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Résumé

Une étude chimiotaxonomique (a la base du coefficient de Jaccard), et moléculaire, a
été réalisée sur 6 espéces d’actinobactéries appartiennent au genre Actinoalloteichus (A.
cyanogriseus, A. spitiensis, A. hymeniacidonis, A. nanshanensis, A. hoggarensis et A.

fjordicus).

L’objectif de cette étude est de déduire les distances évolutives entre les espéces
désignées, grace a une approche chimiotaxonomique d’une part, et moléculaire d’autre part,
une comparaison entre les deux études aura lieu, et permet principalement de déterminer
parmi les espéces étudiées I’espéce la plus proche & Actinoalloteichus hoggarensis, ¢’est celle
qui partage avec cette derniere le degré le plus élevé de similarité.

L’analyse a été réalisée par I’utilisation d’un indice statistique de Jaccard, en
exploitant les données issues d’une analyse chimique de la composition cellulaire des especes
lors de I’étude chimiotaxonomique et a 1’aide des logiciels spécialisés, lors de 1’étude
moléculaire, reposant sur des algorithmes de la bioinformatique capables d’effectuer des
alignements des séquences nucléotidiques afin de mettre en évidence les ressemblances entre

les espéces.
Les résultats obtenus par les deux études montrent que 1’espéce A. fjordicus est
I’espéce la plus proche a A. hoggarensis. Ce qui assure que 1’étude chimiotaxonomique n’est

pas en contradiction avec 1’étude moléculaire mais elle 1’a renforcée.

Mots clés : Actinoalloteichus, chimiotaxonomie, indice de Jaccard, similarité, A. hoggarensis



Abstract

A chemotaxonomic (based on Jaccard's coefficient) and molecular study was carried
out on 6 species of Actinobacteria belonging to the genus of Actinoalloteichus (A.
cyanogriseus, A. spitiensis, A. hymeniacidonis, A. nanshanensis, A. hoggarensis and A.

fjordicus).

The objective of this study is to deduce the evolutionary distances between the
designated species by using a chemotaxonomic approach on the one hand, and a molecular
approach on the other hand, a comparison between the both studies were carried out, and
mainly allows to determine among the species studied the closest species to Actinoalloteichus

hoggarensis, it is the one which shares with the latter the highest degree of similarity.

The analysis was carried out by using the Jaccard statistical index calculated
manually, using the data obtained from the chemical analysis of the cellular composition of
the species during the chemotaxonomic study and using specialized software with the
molecular study was based on algorithms of bioinformatics able to carry out alignments of the

nucleotide sequences in order to highlight the similarities between the species.
The results obtained from both studies showd that A. fjordicus is the closest species to
A. hoggarensis. This ensures that the chemotaxonomic study does not constrain with the

molecular study but it did strengthen it.

Key words: Actinoalloteichus, chemotaxonomy, Jaccard index, similarity, A. hoggarensis.
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Introduction

Introduction

Depuis environ 2700 millions d’années, les actinobactéries sont présentes dans la
nature; et aujourd’hui, elles sont considérées comme des cosmopolites, distribuées dans tous
les écosystemes de la planéte Terre (Lewin et al., 2016), sachant que le type d’espece

présentée dans le sol peut étre influencé par la température et ’oxygene.

Les actinobactéries constituent actuellement la source la plus importante pour la
production des métabolites secondaires bioactives, tels que les agents antitumoraux, les
antifongiques, les antibiotiques, les enzymes, etc., qui ont une grande nécessité

pharmaceutique, médicale, alimentaire, etc. (Boudjelal, 2012).

Les actinobactéries sont des micro-organismes filamenteux saprophytes, a Gram
positif, caractérisées par une croissance mycélienne, avec un teneur élevé de G+C, elles sont
présentes dans plusieurs et différents habitats extrémes : éponges marines, régions chaudes,
sols, eaux douces, sédiments des grands fonds, compost et rhizosphére, cette derniére est la
meilleure source d’isolement des actinobactéries (Anandan et al., 2016). Elles contribuent a la
dégradation de la matiére organique, a la formation d’humus, ainsi qu’au nettoyage de
I’environnement en collaboration avec les autres bactéries et les champignons et, ce qui

illustre leur fonction écologique (Www.universalis.fr).

L’objectif de ce travail est de faire une comparaison chimiotaxonomique (basee sur
I’indice de Jaccard) et moléculaire entre les six especes du genre Actinoalloteichus et montrer
la similarité par une construction des dendrogrammes afin d’ordonner ces espéces du plus
semblable au plus éloigné a Actinoalloteichus hoggarensis, une espece signalée pour la
premiére fois en Algérie (Boudjelal et al., 2015). L’intérét de cette comparaison est de savoir
si DI’étude taxonomique (relativement simple) peut remplacer 1’étude moléculaire
(généralement, plus compliquée) pour déterminer I’espéce (ou les especes) le (ou les) plus
proche(s) par rapport a une espéce déterminée (Actinoalloteichus hoggarensis dans cette
étude).
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Chapitre | Revue bibliographique

Chapitre I : Revue bibliographique

I.1. TAXONOMIE DES ACTINOBACTERIES

1.1.1 Définition

Actinobacteria fait un principal phylum parmi les lignées exister dans le domaine
bactérien (Ait Barka et al., 2016), elles sont des Gram positif, a un taux élevé de guanine +
cytosine (G+C), ce sont des organismes qui se caractérisent par un mycélium (Anandan et al.,
2016), de nombreux métabolites secondaires sont produits par ce type de bactéries, tels que
les antibiotiques, les molécules antifongiques et anticancéreuses.

La majorité des actinobactéries sont appelées €galement actinomycétes, parce qu’ils
sont caractérises par certains caracteres de champignons tel que le mycélium qui est sous

forme stable ou fragmentaire et présentent des filaments ramifiés (Dgigal, 2003).

1.1.1.2 Taxonomie générale des actinobactéries

Les actinobactéries appartiennent a 1’ordre des Actinomycetales (Mariat et Sebald,
1990). Le phylum Actinobacteria, comprend 5 classes, 21 ordres, 49 familles et plus de 210
genres (Manuel de Bergey, 2012).

A ce jour, il existe 6 espéces qui appartiennent au genre Actinoalloteichus, prenant un

exemple ou on peut établir cette classification :

Domaine : Bacteria (Bactéries)

Phylum : Actinobacteria (Actinobactéries)

Classe : Actinobacteria (Actinobactéries)

Sous-classe : Actinobacteridae

Ordre : Actinomycetales (Actinomycétales)

Sous-ordre : Pseudonocardineae (Pseudonocardineae)

Famille : Pseudonocardiacees (Pseudonocardiacées)

Genre : Actinoalloteichus

Espéce : Actinoalloteichus hoggarensis (Boudjelal et al., 2015).
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1.1.2. Critéres d’identification des genres

L’identification des actinobactéries est basée sur des différents criteres afin de les
classifier, notamment les criteres morphologiques, chimiques (chimiotaxonomiques) et

moléculaires.

1.1.2.1.Critéres morphologiques

Les études de classification des actinobactéries sont basées premierement sur la
morphologie qui est essentielle pour décrire les genres, et on distingue des criteres

macromorphologiques et micromorphologiques (Meklat, 2012).

1.1.2.1.1.Caractéristiques macromorphologiques
Des caractéristiques observées a 1’ceil nu sont considérées pour identifier quelques
genres des actinobactéries, on mentionne :
Production ou non d’un mycélium aérien (MA) et son couleur.
Couleur, présence ou absence du mycélium du substrat (MS).
Détermination des pigments diffusibles dans les milieux de cultures.

Détermination des pigments mélanoides.

1.1.2.1.2.Caractéristiques micromorphologiques
Selon Meklat (2012), les caractéristiques observées par le microscope optique ou
électronique (a balayage ou en transmission) sont :
Fragmentation du MS et/ou du MA ou non.
Formation ou non des spores sur MS et/ou sur MA.
Mobilité des spores (Actinoplanes, etc.) ou non (Actinomadura, etc.).
Agencement des spores peut étre : isolées, par deux, par quatre ou en chaines.
Forme et taille des spores.
Ornementation des spores (lisses, épineuses, etc.).
Formation des sporanges sur le MS et/ou sur le MA, la longueur, la forme, la taille, le nombre

des spores par sporange.




