bootstrap de 100. Les especes C. MIN3, C. MIN2, C. MIN1 et d'autres montrent des valeurs de
bootstrap élevées (92), indiquant des relations étroites. De méme, les especes C. VAL2, C.
VALS3, C. VALA4 et autres montrent également une forte proximité avec une valeur de bootstrap

de 100.
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Figure 59 : Arbre phylogénétique final des espéeces de Coronilla et Securigera généré avec MrBayes.
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3.2 Discussion générale

Les analyses phylogénétiques des espéces des genres Coronilla et Securigera,
réalisées a l'aide des logiciels phylogeny.fr, MEGA, PHYLIP 3.698, MrBayes, montrent des
résultats globalement similaires. Les deux méthodes utilisées, Maximum Likelihood et
Bayésienne, ont permis de dégager des clades monophylétiques bien définis pour Coronilla et
Securigera. Tous les logiciels ont révélé des supports bootstrap élevés pour des groupes
spécifiques, indiquant une forte confiance dans les relations évolutives. Par exemple, les
especes C. SCO1, C. JUN, C. MIN, et C. COR3 forment des groupes distincts avec des valeurs
de support élevées dans toutes les analyses. Securigera montre également des clades bien
supportés, avec des valeurs de bootstrap élevées pour les groupes incluant S. ORI, S. PART,
S. SECI, S. SOM1, S. VARI, et S. VAR2. Bien que les valeurs de support varient légérement
entre les méthodes et les logiciels, la structure générale des arbres phylogénétiques reste
cohérente, indiquant des relations évolutives proches entre certaines especes et des divergences
claires entre d'autres. Les différences mineures observées concernent principalement les degrés
de proximité entre certaines espéces spécifiques, mais l'ensemble des résultats confirme la
robustesse des relations évolutives identifiées, suggérant des ancétres communs et des

divergences évolutives bien définies pour les genres Coronilla et Securigera.

Ces deux arbre phylogénétique, génére a l'aide des logiciels Mr Bayes 3.2.7 et PHYLIP
3.698 montent deux séquences méritant une attention particuliere. La séquence C VIM1
DQ166213.1 forme un groupe distinct tout seul, ce qui suggere qu'elle pourrait représenter une
lignée évolutive unique ou possiblement une espéce non encore correctement classifiée au sein
du genre Coronilla. De plus, la séquence C SCO1 AF218529.1 se place en dehors du clade
principal de Coronilla et se regroupe avec le groupe externe Medicago. Cela pourrait indiquer
une relation évolutive plus ancienne ou un positionnement taxonomique incorrect, voire une

divergence génétique significative au sein du genre Coronilla.

Pour déterminer a quel genre appartiennent ces deux séquences, nous utiliserons le
site BLAST pour effectuer ces analyses. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) permet
de comparer les séquences d'ADN (Acide Désoxyribonucléique) ou de protéines contre une
base de données de séquences existantes afin d'identifier des similarités significatives. En
soumettant les séquences C VIM1 DQ166213.1 et C SCO1 AF218529.1 a BLAST, nous

pourrons trouver des correspondances proches et potentiellement déterminer leur appartenance

54



CHAPITRE IIT : RESULTATS ET DISCUSSIONS

génétique précise. Cette analyse nous aidera a confirmer si ces séquences sont correctement

classifiées ou si elles doivent étre reconsidérées dans un autre contexte taxonomique.

D’abord, on a téléchargé la séquence de C VIMI1 DQ166213.1 dans le site NCBI se
forme Fasta (Figure 60).

Coronilla viminalis isolate 401Cor_vim internal transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence

GenBank: DQ166213.1
GenBank Graphics PopSet

»DQ166213.1 Coronilla wiminalis isolate 4@1Cor_vim internal transcribed spacer 1, 5.85
ribosomal RMA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence
TCECATCCTCCACACCAACCCGTEAACACGTTCGACTATCGCATTCGCCGCAAGTECT TGGGEAAGGEGEE
COCCeCaCACGCCaiAACGCTEECCOCCCGACCCTTCTTCCTCGCAAACCAAACAAACCCCGECGCTAAC
GCETCAAGEAAAACCAMACTGTCCAGTGLGOGCTCOGTGCEGEECTCCGEAGACGGIGCCCGCGCATEICGT
GTCACGACACATACCACATAAAATGACTCTCGECAACGEATATCTCGECTCTCGCATCGAT GAAGAACGT
AGCGAAATGCGATACTTGGTOTGAATTGCAGAATCCCGT GAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGT TGCGC
CCEAAGCCATTAGECCGAGGGCACGTCTGCCTEOETATCACACATCGTTECCCCAACGC CAAACGCCTTT
TEEGEETEGATGCTGEC T TCCCGTEAGACACGACGACTCGCGETTEGGTCGALAAATCGAGT CCGTEGETAGGEE
TTTACCATGACGCACGOTGECTEAGTAATGCTCGAGACCAGTTGTGECAAACTCTATCGCGT TCGEGCITC
CTOAGACCCCATGTGTTATAACCACTCTCACAA

Figure 60 : Capture d’écran de l'interface de la séquence de Coronilla viminalis au format Fasta.

Ensuite, nous collerons la séquence dans le site BLAST (Figure 61).

BLAST ® » blastn suite Home RecentResults Saved Strategies Help
Standard Nucleotide BLAST
m blastp blastx tblastn tblastx
BLASTN programs searcn using a query. more...
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ Cicar Query subrange @
TCGCATCCTCCACACCAACCCGTGAACACGTTCGACTATCGCATTCGCCG o
CAAGTGCTTGGGGAAGGGGG rom [ ]
CGLECGCGCACGLCGEAACGCTGGCCGCECGACCCTTETTCCTCGCAAA

CCAAACAMCECCCGGCGCTAAC To

GCGTCAAGGAAAACCAAACTGTCCAGTGCGCGCTCGTGCGGGCTCCGG
AGACGGCGCCCGCGCATGCCGC -
GTCACGACACATACCACATAAAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCT
CTCOCATCGATGAAGAACGT
or, uplead file [ Choisir un fichier | Aucun fichier choisi @
Job Title |

Enter a descriptiva tille for your BLAST search @

() Align two or more sequences @

Choose Search Set

Database @ standard databases (nretc.): () rRNA/TS databases () Genomic + transcript Os us () Experimental -
[ Nucleotide collection (nr/nty ~ |
Organism
oroam [ |00 excuge
Enter arganism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will bs shown €@ o
Exclude [ modeis (xmrxP) [ Uncutturedrenvi tal sample

Optional

Figure 61 : Capture d’écran de l'interface de site BLAST.

On clique sur le bouton "BLAST", et 'analyse s'affichera (Figure 61).
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Deseription Scientific Common | __ .. | Max Total Query E Per.  Acc
& Name Name = Score Score Cover wvalue Ident | Len Accession
- - - - - - - -

Coronilla vimi olate 401Cor_vim intermal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene. and .. Coronill 347984 1096 1096 100% 0.0 100.00% 593 DQ166213 .1

Securigera somalensis internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,_and internal transcr .. Securig 390706 556 556 81% 2e-153 87.45% 633 DQ641997.1

Coronilla juncea voucher MUB 111378 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcrib... Coronill 390703 551 551 77% 1e-151 8844% 796 HQGE65023 1

Coronilla juncea voucher MUB 111154 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcrib... Coronill. 390703 551 551 77% le-151 88.44% 798 HQ665021.1

Coronilla juncea internal transcribed spacer 1_5.8S ribosomal RNA gene. and internal transcribed s .. Coronill 390703 551 551 77% 1e-151 88.44% 585 GQ246137.1

Coronilla juncea internal transcribed spacer 1_5.8S ribosomal RNA gene,_and internal transcribed s... Coronill 390703 551 551 77% 1le-151 88.44% 585 DQ641993.1

Coronilla valentina subsp._glauca voucher MUB 111375 18S ribosomal RNA gene_ partial sequence:... Coronill 118894 549 549 79% 4e-151 87.87% 792 HQ6650181

Coronilla valentina subsp_glauca voucher MUB 111376 18S ribosomal RNA gene. partial sequence;... Coronill 118894 549 549 79% 4e-151 87.87% 791 HQ665019.1
Coronilla valentina internal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene,_and internal transcribed. .. Coronill 118893 547 547 79% 1e-150 8&7.87% 578 DQ641999 1