Chapitre |

Revue bibliographique

Actinopolyspora mortivallis
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Actinoalloteichus hymeniacidonis'

Figure 1: Micromorphologie de quelques genres d'actinobactéries.
Micrographies selon Takahashi et al., 2002 (1), Nagai et al., 2010 (2), Xu et al., 2009 (3), Yang et al.,
2008 (4), Yoshid et al., 1991 (5), Al-Zarban et al., 2002 (6), Li et al., 2003a (7),Tang et al., 2009 (8),
Li et al., 2003b (9) et Zhang et al., 2006 (10).

1.1.2.2.Chimiotaxonomie (critéres chimiques)

Chez certains genres d’actinobactéries, les criteres morphologiques sont insuffisants
pour faire I’identification, ou il est nécessaire de les combiner avec des criteres chimiques qui
refletent la composition de la paroi bactérienne et de la membrane plasmique en sucres, acides
aminés, ménaquinones, phospholipides, acides gras et acides mycoliques.

L’analyse de ces constituants se fait apres une lyse cellulaire par plusieurs méthodes

chimiques comme par exemple, une méthanolyse, une hydrolyse acide, etc. ( Zitouni, 2005)

1.1.2.2.1.Sucres

L’étude chimiotaxonomique de la paroi cellulaire, a montré la présence de cing
groupes caractéristiques, les sucres trouvés sont considérés comme des marqueurs afin de
classer les actinobactéries (Lechevalier et Lechevalier, 1970; Labeda et Lechevalier, 1989;
Stackebrandt et al., 1994).

Tableau 1: Les cing chimiotypes des sucres chez les actinobactéries (Lechevalier et
Lechevalier, 1970; Labeda et Lechevalier, 1989; Stackebrandt et al., 1994).

Sucres Exemple
Arabinose-galactose (Groupe A) Nocardia
Madurose (Groupe B) Actinomadura
Xylose-arabinose (Groupe D) Actinoplanes
Rhamnose-galactose (Groupe E) Actinoalloteichus
Absence de sucres caractéristiques (pas d’arabinose, xylose, thamnose | Streptomyces

et madurose) (Groupe C)
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1.1.2.2.2. Acides aminés

La paroi cellulaire des actinobactéries constitue de différents acides aminés, et
specialement I’isomére de 1’acide diaminopimélique (DAP), LL ou DL (méso), et souvent la
glycine. Cette analyse des acides aminés et des sucres permette de distinguer différents

chimiotypes d’actinobactéries (Meklat, 2012) qui sont :

Tableau 2: Les chimiotypes des acides aminés chez les actinobactéries (Larpent, 2000).

Type Acides aminés Exemple

Typel C LL DAP + glycine et absence de sucres importants | Streptomyces

Type Il D arabinose + xylose + DL DAP + glycine Micromonospora

Type Il B madurose + DL DAP Actinomadura

Type ll1 C DL DAP et absence de sucres Nocardiopsis

Type lll E rhamnose + galactose + DL DAP Actinoalloteichus

Type IV A arabinose + galactose + DL DAP Nocardia

Type V ornithine + lysine Actinomyces

Type VI lysine Oerskovia

Type VII acide diaminobutyrique + glycine (lysine | Agromyces
variablement présente)

Type VIII ornithine Cellulomonas

1.1.2.2.3. Lipides membranaires

Outre 1’étude analytique des sucres et des acides amines, il est nécessaire de faire une
analyse de la membrane plasmique afin de déterminer les lipides caractéristiques tels que les
phospholipides (lipides polaires), les acides gras et les ménaquinones. Cela nous permet de

décrire et d’identifier les différents genres d’actinobactéries.

1.1.2.2.3.1. Phospholipides

L’analyse des membranes cellulaires a montré la présence des lipides polaires :
phosphatidylcholine, phosphatidyléthanolamine, phosphatidyl contenant glucosamine et
phosphatidylglycérol qui permet de distinguer cing profils phospholipidiques (Lechevalier et

al., 1977). Ces profils sont présentés dans le tableau 3 ci-dessous :
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Tableau 3: Profils phospholipidiques présents chez les actinobactéries (Lechevalier et al.,

1977).
Types de phospholipides | PC | PE PCG PG Exemples
Pl - — — % Actinomadura, Spirullospora,
Pl - + - — Streptomyces, Pseudonokardia,
Pl + - — v Actinopolyspora,
PIV _ + + — Amicolatopsis,
PV _ _ + + Nonomuraea, Prauserella

PC: Phosphatidylcholine; PE: Phosphatidyléthanolamine; PCG : Phosphatidyl contenant
glucosamine; PG : Phosphatidylglycérol.
+: présent ; —: absent ; v : variable.

1.1.2.2.3.2. Acides gras

La composition en acides gras dépend de plusieurs facteurs comme la température, le
pH, la phase de croissance, la composition du milieu de culture et la concentration en sel
(Smith et al., 1980).

On distingue deux groupes des acides gras 1I’un comporte de 20 a 90 atomes de
carbone qui présente les acides mycoliques qui caractérisent les genres: Nocardia,
Mycobacterium et Rhodococcus (Larpent et Larpent Gourgaud, 1985) et I’autre comporte 12 a
20 atomes de carbone, saturées ou non (Meklat, 2012).

Les principaux profils d’acides gras sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4: Profils d'acides gras chez les actinobactéries (Kroppenstedt et Eventushenko,

2006).

Grenres _ Ameie 10 Metile  Amise.  10Mede 10 At

Trpe Ine-15:0 150 Lso-16:0 160 1620 La-17:0 17:0 174 171 17-0 Lo-l18:0 184 18:1 18:0 1.0H
Conmebacterium la - - - . - . - - - . + o+
Nocardia 1b - - . HH +H . . .. . 3 4+ ax 2y
Actinomyces le - - R . - . - . . + . .
Saccharomonospora  2a + - +H+ - + + + o+ . + ) } } 1
Thermoactinomyces  2b  +++ + — - ) +Ht + )
Streptomyces e +H O+ 4+ o+ - + = . . v
Actinoplames d + +H HH +H . — + o+ 1 + i
Actinomadura 3a O + + o+ + + +
Micromonospora b+ = +— + +H + o+ + n
Microtetraspora & + H o+ + + + = = 1 +
Nocardiopsis 3 + + H o+ - + +H+ o+ 4+ — + +
Preudonocardia ¥ + s+ + + .+ +
Amycolatopsis E) S +  HH o+ + =+
Saccharethrix 1 + - e . + -+ + 4+ +

Symboles: +, représente 1-5% du total des acides gras; ++, représente 5-10% du total des acides gras;
+++, 15-20% du total des acides gras; ++++, 25% du total des acides gras; -, absent et (v), variable,
géneralement moins de 2% pour un composant.

Type 1, dominance d’acides gras non ramifiés saturés et insaturés; type 2, dominance d’acides gras
ramifiés iso/antéiso; type 3, dominance d’acides gras ramifiés iso/antéiso et d’acides gras ramifiés et
méthylés.
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1.1.2.2.3.3. Ménaquinones

Ce sont des lipides membranaires solubles constitués d’un noyau naphtoquinone
méthylé (2-méthyl-1-4- naphtoquinone) et d’une chaine carbonée aliphatique contenant des
unités isoprenes. Deux criteres de classification sont considérés : nombres d’unités d’isopréne
et le degré d’hydrogénation (Meklat, 2012).

o
I
= }
O

Figure 2: Structure chimique de ménaqguinones.

n

Selon Kroppenstedt (1985) il existe plusieurs types de ménaquinones (tableau 5).

Tableau 5. Types des ménaquinones retrouvés chez les Actinomycetales (Kroppenstedt,
1985).

Type | Description Principaux ménaquinones Genres

la Absence d’unités isoprénes | MK-7 Thermoactinomyces

1b hydrogénées MK-9 Gordona

2a Présence d’un seul type de | MK-8(H,) Rhodococcus

2b ménaquinones souvent | MK-8(H,) Nocardia

2c dihydrogénees ou | MK-9(H,) Mycobacterium

2d tétrahydrogénees avec 8 ou 9 | MK-9(Hy) Geodermatophilus
unités isoprenes

3a Présence de menaquinones | MK-8(H,4), MK-9(H,) Saccharomonospora

3b tétrahydrogénées MK-9(H,4), MK-10(H,) Actinoplanes

4a Présence de menaquinones | MK-9(H;), MK-9(Hy), Microtetraspora
ayant la méme longueur mais | MK-9(Hg)

4b avec des degrés de saturation | MK-9(H,), MK-9(Hg), Streptomyces
différents MK-9(Hs)

4c MK-10(H,), MK-10(Hs) Nocardiopsis

1.1.2.2.3.4. Acides mycoliques

Les acides mycoliques caractérisent les actinobactéries qui possedent le chimiotype 1V
A, ce sont des molécules contenant les acides gras a longue chaine aliphatique qui se trouve

dans les parois cellulaires des actinobactéries (Mordarska et al., 1972).
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Figure 3: Acides mycoliques (www.faculty.ccbcmd.edu).

1.1.3. Critéres d’identification des espéces

En basant sur des critéres physiologiques, biochimiques et moléculaires, il est possible

d’identifier les différentes espéces bactériennes.

1.1.3.1. Criteres physiologiques et taxonomie numérique

1.1.3.1.1. Critéres physiologiques

Dans le but de différencier les especes de méme genre, des études physiologiques ont
été réalisées concernant la degradation ou non des molécules particuliéres de nature
glucidiques, protéiques, lipidiques et stéroidiennes, etc. (Meklat, 2012). Les tests réalisés
reposent sur plusieurs caractéres physiques tel que la température et le pH, et chimiques

comme le degré de résistance a la salinité, ainsi que la résistance aux antibiotiques.

1.1.3.1.2. Taxonomie numérique

Une méthode de comparaison entre différentes especes ayants plusieurs caractéres
phénotypiques (physiologiques et biochimiques). L’analyse est basée sur le degré de
similitude (similarité) entre les souches ou les espéces bactériennes ou I’apparition de
caractére s’exprime par (1 : présence) et/ou (0 : absence). Les résultats obtenus sont traités par
des logiciels informatisés développés fait utiliser des coefficients (de Jaccard, de Sokal et
Michener, etc.), et traduits en dendrogrammes (un arrangement de groupes générés par
un regroupement hiérarchique). Généralement, lorsque le degré de similarité est supérieur a

80%, dans ce cas les taxons sont considérés comme étant de la méme espece.
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Outre les études chimiotaxonomiques et moléculaires, la taxonomie numerique joue

un réle important pour une identification plus précise des especes (Meklat, 2012).

1.1.3.2. Critéres moléculaires

Le développement de la biologie moléculaire contribue a la création des nouvelles
techniques reposant sur la manipulation des génes au niveau des acides nucléiques, dans le but
de classer et d’identifier les genres et les especes bactériennes comme les actinobactéries.
Plusieurs méthodes moléculaires fondamentales ont été réalisées, tel que le séquencage de
gene qui code pour I’ARN ribosomique (ARNr 16S), ainsi que la technique de I’hybridation
ADN-ADN. Cependant, en cas de création des nouveaux genres, il est indispensable de
déterminer le pourcentage G+C (Boudjelal, 2012).

Les critéres moléculaires permettent de réaliser une taxonomie plus fiable, pouvant
méme dans certains cas de corriger une taxonomie donnée en basant uniquement sur des

criteres morphologiques, physiologiques et chimiques (Meklat, 2012).

1.1.3.2.1. Etude de PARN ribosomique (ARNr 165)

La méthode de séquencage du gene codant pour I’ARN ribosomique 16S connu par
ADNr 16S (possede environ 1500 paires de bases), qui a été introduite dans la taxonomie des
actinobactéries (Stacketbrand et al., 1981 et 1983), est une méthode caractérisée par
I’efficacité, en donnant d’une maniére fiable la position taxonomique entre les espéces, et la
rapidité lors du traitement des résultats, en effet, 1’analyse fait utilisée deux moyens :
I’amplification par une technique appelée PCR (Polymerase Chain Reaction), a I’aide d’une
enzyme appelée ADN polymeérase (Taq polymérase) et le séquencage.

Au niveau des banques genomiques sur le web, une comparaison sera realisée entre les
séquences valides des espéces-types qui servent comme des références et les séquences des
especes lesquelles la recherche se fait afin de les mettre dans la position taxonomique

adéquate.

Des programmes sont exploités qui se reposent sur des calculs générant des résultats sur
I’analyse réalisée, en utilisant différents techniques de traitement (techniques de
bioinformatique), tel que la conversion entre les différents formats des fichiers des sequences,
utilisation des outils de I’inversion des séquences, des outils d’alignement (simple et

multiple).
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Les logiciels informatisés sont dotés d’une haute fiabilité et performance, en citant par
exemple : Clustal W, Philip, Blast, etc., tout en assurant une comparaison avec les banques
génomiques, ainsi que des autres traitements cités (Boudjelal, 2012).

Parmi les méthodes utilisées pour faire une étude phylogénétique, il y a:

- Bootstrap : repose sur des statistiques afin de valider les liens phylogéniques établis.
- Jukes et Cantor : consiste a calculer les matrices de distance d’évolution.

Du fait que les extrémités de I’ARNr 16S sont identiques chez toutes les espéces et
que la séquence est spécifique & chaque espece, cela présente un avantage pour faire une
comparaison entre les souches ou les espéces bactériennes et déduire leur appartenance a un
genre ou a une espece bien déterminée, ou les souches sont regroupées au sein d’une méme
espece si le degré de similitude est supérieur de 97%. En revanche, si celui-ci est inférieur ou
égale & 97%, dans ce cas les especes sont considérées comme étant différent (Boudjelal,
2012).

1.1.3.2.2. Détermination du pourcentage de guanine-cytosine

Cette approche moléculaire qui utilise le coefficient de Chargaff (pourcentage de G+C),
qui est le méme chez les individus de la méme espece (Meklat, 2012), a permet en outre de
caractériser les genres, de reconnaitre ainsi les familles des actinobactéries, ou le matériel
génetique contient un taux supérieur de 55% de guanine + cytosine. Géneralement, les
bactéries sont considérées de la méme espéce, si la différence du pourcentage de G+C est
inférieure de 5%, et du méme genre, si la différence de G+C est inférieure de 10 %.

La détermination du pourcentage de guanine-cytosine chez les actinobactéries permet
la reconsidération de sa définition, en effet, des bactéries ont eté incluses comme les genres
Cellulomonas, Arthrobacter et Micrococcus, et d’autres ont été exclues comme le genre
Thermoactinomyces, méme si elles possedent un mycélium, mais ne présentent pas un taux de

G+C supérieur a 55%, qui reste une caractéristique majeure des actinobactéries.

Il. ECOLOGIE DES ACTINOBACTERIES
I1.1. Distribution générale des actinobactéries
Les actinobactéries sont trés abondants; on les trouve dans de nombreux habitats allant

des environnements terrestres, marins, aquatiques, aériens et extrémes ainsi qu'en association

avec des organismes supérieurs.
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11.1.1. Environnement terrestre

Les actinobactéries sont trouvées majoritairement dans le sol (les déserts, les régions
salées, les foréts et les champs, des matieres organiques en décomposition, etc.), a la surface
(80%) bien que dans les profondeurs (Lahoum, 2012). Leur distribution terrestre est fortement
influencée par des facteurs comme : I’humidité, le pH, le taux de matiere organique, la
température, 1’aération, la charge microbienne, etc. (Lahoum, 2012). Le pH optimal est de 7 a
8 et le taux d’humidité optimale est généralement compris entre 5 & 25%.

Certaines actinobactéries se trouvent dans les sols désertiques, considérés comme des
milieux extrémes et d’autres colonisent d’autres régions comme les sols alcalins, sols sableux

et les sols limoneux sableux, etc. (Ranjani et al., 2016).

11.1.2. Environnement aquatique

Dans les milieux aquatiques les actinobactéries présentent une diversité plus large que
celles des milieux terrestres, on les trouve dans les eaux douces, marins, riviéres et lacs, etc.
(Ranjani et al., 2016). Elles sont généralement des genres Micromonospora (Goodfellow et
Haynes, 1984), Actinoplanes (Parenti et Coronelli, 1979) et Halichondria (Wichels et al.,
2006; Schneemann et al., 2010).

11.1.2.1. Eaux douces

Les eaux douces representent des milieux de vie pour quelques especes
d’actinobactéries tels que : Actinoplanes, Micromonospora, Rhodococcus, Streptomyces; elles
sont caractérisées par leur isolement relativement facile, elles sont distribuées principalement

dans les poissons, les éponges, les algues, les mollusques et la mangrove.