Securigera elegans isolate 41 internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,_and internal ... Securig 181251 545 545 82% 5e-150 86.96% 637 AFA450231.1

Securigera varia isolate BH1987cv from USA internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gen. .. Securig 53861 545 545  81% 5e-150 87.10% 641 AF2185371

Securigera varia isolate S_varia small subunit ribosomal RNA gene._partial sequence: internal trans ... Securig 53861 542 542 81% 62-149 86.90% 728 OR428741.1

Coronilla vaginalis internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene,_and internal transcribed ... Coronill 390707 542 542 77% 6e-149 88.06% 577 DQ641998 1

Magnoliophyta environmental sample clone N0O1_061617_1A_ITS small subunit ribosomal BNA gen. .. Magnoli 202726 540 540 81% 2e-148 8690% 712 MMNI733651

Magnoliophyta environmental sample clone B21_062416_B4_ITS small subunit rib | RNA gen... Magnoli 202726 540 540 81% 2e-148 86.90% 723 MMN2733561

Securigera varia isolate S_varia_L121_1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; inter... Securig 53861 540 540 81% 2e-148 86.90% 727 ORS3564561

Coronilla sp. JFJ-2011 voucher MUB 111166 18S ribosomal RNA gene,_partial sequence;_intemal tra... Coronill. 980896 536 536 77% 3e-147 87.96% 787 HQE65027.1

0000000000000 D0DO000
EEEFEEEEEEEEEEEREEER

Securigera varia internal transcribed spacer 1.5 85 ribosomal RNA gene. _and internal transcribed s .. Securig 53861 536 536 81% 3Je-147 86.71% 641 AF4502291

Figure 62 : Capture d’écran de [’analyse de site BLAST pour Coronilla viminalis .

Ces résultats suggerent que la séquence de Coronilla viminalis est unique et bien représentée
dans la base de données BLAST. La correspondance a 100 % indique que la séquence est
identique a celle déja enregistrée pour Coronilla viminalis. La similarité¢ de 87.45 % avec
Securigera somalensis indique qu'il existe une certaine relation évolutive entre ces deux
especes, bien que distinctes. Cela pourrait refléter une divergence génétique entre les genres

Coronilla et Securigera.

La deuxiéme séquence c¢’est la séquence de Coronilla scorpioides donc on va suivi les mémes
étapes qu’on a fait avec Coronilla viminalis on va télécharger la séquence de C SCOI1

AF218529.1 dans le site NCBI auformat Fasta (Figure 62).

Figure 63 : capture d’écran de ['interface de la séquence de Coronilla Scorpioides se forme Fasta.

Ensuite, nous collerons la séquence dans le site BLAST (Figure 63).

BLAST ® » blastn suite Home RecentResults Saved Strategies Help
Standard Nucleotide BLAST
| blastn  [EEEE blastx thlastn thlastx
BLASTN searcn using a query. more...
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & ciear Query subrange €@
TCGTATCCTCACAATCAAGGCAACCTGTGGACATGTTTGACTATTTGGGC Fi
AGGCCTGGGGTGTATTCCAC rom | ]
CTCAACCTCCCAAGTCAGGGGGAGGCCACGATGTGCGTTTCCTCTTGAC
ABATAACAANCCCCGGCGOTA To | |

AATGCOTCAAGGAAATGAATTGTTCAGTGTGCTCCTGCCGGCCOGGAG
ACGGTGCTCGCGCAGGTTGTG -
CCATGACACATTTTACACATAAT GACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCT

©r. upload file [ Choisir un fichier | Aucun fichier choisi @

Job Title |
Enies ive title for your BLAST search @
[ Align two or more sequences @
Choose Search Set
Database @ standard databases (nretc) () rRNA/TS databases () Genomic + transcript databases () Betacoronavirus () Experimental databases
[ Nucieotide collection (nr/nty v e 3
Organism
Optional [ ][ exclude (Addergansm) j
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown @
Exclude L] modets (xmxP) ] Unculturedrenvironmental sample sequences o
Optional
Limit to Il seauences from tune material

Figure 63 : Capture d’écran de l'interface de site BLAST .
On clique sur le bouton "BLAST", et l'analyse s'affichera (Figure 64).
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Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~  Selectcolumns ~ Show e
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

P v SHenNane Sl e o vauo | dem  ton | Acsssn

- - - - - -

Coronilla scorpioides internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, c... Coronilla scorpioi 1120 1120 100% 00 100.00% 606 AF2185291
Hosackia rosea internal transcribed spacer 1, 5 85 rit | RNA gene, and internal transcribed spacer 2, compl... Hosackia rosea 1103 1103 100% 0.0 9950% 606 DQE42005.1
Hosackia stipularis var. ottleyi isolate CEP115 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed sp... Hosackia stipular... 1086 1086 100% 0.0 99.01% 691 MF963891.1
Lotus crassifolius var._crassifolius intemal transcribed spacer 1,_5.85 ribosomal RNA gene._and internal transcribe. .. Lotus crassifolius... 1070 1070 100% 0.0 98.51% 606 AF2185231
Lotus oblongifolius internal transcribed spacer 1, 5.6S ribosomal RNA gene,_and internal transcribed spacer 2, co... Lotus oblongifolius 893 893 100% 0.0 93.25% 606 AF218525.1
Lotus oblongifolius internal transcribed spacer 1, 5.65 ribosomal RNA gene,_and internal transcribed spacer 2, co... Lotus oblongifolius 889 889 100% 0.0 93.08% 606 AF450170.1
Hosackia pinnata internal transcribed spacer 1, 5 85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, com .. Hosackia pinnata 876 876 100% 0.0 9266% 613 DQ642004.1
Lotus chihuahuanus internal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, c... Lotus chihuahua 830 830 100% 0.0 90.62% 606 AF450159.1
Lotus formosissimus internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, and internal transcribed spacer 2, c... Lotus formosissi an 811 100% 0.0 91.21% 596 AF218524.1
Acmispon grandiflorus internal transcribed spacer 1, 5 83 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, .. Acmispon grandif .. 776 776 100% 0.0 89.76% 612 AF218508.1

Coronilla valentina subsp. glauca internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene,_and internal transcribe... Coronilla valentin 776 776 100% 0.0 89.74% 612 AF218530.1

Acmispon wrangelianus internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene,_and internal transcribed spacer ... Acmispon wrang... 771 77 100% 0.0 89.58% 612 AF218514.1

! Lotus eroboides internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, compl... Lotus oroboides 71771 100% 0.0 8958% 612 AF2185101

Figure 64: Capture d’écran de résultat de I’analyse de site BLAST pour Coronilla scorpioides

Les résultats montrent que BLAST a trouvé sa propre séquence avec correspondance
de 100 %. Ensuite, la séquence la plus proche est celle de celle Hosakia avec une similarité de

99.50 % et celle de Lotus avec une similarité de 98.51 % aussi.

Ces résultats indiquent que les séquences de Coronilla scorpioides et Lotus sont
identiques dans les régions comparées. Cela peut suggérer que ces séquences partagent une
région hautement conservée de 'ADN (Acide Désoxyribonucléique), ce qui est fréquent dans
les régions codantes ou les genes conservés. Une autre possibilité est qu'il y ait eu une erreur

dans 'annotation ou le dépdt des séquences dans la base de données.
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Remarque

Nous avons effectué une recherche sur les séquences des genres Coronilla et
Securigera dans le site NCBI. Nous avons ¢éliminé¢ une séquence de Coronilla valentina

(AF218530.1) car elle appartient a 1'groupes externes. Voici la séquence (Figure 65).