11.1.2.2. Marins

Certaines actinobactéries préferent les milieux salés; leur abondance dans les mers di
a leur transport par des facteurs terrigénes, c’est-a-dire les éléments d'origine continentale
intervenant dans la sédimentation marine (Eak-hour, 1975). Les actinobactéries marines
vivant dans des environnements extrémement différents (salinité élevée, température basse ou
élevée, etc.), elles produisent des metabolites secondaires bioactifs rares, généralement

different de celles produites par les actinobactéries terrestres et possédent une grande
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importance thérapeutique. En outre elles participent a la décomposition des débris végétaux,

ce qu’il donne aux eaux une odeur et une flaveur spéciale (Zermane, 2007).

1.1.3. Air

L’air est considéré comme un agent de transport des actinobactéries, mais pas un
habitat lui-méme. Les actinobactéries produisent des spores disperses dans 1’environnement et
entrainent, dans certains cas, des maladies respiratoires lorsqu’ils sont inhalés (Mazodier,
1974).

11.1.4. Composts

Les Thermoactinomyces et les Faenia, des genres d’actinomycétes qui préferent les
habitats de composts, les foins en fermentation ou les condenseurs de réfrigérateurs et de

climatiseurs (www.ecosociosystemes.fr).

A\ Actinomycete

Coral and
Sponges

Figure 4: Différents écosystémes des actinobactéries (semanticscholar.org/paper).
Les actinobactéries décomposent les matieres organiques complexes présentes dans les

composts comme la cellulose, 1’hémicellulose, la lignine et la kératine (Zermane, 2007). Les

principaux habitats des actinobactéries sont présentés dans le tableau 6.
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Tableau 6: Les habitats de certains genres d'actinobactéries (Grigorova et Norris, 1990).

Actinobactérie Habitat

Actinoplanes L’eau douce, la litiére, le sol

Frankia Les nodules racinaires des non-légumineuses
Micromonospora L’eau douce, les sédiments, les sols humides
Nocardia Les boues activées

Thermoactinomyces Le compost

Streptomyces le sol, la litiére végétale, I’eau

Rhodococcus Les déjections animales, 1’eau, le sol
Saccharopolyspora Moisi du foin

I11. GENRE ACTINOALLOTEICHUS

Le genre Actinoalloteichus a été décrit pour la premiére fois par Tamura et al. (2000),
dont Actinoalloteichus cyanogriseus est considéré une espece-type, c’est-a-dire la premiére
espéece de ce genre.

Ce genre appartient au phylum d’Actinobacteria, et a la famille des
Pseudonocardiaceae qui renferme les bactéries mycéliennes a Gram positif, septés,
saprophytes, avec un teneur de G+C égale a 72 a 73 % (Tamura et al., 2000). Il constitue
I’ordre d’actinomycetales qui regroupe peu de genres dont Actinoalloteichus et appartient a la
famille des Pseudonocardiaceae.

Actinoalloteichus est un genre rare, et jusqu’a I’heure actuelle est constitué de six
especes seulement : A. cyanogriseus (Tamura et al., 2000), A. spitiensis (Singla et al., 2005),
A. hymeniacidonis (Zhang et al., 2006), A. nanshanensis (Xiang et al., 2011), A. hoggarensis
(Boudjelal et al., 2015) et A. fjordicus (Nouioui et al., 2017).

Les espéces de ce genre sont caractérisées par un mycélium aérien et un mycélium de
substrat avec des spores droites. Leur composition cellulaire montre la présence d’acide
diaminopimélique, acide glutamique, alanine et glucosamine. MK-9(H,;) est le majeur

ménaquinone avec la présence de MK-8(H,4) et MK-9(H,) en petites quantités. Concernant les
acides gras il y a I’iso-Cys.9, antiso-Cjs.g, iS0-C:0 €t C17:0. Les principaux phospholipides qui

caractérisent ce genre sont la phosphatidyléthanolamine et le phosphatidylmonométhyl-

ethanolamine (Nouioui et al., 2017).




>

— —
Matériel et
Methodes

<



Chapitre 11 Matériel et méthodes

Chapitre 11 : Materiel et méthodes

I1.1. Espéces étudiées

Six especes du genre Actinoalloteichus ont été choisies pour réaliser une comparaison
entre 1’étude chimiotaxonomique (a la base de coefficient de Jaccard) et 1’étude moléculaire.
Les six especes sont (par ordre chronologique de découverte):

- Actinoalloteichus cyanogriseus : est une espéce qui présente des chaines caractérisées par un
mycélium aérien bleu gris, elle produit des pigments solubles, contient un taux de G+C de
69,54% % (Tamura et al., 2000). Cette espéce a été isolée a partir d'un échantillon de sol
prélevé sur la province chinoise du Yunnan (Liu et al., 1984).

- Actinoalloteichus spitiensis: est une espece qui possede des ramifications, dépourvu du
mycélium aérien, elle ne produit pas des pigments, caractérisée par un taux de G+C de 72%.
Cette espéce a été isolée a partir d'un désert froid de I'Himalaya indien (Singla et al., 2005).

- Actinoalloteichus hymeniacidonis: est une actinobactérie aérobie, présente des hyphes
vegétatifs ramifiés, produit des pigments noirs, avec un contenu de G+C de 68,08% (Zhang et
al., 2006; Nouioui et al., 2017). L’éponge marine Hymeniacidon perlevis, constitue un habitat
pour cette espéce a partir duquel a été isolée.

- Actinoalloteichus nanshanensis: est une actinobactérie aérobie, caractérisee par la
production des pigments noirs, possede des hyphes végétatifs ramifiées non fragmentées, son
teneur en G+C est de 76,6%, isolée d’une rhizosphére d’un arbre de figue (Wensheng et al.,
2011).

- Actinoalloteichus hoggarensis: est une espéce aérobie, filamenteuse, caractérisée par un
mycelium aérien de couleur différe selon les milieux de culture, on distingue : le bleu verdatre
au bleu grisatre a jaunatre pale. Elle produit des pigments diffusibles brun a noir (Boudjelal et
al., 2015), et présente un pourcentage de G+C de 71,15% (Nouioui et al., 2017). Cette espece
a eté isolée du Hoggar (Tamanrasset), une saharienne du sud algérien.

- "Actinoalloteichus fjordicus" : est une espece non validée qui posséde les caractéristiques
habituelles du genre Actinoalloteichus, aérobie, possede des hyphes aériens portées par un
mycélium ramifié du substrat et ne sécréte pas des pigments diffusibles, et un taux de G+C
marque de 70,09% (Nouioui et al., 2017). Cette espece a été isolée d’une éponge marine de
type Anthodichotome sp.
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11.2. Etude chimiotaxonomique

Nous avons basé dans cette étude sur les composants cellulaires de six espéces du
genre Actinoalloteichus, principalement les sucres, les acides aminés, les phospholipides, les
acides gras et les ménaquinones.

Ces composants ont été analysés lors des études précédentes, ou un caractere binaire
« présence, absence » a été utilisé pour comparer la composition de la paroi et de la
membrane cytoplasmique. Si I’espéce porte la caractéristique, elle va étre attribué par une
valeur de 1, et O si en est dépourvue de cette caractéristique. Les données obtenues sont
présentées dans un tableau, les lignes réferent les six especes, et les colonnes représentent les

constituants biochimiques (sucres, acides aminés, ménaquinones, etc.).

11.2.1. Mesure de similarité

Plusieurs caractéristiques sont considérées lors de la mesure de similarité afin de
montrer les similitudes et les différences entre les espéces étudiées. Pour notre étude, nous

avons choisi I’indice de similarité de Jaccard.

11.2.2. Indice de Jaccard

L’indice de Jaccard est un coefficient quantitatif qui permet de calculer le pourcentage

de similitude entre deux especes (www.alpesoiseaux.free.fr/). L’indice de Jaccard est appelé

également ‘coefficient de communauté’ dans la publication d'origine (Jaccard, 1901).

Cet indice est calculé par la relation suivante :

a
at+b+c

Matrice de distance

1 0
1 a b
0 c d

a=(1,1);b=(0,1);c=(1,0);d=(0,0).
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Exemple :

Caractere | C1 Cc2 C3 C4 C5
Espéce
El 1 1 0 0 0
E2 0 1 1 1 0
E3 0 0 1 0 1
E4 1 1 1 1 1

= Lasimilitude entre E1 et E2:
a(1,)=1,b(0,1)=2;c(1,0)=1;d(0,0)=1.

1

j— — 0,
J Tag =075 75%

Le degré de similitude entre E1 et E2 est de 75%.

+ Dans ce travail, deux logiciels qui reposent sur ’exploitation des bases de données sur le

web, ont été utilisés :

11.2.3. PAST3 (PAleontological STatistics 3)

C’est un logiciel qui permet d’analyser les données numériques (+ ou -, ¢’est-a-dire 1
ou 0), et donc qui permet de construire des dendrogrammes détaillés a partir de différents

fichiers : fichiers texte, Excel, document RAW (Research and Analysis Wing), etc.

PAST

PAleontological STatistics

Version 3.22

D

Figure 5: Logiciel PAST3.
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11.2.4. MEGA 4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis 4)

Cette quatrieme version du logiciel (MEGA 4), assure plusieurs taches et contribue a
I’é¢tude taxonomique des especes apres le traitement de leurs séquences nucléotidiques d’une
manicre automatique, par la réalisation d’un alignement qui permet de déduire les distances
d’évolution, et par consequent, de construire les arbres phylogénétiques (dendrogrammes
précis) qui sont a la base d’une classification concréte des souches (ou des especes)

bactériennes.

AEGA
AA e

Molecular Evolutionary Genetics Analysis

Figure 6: Logiciel MEGA 4.

11.2.4.1. Création d'alignements de séquences multiples

En utilisant les séquences nucléotidiques de I’ARNr 16S des six espéces prises a partir
de la base de donneées NCBI (National Center for Biotechnology Information), sous format
FASTA (format du texte utilisé pour le stockage des séquences biologiques) commencant par
A. hoggarensis pour la comparer avec les séquences d’autres espéces.

Les donneées (les sequences de I’ARNr 16S) sont disponibles sur 1’adresse suivante

(www.nchi.nlm.nih.qgov).

<' National

Center for

) Biotechnology
NCBI Information

Figure 7: Base de données NCBI.
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Un alignement multiple des séquences se fait par le logiciel MEGA 4. Suivant les étapes
ci-dessous :
= Démarrer le logiciel MEGA 4 et Sélectionner 1’icone Alignement pour lancer
I’explorateur d’alignement.
= Sélectionner Data/ Open/ Get Séquences, pour récupérer les séquences non alignees

stockées dans les fichiers sous format FASTA.

- 3
Dats Edt Seasch Abgnment Web Sequencer Display Help

DEEY F@&mwae'l MBRY ociBX BE o

(L ey [ ——

Sing 1 5 owh O el

Figure 8: Les séquences nucléotidiques avant I'alignement.

= Cliquer sur Edit/ Select All, afin d’aligner ’ensemble des séquences.
= Sélectionner Alignment/ Align by ClustalW, pour effectuer un alignement des
séquences sélectionnées en utilisant 1’algorithme Clustal W.

MX: Alignment Explorer (Hes DNA full.mas)

Data Edit Search Web Sequencer Display Help

G =) a E] '_ W Align by ClustalW ) [_D x [‘é X + ;‘_\] a » Q 9 Q'. ,Q

Align by ClustalW (Codons

DNA Sequences | & Align by MUSCLE

ISWUWV Align by MUSCLE (Codons

Figure 9: Utilisation du MEGA 4 (alignement des séquences par Clustal W).

» Afin d’enregistrer I’alignement réalisé, en cliquant sur Data/Save Session, pour
restaurer la session d’alignement prochainement.

= Quitter I’explorateur d’alignement, et répondre par “ oui ” sur un message qui va
apparaitra afin d’enregistrer I’alignement sous un fichier MEGA, puis le renommer

pour faciliter son ouverture pour une autre fois sur MEGA 4 (Tamura et al., 2007).
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11.3. Etude moléculaire

L’¢tude des relations de parenté entre les especes fait intervient la phylogénie
moléculaire, en utilisant les séquences nucléotidiques de I’ARNr 16S, afin de mieux
comprendre 1’évolution des espéces a partir des donnees de sequencage (Lopez et al., 2002).

Une comparaison des caracteres distincts d’un groupe d’individus, permet d’estimer
I’histoire commune ou non entre ces individus, c’est le principe majeur de la phylogénie.

L’¢tude moléculaire est basée principalement sur 1’exploitation des logiciels
informatisés fiables et rapides, qui traitent et analysent les données introduites, et expriment
par conséquent, les positions taxonomiques, qu’elles seront par la suite traduites en

dendrogrammes.

11.3.1. EzTaxon

C’est une base de données basée sur une classification des séquences d’ARNr 16S a
partir de leur vraisemblance. Cette base de données contient 207 phylums, 433 classes, 1019
ordres, 2805 familles, 11446 genres, 61700 espéces et 387 sous-especes
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Cette base de données est disponible gratuitement sur internet (https:

www.ezbiocloud.net/).

La séquence d’Actinialloteichus hoggarensis est introduite dans EzTaxon pour
déterminer le taux de similarité avec les autres espéces. La base de données traduit les
séquences en tableau de similarité, et qui montre les distances évolutives entre les especes.

Le traitement se fait par les étapes suivantes :

+ Accéder a la plateforme (https : www.ezbiocloud.net/).

BioCloud

Search EzBioCloud Database

Featured services

(%

o [

Figure 10: La base de données EzTaxon.
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+ Donner un nom a la séquence analysée.

<« C & ezbiodoud.net/identify % O %@ (v

Identify New Sequence

Sequence Name

16S rRNA Sequence

Insert Example

Figure 11: La séquence et son nom.

4 Introduire la séquence nucléotidique d’ARNr 16S (format FASTA); la séquence

d’Actinoalloteichus hoggarensis dans ce cas-la.

< C @ ezbiocloud.net/identify * O * o

Identify New Sequence

Sequence Name

16S rRNA Sequence

ACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAG
TAACACGTGGGTAACCTGCCCTGCACTTTGGGATAACCTCGGGAAACCGGGGCTAA
TACCGGATAGGACATGCCATCGCATGGTGGTGTGTGGAAAGTTCCGGCGGTGTGGE
ATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGA
CGGGTAGCCGGCCTBAGABGGCGBACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACG
CAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACTGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCC
GAAGAAGCGAAAGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAG
CTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGCTGTGAAAACCTGGGGCTTAACCCCGGGCGT
GCAGTCGATACGGGBCAGACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTA
GCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGG

Insert Example

Figure 12: Copier-coller la séquence (a partir du site NCBI).
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<« C @ ezbiodloud.net/identify/result?id=606b608bcB2b095bb7526d70 “ O @
E Z =l DASHBOARD APPS TOOLS RESOURCES HOW TO CITE ABOUT HELP CENTER SUPPORT LICENSES :E
BioCloud o

Identification Result

Sequence details

Full name Anonymous_20210405_190942
Length 1381bp
Orientation Forward
Compietencss o6 0 ||
(26 ~ 1406)
Database ver. 2020.10.12
List of hits from EzBioCloud 16S database
Select hits by database Al Valid names only % Excel % FASTA % EzEditor2 -
Tasks Hit taxon name Hit strain name Accession ilarity Variation ratio Hit taxonomy Completeness (%)

Figure 13: Résultat schématisé de I’identification.




Fisallats et discassion

H k_;




Chapitre 111 Résultats et discussion

I11.1. Etude chimiotaxonomique

La lecture attentive des publications de six especes d’Actinoalloteichus, publiées
dans le journal Antonie Van Leeuwenhoek pour I’espéce non validée
"Actinoalloteichus fjordicus", et le journal 1JSEM (International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology) pour les autres cing especes, nous a permis de comparer d’une
maniére détaillée la chimiotaxonomie de six espéeces.

Les résultats obtenus apres cette étude chimiotaxonomique refletent la présence «+ »

et ’absence «—» de certains composes cellulaires ont été résumés dans les tableaux suivants.

111.1.1. Sucres

Les sucres trouvés dans la paroi cellulaire de six especes d’Actinoalloteichus sont

présentés dans le tableau 7.