Coronilla valentina subsp. glauca internal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence

GenBank: AF218530.1
GenBank Graphics PopSet

»AF218538.1 Coronills valentina subsp. glsuca internal transcribed spacer 1, 5.85
ribosomal RMA gens, and internal transcribed spacer 2, complete sequence
TCATATCCTTACAATCAAACCAACGTGTGAACTTGTTTGACTATTTGGGTGOGCTTTGGGETGTATTCCA
CCTCAACCTCCCAAGTCAGEAGTGEGACACAACGCGTTTGTGTTTCTCCTCTTGATAAATAACAAACCCC
GACGCTAGATGCATCAAGGAAT TEAAATTET TCAGTATECTCCTOCCGGCACCGGGRACGETGATCGTGL
AGETCOTGCAACAACACATTTTACACATAATGACTCTCOGCAACGEATATCTCGGCTCTCGCATCGATGA
AGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAAT TGCAGAATCCOGTGAACCATCGAGTCTTTGALACGCAL
GTTGCECCCGATGCCATTAGET TEAGGGCACGTCTGCCTGAGTEGTCACACATCGTTGCCCCAACACCAAR
CECTTTGTGCTTGGTEEAATGTGEEGTGAATOTTGGCTTCCCGTOAGTGTTGTCTCACGAT TGGT TGAAL
TCTGAGTCCATGGTAGTOTGTACCATGATGOATGGTGOT TAGAGTACTGCTCOAAAACCAAT CATOOGAAR
CTCTATTCTTCTTGGGCTCTAGTAACCCATOTGOGTTTAAGTACGCT CACAA

Figure 65 : Capture d’écran de l'interface de la sequences de Coronilla valentina af 218530
BLAST

Est principalement utilis¢é pour I'analyse de séquences d'ADN (Acide

Désoxyribonucléique) ou de
I ——

protéines dans le cadre de la  estiosnse Hone Rerfesls S Sges Hep
.. . Standard Nucleofide BLAST
b101nforrnat1que. 11 n'est pas con¢u [EUM b blsh | dhsm | thas

'BLASTN programs search mackatioe databases using a nuckalide query. more..

pour générer des expressions a partir gy g sy

. Enmrmssmnnumb&ﬁswts;aanSTJIsecu!nne{sm:\s‘- mm@
de phrases. BLAST (Basic Local s

CT

From
CAGGAGTORCALACAACECRTITGTGTTTCICCTC

Alignment Search Tool) est utilisé

(L
NGATGCGTCABEANTTGAMATTGTTCAGTTELTCCTBLOGECA

pour comparer une séquence donnée
AATCCOBTGAACCA
avec une base de données pour

STTGAGGECACETCTBCCTGAGTGTCACACA
trouver des séquences similaires
(Figure 66). (Altschul, 1990) Lors de

l'utilisation de BLAST  pour

O, upadie

rechercher la séquence spécifique, le  wm

Cookirunficier Aun it chosi )

E2 Feedback

résultat initial a indiqué une
similarité avec Coronilla valentina. Cependant, des vérifications ultérieures ont révélé que la
séquence correspondait en fait a celle de Lotus, ce qui suggere une divergence ou une confusion