Tableau 7: Sucres caractéristiques de la paroi des especes d'Actinoallotheicus (par ordre
chronologique).

Espéce Glucose Mannose | Galactose | Rhamnose | Ribose

A. cyanogriseus +/+ ++ +/+ (+)1- +/+

(Tamura et al., 2000)/

(Labeda et Kroppenstedt, 2006)

A. spitiensis + + + + +

(Singla et al., 2005)

A. hymeniacidonis + + + - +

(Zhang et al., 2006)

A. nanshanensis + + + + +

(Wensheng et al., 2011)

A. hoggarensis + + + - +

(Boudjelal et al., 2015)

A. fjordicus + + + trace (+) +

(Nouioui et al., 2017)

Fréquence 6/6 6/6 6/6 3/6 6/6
100% 100% 100% 50% 100%

* . Apparemment il s’agit d’une erreur dans la publication de Labeda et Kroppenstedt (2006).

L’analyse des articles publiés a permis de noter la présence de quatre sucres
(glucose, mannose, galactose et ribose) chez toutes les espéces d’Actinoalloteichus étudiées,
c’est-a-dire quatre biomarqueurs glucidiques existent pour ce genre; mais nous avons
observé la présence du rhamnose dans la moitié des espéces de ce genre.

La littérature scientifique indique la présence du couple ‘rhamnose-galactose’

(Groupe E), autrement-dit la présence obligatoire du rhamnose au sein de ce genre; ceci
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correspond au chimiotype IC tel que défini par Lechevalier et Lechevalier (1970). En
revanche, nous avons remarqué 1’absence du rhamnose chez au moins deux espéces : A.
hymeniacidonis (Zhang et al., 2006) A. hoggarensis (Boudjelal et al., 2015). De plus, le
mannose est présent chez toutes les espéces étudiees, alors que la littérature scientifique ne

considere pas ce sucre comme caractéristique du genre Actinoalloteichus.

111.1.2. Acides aminés

Les acides aminés présentés dans la membrane plasmique des espéces étudiées sont

illustrés dans le tableau 8.

Tableau 8: Acides aminés caracteéristiques de la paroi des especes d'Actinoalloteichus.

Espece Glu Ala Gly Glucosamine | acide acide
LL-DAP méso-DAP

A .cyanogriseus + + (+)<1% | — - +

(Tamura et al., 2000)

A. spitiensis - — — — — +

(Singla et al., 2005)

A. hymeniacidonis - — — — — +

(Zhang et al., 2006)

A. nanshanensis — — — — - +

(Wensheng et al., 2011)

A. hoggarensis — - - - - +

(Boudjelal et al., 2015)

A. fjordicus — - - + — +

(Nouioui et al., 2017)

Fréquence 1/6 1/6 1/6 1/6 0/6 6/6
16,67% | 16,67% | 16,67% | 16,67% 0% 100%

Glu: acide glutamique; Ala: alanine; Gly: glycine; acide méso-DAP : acide méso-
diaminopémilique; acide LL-DAP : acide LL-diamino-pémilique.

Les résultats de 1’analyse des articles publiés ont indiqué que le genre
Actinoalloteichus est caractéris¢é par la présence de I’isomére DL de 1’acide
diaminopimélique (meso-DAP) dans la paroi cellulaire (comme biomarqueur); ceci
correspond au chimiotype IVA tel que défini par Lechevalier et Lechevalier (1970). De plus,
nous avons remarqué 1’absence de 1’isomeére LL de 1’acide diaminopimélique (LL-DAP), de

glycine, de I’acide glutamique, de 1’alanine, et de glucosamine.
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111.1.3. Ménaquinones

Les principaux ménaquinones localisées dans la membrane des six especes sont

présentées dans le tableau 9.

Tableau 9: Les ménaquinones caractéristiques de la composition cellulaire (en %) des
espéces d'Actinoalloteichus.

Espéce MK-8(Hg) MK-9(Ho) MK-9(H,) MK-9 (Hy)
A. cyanogriseus 10 — 9 75
(Tamura et al., 2000)

A. cyanogriseus 10 — 9 75
(Zhang et al., 2006)

A. spitiensis 5 — — 82
(Singla et al., 2005)

A. spitiensis 5 — — 82
(Zhang et al., 2006)

A. hymeniacidonis - — — 64
(Zhang et al., 2006)

A. nanshanensis 1,4 — 0,96 78,95
(Wensheng et al., 2011)

A. hoggarensis - 1.7 - 54
(Boudjelal et al., 2015)

A. fjordicus 3,6 - 0,4 58,1
(Nouioui et al., 2017)

Espece MK-9(Hs) MK-9(Hs) MK-10(H,) MK-10(He)
A.cyanogriseus 2 - 3 —
(Tamura et al., 2000)

A.cyanogriseus 2 - 3 —
(Zhang et al., 2006

A. spitiensis 2 - 9 -
(Singla et al., 2005)

A. spitiensis 2 - 9 -
(Zhang et al., 2006)

A. hymeniacidonis 23 12 - -
(Zhang et al., 2006)

A. nanshanensis 1,96 - 16,76 —
(Wensheng et al., 2011)

A. hoggarensis 3,2 — 34,2 2,4
(Boudjelal et al., 2015)

A. fjordicus 4,1 — 9,4 —
(Nouioui et al., 2017)
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Tableau 10: Les ménaquinones caractéristiques de la composition cellulaire des espéces

d'Actinoalloteichus (présence/absence).

Espéce

MK-8(Ha)

MK-9(Ho)

MK-9(H,)

MK-9 (Ha)

A. cyanogriseus
(Tamura et al., 2000)/
(Zhang et al., 2006)

+/+

/-

+/+

+/+

A. spitiensis
(Singla et al., 2005)/
(Zhang et al., 2006)

+/+

-

-

+/+

A. hymeniacidonis
(Zhang et al., 2006)

A. nanshanensis
(Wensheng et al., 2011)

A. hoggarensis
(Boudjelal et al., 2015)

A. fjordicus
(Nouioui et al., 2017)

+

+

+

Fréquence

4/6

1/6

3/6

6/6

66,67%

16,67%

50%

100%

Espece

MK-9(Ho)

MK-9(Hs)

MK-10(Ha)

MK-10(He)

A. cyanogriseus
(Tamura et al., 2000)/
( Zhang et al., 2006)

+/+

-

+/+

/-

A. spitiensis
(Singla et al., 2005)/
(Zhang et al., 2006)

+/+

/-

+/+

/-

A. hymeniacidonis
( Zhang et al., 2006)

+

A. nanshanensis
(Wensheng et al., 2011)

+

+

A. hoggarensis
(Boudjelal et al., 2015)

+

+

A. fjordicus
(Nouioui et al., 2017)

+

+

Fréquence

6/6

1/6

5/6

1/6

100%

16,67%

83,33%

16,67%

L’étude des publications a montré que toutes les espéces du genre Actinoalloteichus

sont caractérisées par la presence de deux menaquinones : MK-9 (H,) et MK-9 (Hg). Il est

possible de déduire que ces deux meénaquinones

ménaquinoniques de ce genre.

représentent des biomarqueurs
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111.1.4. Phospholipides

La composition de la membrane des espéces étudiées en phospholipides est

représentée dans le tableau 11.

Tableau 11: Phospholipides caractéristiques de la membrane des six especes.

Espece PE | PI PC |PCG |[PG |PIM |DPG |GPL |GL |PME | LI

A. cyanogriseus H— | A+ || == |+ |+ A+ | o= | - |+ —/—

(Tamura et al., 2000)/

(Labeda et

Kroppenstedt, 2006)

A. spitiensis - + - |- + + + — — + —

(Singla et al., 2005)

A. hymeniacidonis A+ | A+ | o= |- | HE | HE o= | == | == | /- —/-

(Zhang et al., 2006)/

(Nouioui et al., 2017)

A. nanshanensis + + - |- + + - - - |- -

(Wensheng et al.,,

2011)

A. hoggarensis + + - |- + + + — — — +

(Boudjelal et al.,

2015)

A. fjordicus - + - |- + - + + - |- —

(Nouioui et al., 2017)

Fréquence 46 |6/6 |0 1/6 |6/6 |56 |4/6 |1/6 |0/6 |2/6 1/6
66,6 | 100 |0 16,6 | 100 |83,8 | 66,6 | 16,6 |0 33,3 | 16,6
% % % | % % % % % % | % %

PE : phosphatidyléthalonamine ; PI: phosphatidylinositol ; PC: phosphatidylcholine; PCG :
phospholipide contenant glucosamine ; PG : phosphatidylglycérol ; PIM : phosphatidylinositol-
mannoside ; DPG : diphosphatidylglycerol ; GPL : glycophospholipides ; GL : glycolipides ; PME :
phosphatidylmonométhyl-ethanolamine.

Le profil phospholipidique du genre Actinoalloteichus est caractérisé principalement
par la présence de phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylglycérol (PG),
diphosphatidylglycerol (DPG), phosphatidylinositol (PI), phosphatidylinositolmannosides
(PIM) et des lipides non identifies, qui correspond aux phospholipides de type PII
(Lechevalier et al., 1977).

En revanche, les publications du genre Actinoalloteichus ont montré la présence de
deux phospholipides caracteristiques comme biomarqueurs: phosphatidylinositol (PI) et

phosphatidylglycérol (PG) chez toutes les especes du genre Actinoalloteichus étudiées, et
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I’absence, chez certaines espéces, de phospholipides caractéristiques du genre comme le

phosphatidyléthanolamine (PE).

111.1.5. Acides gras

Les différents acides gars présentés dans la composition cellulaire des six especes

sont citées dans le tableau 12.

Tableau 12: Acides gras
étudiées.

caractéristiques de la composition cellulaire (en %) des especes

Espece 1S0-Cy4.9 | 150-C454 G | 1S0-Cy5¢ | anteiso-Cis9 | Ci50B | Ci5q | Ciso
A.cyanogriseus 5 — 15 10 - - trace
(Tamura et al., 2000)

A.cyanogriseus 4,62 — 20,3 12 - 183 | 3,6
(Labeda et

Kroppenstedt, 2006)

A.cyanogriseus 5 - 15 10 - - -
(Zhang et al., 2006)

A. spitiensis - — 17 7 - - -
(Singla et al., 2005)

A. spitiensis 6 - 17 7 - - -
(Zhang et al., 2006)

A. hymeniacidonis 4 - 6 20 - - 6
(Zhang et al., 2006)

A. hymeniacidonis 4,07 1,84 13,84 18,57 0,72 - 3,27
(Boudjelal et al., 2015)

A. hymeniacidonis 4 — — 20 — — 6
(Nouioui et al., 2017)

A. nanshanensis — — 6,31 19,48 — - 2,05
(Wensheng et al., 2011)

A. nanshanensis 7,06 1,47 23,96 14,53 0,48 - 591
(Boudjelal et al., 2015)

A. hoggarensis 3,66 1,84 21,61 11,68 — — 4,13
(Boudjelal et al., 2015)

A. hoggarensis 3,7 - 21,6 11,7 - - 4,1
(Nouioui et al., 2017)

A. fjordicus 2,1 — 10,6 20,1 — - 5,6

(Nouioui et al., 2017)
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Tableau 13 : Acides gras caractéristiques de la composition cellulaire (en %) des espéeces

étudiées (suite).

Espéce

i50-Cy.1

150-Cy6:9

Ci:1WIC

C16:0

C16:1

anteiso-C,;, C

A. cyanogriseus
(Tamura et al.,
2000)

150-C461 G

8

19

2

2

A. cyanogriseus
(Labeda et
Kroppenstedt, 2006)

4,99

16,32

2,33

1,95

1,88

A. cyanogriseus
(Zhang et al., 2006)

19

A. spitiensis
(Singla et al., 2005)

33

A. spitiensis
(Zhang et al., 2006)

33

A. hymeniacidonis
(Zhang et al., 2006)

16

A. hymeniacidonis
(Boudjelal et al.,
2015)

4,62

21,69

1,23

1,41

1,03

A. hymeniacidonis
(Nouioui et al.,
2017)

A. nanshanensis
(Wensheng et al.,
2011)

21,45

6,43

A. nanshanensis
(Boudjelal et al.,
2015)

1,08

13,43

0,84

2,01

A. hoggarensis
(Boudjelal et al.,,
2015)

5,79

18,16

1,02

A. hoggarensis
(Nouioui et al.,,
2017)

5,8

18,2

A. fjordicus
(Nouioui et al.,
2017)

2,2

10,9

1,6
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Tableau 14: Acides gras caractéristiques de la composition cellulaire des especes étudiées

(suite).

Espece 150-Cy7 | anteiso- Ci71 | Ci70 | 10-Methyl Ci70 | Cyclo | Cy7.4
C17;0 woc C17 w8c

A.cyanogriseus 3 20 — trace | — - -

(Tamura et al., 2000)

A. cyanogriseus - 15,38 6,61 284 |- - -

(Labeda et

Kroppenstedt, 2006)

A.cyanogriseus 3 20 — — - - -

(Zhang et al., 2006)

A. spitiensis — 8 — — - - -

(Singla et al., 2005)

A. spitiensis 3 8 — — - - -

(Zhang et al., 2006)

A. hymeniacidonis — 4 — 11 - - 19

(Zhang et al., 2006)

A. hymeniacidonis | 3,46 6,7 10,44 | 7,12 - - -

(Boudjelal et al., 2015)

A. hymeniacidonis - 4 19 11 - - 19

(Nouioui et al., 2017)

A. nanshanensis 1,02 14,86 — 59 - 1,52 5,61

(Wensheng et al.,

2011)

A.nanshanensis 2,86 3,21 9,4 11,69 | - - -

(Boudjelal et al., 2015)

A. hoggarensis 3,98 4,21 10,64 | 8,82 | 4,46 - -

(Boudjelal et al., 2015)

A. hoggarensis 4 4,2 — 8,8 - - -

(Nouioui et al., 2017)

A. fjordicus 2 9,6 10,3 [18,3 |- - 10,3

(Nouioui et al., 2017)
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Tableau 15: Acides gras caractéristiques de la composition cellulaire des especes étudiées

(suite).

Espece

150-C160 G

Cyigacis9

|SO-Cls;o

|SO-C15;0

A.cyanogriseus
(Tamura et al., 2000)

A.cyanogriseus
(Labeda et Kroppensted,
2006)

0,93

A.cyanogriseus
(Zhang et al., 2006)

A. spitiensis
(Singla et al., 2005)

A. spitiensis
(Zhang et al., 2006)

A. hymeniacidonis
(Zhang et al., 2006)

A. hymeniacidonis
(Boudjelal et al., 2015)

A. hymeniacidonis
(Nouioui et al., 2017)

A. nanshanensis
(Wensheng et al., 2011)

14,69

A. nanshanensis
(Boudjelal et al., 2015)

0,51

A. hoggarensis
(Boudjelal et al., 2015)

A. hoggarensis
(Nouioui et al., 2017

A. fjordicus
(Nouioui et al., 2017)
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Tableau 16: Acides gras caractéristiques de la composition cellulaire des especes étudiées

(présence/absence).

Espéce

150-Cy40

150-C454 G

150-Cy5.9

anteiso-

C15:1 B

C15:0

A. cyanogriseus

(Tamura et al., 2000)/
(Labeda et Kroppensted,
2006)/

(Zhang et al., 2006)

+/+/+

———

+/+/+

-

trace/+/—

A. spitiensis
(Singla et al., 2005)/
(Zhang et al., 2006)

+/+

+/+

A. hymeniacidonis
(Zhang et al., 2006)/
(Boudjelal et al., 2015)/
(Nouioui et al., 2017)

+/+/-

+/+/+

+/+/+

A. nanshanensis
(Wensheng et al., 2011)/
(Boudjelal et al., 2015)

+/+

+/+

+/+

A. hoggarensis
(Boudjelal et al., 2015)/
(Nouioui et al., 2017)

+/+

+/+

+/+

A. fjordicus
(Nouioui et al., 2017)

Fréquence

6/6

3/6

6/6

6/6

2/6

1/6

5/6

100%

50%

100%

100%

33,3%

16,6%

83,3%
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Tableau 17: Acides gras caractéristiques de la composition cellulaire des especes étudiées

(présence/absence).
Espéce 1S0-C15.4 G | 150-Cygq | 1S0-Cig0 | C16:0 WIC | Cig0 | Cigq | @nteiso-Cy74
C

A. cyanogriseus ~/-I- +/+/+ +/+/+ —/+/- HA+ | -+ | /-

(Tamura et al.,

2000)/ (Labeda et

Kroppensted, 2006)/

(Zhang et al., 2006)

A. spitiensis —/- I+ +/+ —/- —I+ —/+ —/-

(Singla et al., 2005)/

(Zhang et al., 2006)

A. hymeniacidonis —[+/+ —/—/- +/+/- —[+/- —+]- | =I-I— | —I+/-

(Zhang et al., 2006)/

(Boudjelal et al.,

2015)/

(Nouioui et al.,

2017)

A. nanshanensis —I+ —/- +/+ —I+ —/+ +/—- —/-

(Wensheng et al.,

2011)/

(Boudjelal et al.,

2015)

A. hoggarensis +/+ —/- +/+ —I- —/— —I/— +/—

(Boudjelal et al.,

2015)/ (Nouioui et

al., 2017)

A. fjordicus + — + — + — —

(Nouioui et al.,,

2017)

Fréquence 4/6 2/6 6/6 3/6 5/6 3/6 3/6
66,6% 33,3% 100% 50% 83,3% | 50% | 50%
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Tableau 18: Acides gras caractéristiques de la composition cellulaire des especes étudiées
(présence/absence).