dans les données.
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~

Select

GenBank Graphics

produci ali Download
select all 7100 sequences selected
Description Scientific Name
2 Coronilla ubsp_glauca intemal pacer 1.5 8 RNA gene._and intemal transcril Coronilla valentin
2 Lows internal ibed spacer 1.5 8S dbosomal BNA gene._and internal tanacribed spacer 2 comn. - Lotus oroboides
2 Low internal i spacer 1.5 8: RNA gene._and internal transcribed spacer 2_compl... Lotus strigosus
=2 intamal apacer 1. 5.8 RNA gene._and internal tranacribed spacer ... Acmispon vrang.
2 ‘Lo internal spacer 1.5 8S rdbosomal RNA gene._and internal transcribed spacer 2. co .. Lotus ce 1565
2 Lows internal spacer1 58S LBNA gene._and intemal ranscribed spacer 2. co .. Lotus cedrosensia
2 ouleva intermnal spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene._and internal ranzcribed spacec 2_com. .. Acmispon utahen
2 Acmispen rigidus internal transcribed spacer 1.5 8S ribosomal RNA gene _and intermnal transcribed spacer 2_com .. Acmispon rigidus
= i ar i internal zpacer 1. 58S BNA gene.and intemal transcribed spacer 2. Acmiseon grandif
2 lLow il internal pacer 1 58S rbosomal RNA gene. and intemal i spacec 2 _comp. .. Lotus i
2 Low jLinternal il spacer 1.5 8 BNA gene _and internal transcribed spacer 2. com .. Lotus heermannii
2 Acmispon i ar intarnal tranacribed spacer 15 8S ribosomal RNA gene._and intermal tra .. Acmispon dends
= ar ar internal spacerl. 5.8 BNA gene. _and internal trans. .. Acmiseen argoR
= ar niveys isolate CDA-0054053 small subunit BNA gane._partial inte... Acmispon argop
2 totus internal spacer 1.5 8S rbosomal BNA gene. and internal ranscribed spacer 2. com - Lotus nuttalianus
h Lotz internal pacec 1.5 8S rib 1 RNA gene._and internal transcribed spacer 2_com .. Lotus navadansis
tcbi.ol 2c
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1104
1100
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¥ show | 100~ | @
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ve Iduvnl Lg‘ Accession
100% oo 100.00% 612 AF2185301
100% oo 99.84% 612 AF2185101
100% oo 98.53% 612 AF2185131
100% oo 98.37% 612 AF2185141
100% oo 98.20% 612 AF218507.1
100% oo 98.04% 612 AF4501731
100% (X 98.04% 611 DQE42006.1
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100% oo 97.22% 612 AF218508.1
100% oo 96.24% 612 AF4502031
100% oo 96.24% 612 AF2185191
100% oo 96 08% 612 AF2185181
100% oo 96.08% 612 AF2185151
100% oo 9592% 675 OK1612851
100% oo 95.92% 612 AF2185201
100% 0.0 9592% 612 AF2185091

T00KALIGNMENT_VIEW = Pairwize &CONFIG_DESCR=ClustMemNbr.ClustComn, D, Sc. M=, 75, Cov, Eval idnt AccLen Acc &KDATABASE_SORT = O&DESC

Figure 67 : Capture d’écran de résultat de I’analyse de BLAST

Cela montre qu’elle a trouvé sa propre séquence a 100% aprés on va voir directement la

séquence de Lotus a 99,84% donc on conclut d’aprés une recherche BLAST qui’il ne s’agit pas

de coronilles il s’agit des Lotus .

59



CONCLUSION



CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons privilégié la méthode du maximum de vraisemblance et
la méthodr baysésienne pour analyser les séquences d’ADN (Acide Désoxyribonucléique) et
comprendre les relations phylogénétiques entre les especes des genres Coronilla et Securigera.
Bien que ces deux méthodes offrent des résultats plus précis que les méthodes de distances et

de parcimonie, elles exigent un temps de calcul plus élevé (Smith, 2018; Brown, 2016).
Les quatres programmes utilisés ont généré des phylogénies globalement trés similaires.

La présente analyse phylogénétique des genres Coronilla et Securigera a révélé des
clades distincts avec des degrés de support variés. Pour Coronilla, les sous-clades sont bien
supportés, indiquant des relations évolutives étroites entre les espéces. Pour Securigera, le clade

présente un support global modéré, certaines especes montrant des relations plus proches.

Les résultats montrent que les espeéces des genres Coronilla et Securigera sont
globalement monophylétiques excepté pour une séquence de C. coronata, qui se classe dans le
clade de Securigera, une séquence de C. scorpioides partie avec I’groupes externes, di

probablement a des erreurs d’identification.

Malgré les progrés technologiques récents et la disponibilité croissante des séquences
dans les bases de données publiques comme GenBank, une lacune notable persiste dans les
données génétiques des especes algériennes. Cela souligne l'importance de réaliser des
séquencgages supplémentaires sur un plus grand nombre d'especes pour améliorer notre

compréhension des relations phylogénétiques au sein de ces genres.

Pour les futures études, il est crucial de combler ces lacunes en réalisant des
séquengages étendus des especes algériennes, afin de fournir une image plus complete et précise
de leur phylogénie. Cette perspective de recherche est essentielle pour approfondir notre
compréhension de la diversité génétique et des relations évolutives des genres Coronilla et
Securigera en Algérie tout en améliorant nos compétences sur la reconstruction

phylogénétique.
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ANNEXES

Annexe 1: Exemple d’une séquence nucléotidique au Format GenBank

Annexe 2 : Exemple d’une séquence nucléotidique au format FASTA

FASTA « Sendto: =

Coronilla minima voucher MUB 111379 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

GenBank: HQG65025.1
GenBank Graphics PopSet

»HQ665025.1 Coronilla minima voucher MUB 111379 185 ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial sequence
GAAGTGATTOGRATCGCOGCEACGCGOGCAETCCGCTACCCAIGACATTOTRAGAAGTCCACTGAACCTTA
TCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCOTAACAAGGTTTCCOTAGATGAACCTGCGGAAGRATCATTGTCGIALC
TCACTCARAGAGCAAACCAACCTGCOAACACOTTCOACCACTCATTCAGOGOAAGGECCTCAREACATAL
GCGCCACGCACCAAGATCCTTCCTAATAAT CAAACAAAACCCCOOCGCTTRACGCGTCAAGOAATCGARA
TTGTTCAATGLGCTCTTECOGOATCCGRAGACGATECTCCTGCARGTCOCATOATGACACATGTTACATA
ARATOACTCTCGGCAACGGATATCTCGACTCTCGCATCGATGAAGAACOTAGCGAAATGCGATACTTGAT
GTGAATTGCAGAATCCCOTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGT TGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGG
GCACGTCTGCCTGGATGTCACACATCATTGCCCCAACGCCGAATGCCTTATGCTATGLGGCTCTTGEGET
GOATGCTGACTTCCCGCGAGCTATGACTCGCOGTTOGTTGAAATAAGAGTCTGTGATAGGGTTTACCATG
ACAAATGATGRATGAGTAATGCTCOAGACCAGTTGTGTARAGCTCTGTTGCGTTCAGRCTCTAGAAACTC
ACATGTGTTTTGATGCACTCACAATGAGACCTCAGETCAGGCGERGCTACCCOLTGAGT TTAAGCATATC
AATAAGCGRAGGAAAAGAAACTAACAAGRATTCC
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RESUME

Initiation a la phylogénie : Cas des genres Coronilla et Securigera (Fabaceae)

Résumé : Cette é¢tude est consacrée a I'initiation a la phylogénie en utilisant les séquences ITS1
et ITS2 des especes des genres Coronilla et Securigera (Medicago utilisé comme groupes
externes) obtenues de Genbank via la plateforme NCBI. En tout ; 31 séquences ont été utilisées.
Quatre programmes ont été utilisés pour produire les phylogénies : PhyML (via la plateforme
Phylogeny.fr), MEGA11, DNAML de PHYLIP 3.698 (tous 3 utilisant la méthode de Maximum
Liklihood et MrBayes (Méthode bayésienne). Les 4 méthodes ont généré des phylogénies
globalement trés similaires. Les deux genres se sont révélés globalement monophylétiques pour
les données analysées si ce n’est pour une séquence de C. coronata partie avec le clade de
Securigera et une autre de C. scorpioides partie avec 1’groupes externes, de méme qu’une
séquence de C. valentina. La recherche BLAST en utilisant ces séquences mal classées
suggerent des erreurs d’identification des especes.

Mots-clés : Coronilla, Securigera, ITS (Internal Transcribed Spacer), phylogénie, maximum de
vraisemblance, méthode bayésienne.

Introduction to phylogeny: Case of the genera Coronilla and Securigera (Fabaceae)

Summary: This studyis devoted to the initiation to phylogeny using the ITS1 and ITS2
sequences of species of the genera Coronilla and Securigera (and Medicago used as groupes
externes) obtained from Genbank via the NCBI platform. Altogether, 31 sequences were used.
Four programs were used to produce the phylogenies: PhyML (via the Phylogeny.fr platform),
MEGA11, DNAMLof PHYLIP 3.698 (all 3 using the Maximum Likelihood method and
MrBayes (Bayesian method). The 4 methods generated overall very similar phylogenies. The
two genera were found to be generally monophyletic for the data analyzed except for a sequence
of C. coronata gone with the Securigera clade and another of C. scorpioides gone with
outgroup, as well as one of C. valentina BLAST search using these misclassified sequences
suggests species misidentification.

Keywords: Coronilla, Securigera, ITS (Internal Transcribed Spacer), phylogeny, maximum

likelihood, Bayesian method.
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