Espece ISo- anteiso- | Cy7.,W9c | Cy7 10-Methyl | Cyclo | C;7., w8c
C17:0 C17:0 C17:0 C17

A. cyanogriseus +/—/+ ++/+ —[+/- trace/+/— | —/—-/— ——l— | —I-I-

(Tamura et al., 2000)/

(Labeda et

Kroppensted, 2006)/
(Zhang et al., 2006)

A. spitiensis I+ +/+ /- /- /- - /-
(Singla et al., 2005)/
(Zhang et al., 2006)

A. hymeniacidonis —[+/— ++/+ —[+/+ +/+1+ —I—/- —I—l- | +I-I+
(Zhang et al., 2006)/
(Boudjelal et al., 2015)/
(Nouioui et al., 2017)

A. nanshanensis +/+ ++ —/+ +/+ —/- +/- +/—-
(Wensheng et al.,

2011)/

(Boudjelal et al., 2015)

A. hoggarensis +/+ +/+ +/— ++ +/— —/- —/-

(Boudjelal et al., 2015)/
(Nouioui et al., 2017)

A. fjordicus + + + + - - +

(Nouioui et al., 2017)

Fréquence 6/6 6/6 5/6 5/6 1/6 1/6 3/6
100% 100% 83,3% 83,3% 16,6% 16,6% | 50%
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Tableau 19: Acides gras caractéristiques de la composition cellulaire des especes étudiées

(présence/absence).

Espéce

150-Cy4.0 G

Cig1Cis 9

|SO-C16;0

|SO-C15;0

A. cyanogriseus

(Tamura et al., 2000)/
(Labeda et Kroppensted,
2006)/

(Zhang et al., 2006)

———

—[+/-

——/—

——/—

A. spitiensis
(Singla et al., 2005)/
(Zhang et al., 2006)

A. hymeniacidonis
(Zhang et al., 2006)/
(Boudjelal et al., 2015)/
(Nouioui et al., 2017)

)]

A. nanshanensis
(Wensheng et al., 2011)/
(Boudjelal et al., 2015)

+/+

A. hoggarensis
(Boudjelal et al.,
(Nouioui et al., 2017)

2015)/

A. fjordicus
(Nouioui et al., 2017)

Fréquence

1/6

2/6

1/6

1/6

1/6

16,6%

33,33%

16 ,67%

16,67%

16,67%

L’analyse des publications des espéces d’Actinoalloteichus a montré la présence de

six acides gras caractéristiques de ce genre: iS0-Cy4y, i50-Cys, anteiso-Cis, i50-Cyg,p, is0-

Ci7.0, anteiso-Cy7, c’est-a-dire des acides gras biomarqueurs (rencontré chez toutes les

espéces d’Actinoalloteichus étudiées).
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111.2. Résultats de calculs de similarité (a la base de coefficient de Jaccard)

Aprés les calculs réalisés reposant sur 1’utilisation de coefficient de Jaccard le

tableau 20 a été obtenu.

Tableau 20: Pourcentages de similarité obtenus par l'indice de Jaccard.

Coefficient (Similarité)
Paire des séquences | My | Mo1 | My | Mg | de Jaccard-Sneath Pourcentage
J=Mu/ (M + Mo + Myg)
A. hoggarensis / A. |28 0 0 28 28/28 =1 100%
hoggarensis
A. hoggarensis / A. |23 13 5 15 23/23+13+5 = 0,561 56,1%
cyanogriseus
A. hoggarensis / A. |19 6 9 22 19/19+6+9 = 0,558 55,8%
spitiensis
A. hoggarensis / A. |22 10 6 18 22/22+10+6 = 0,578 57,8%
hymeniacidonis
A. hoggarensis / A. |22 11 6 17 22/22+11+6= 0,564 56,4%
nanshanensis
A. hoggarensis / A. |21 7 7 21 21/21+7+7=10,6 60%
fjordicus

Le dendrogramme de classification ascendante hiérarchique (CAH) des espéces
d’Actinoalloteichus (a la base d'indice de Jaccard, en fonction de la présence et 1’absence
des caractéres chimiotaxonomiques) a été réalisé par le logiciel Past3, le résultat est montré
dans la figure 14.

Similarity
(=] =] =] =] (=] =] (=] =] =]
L (=) [ = ==l =) o (=] Lo
] '] 1 I’ 1 ]

A hymenia.

I.?l

A, hoggar.

AL cyanog

ool

2o

A, spitiensis

4z

A, nansha.,

R
—

A, flordicus

Figure 14: Dendrogramme de classification ascendante hiérarchique (CAH) représentant les
distances évolutives entre les especes d’Actinoalloteichus (a la base d'indice de Jaccard) en
fonction des caractéres chimiotaxonomiques (présence/absence).
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Les résultats obtenus de la similarité ou de similitude (calculée a la base de I’indice de
Jaccard) montrent que les espéces d’Actinoalloteichus les plus proches par rapport a
I’espece Actinoalloteichus hoggarensis sont par ordre : A. fjordicus (60% de similarite), A.

hymeniacidonis (57,8%), A. nanshanensis (56,4%), A. cyanogriseus (56,1%) et finalement
A. spitiensis (55,8%).

111.3. Etude moléculaire

Le dendrogramme des espéces d’Actinoalloteichus (a la base des séquences d’ARNr

16S) a été réalisé par le logiciel MEGAA4; la figure 15 montre les séquences nucléotidiques
apres l'alignement.

Dsta Edt Sesech Ahgoment Web Sequences Duplay Help
DEEY T*am Wa'l
ONA Sequences | Tearstatnd Proten Sequence: |

ABRE oRLIBAX> DR an

Sie 23] & wh C wioGaws

Figure 15: Séquences nucléotidiques apres l'alignement des séquences d”’ARNr 16s de six
especes d’Actinoalloteichus (par le logiciel mega4).

= Le dendrogramme obtenu est présenté par la figure 16.
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— A. hoggarensis

A. fjordicus

A. hymeniacidonis

A. nanshanensis

A. cyanogriseus

— A. spitiensis

0.005

Figure 16: Dendrogramme représentant les distances évolutives entre les especes par
l'utilisation d'EzTaxon.

Le dendrogramme de la similarité (basé sur les séquences d’ARNr 16S) montre que les
especes les plus proches par rapport a 1’espéce Actinoalloteichus hoggarensis sont par
ordre : A. fjordicus, A. hymeniacidonis, A. nanshanensis, A. spitiensis et finalement A.
cyanogriseus.

Ces résultats ont été confirmes par la base de données EZbiocloud (EzTaxon), comme

indiqué dans le tableau 21.

Tableau 21: Le degré de similarité entre A. hoggarensis et les autres espéces
d’Actinoalloteichus.

<« C @ ezbiocloud.net/identify/result?id=606b508bcE2b0ISHb7SeE70 % O # @ (veesjou
EZbiocicly  DastBosRD  APPS  TOOLS  RESOURCES  HOWTOCITE  ABOUT HELPCENTER  SUPPORT  LICENSES
Select hits by database “ > Excel » FASTA > EzEditor2 v
Tasks Hit taxon name Hit strain name Accession Similarity Variation ratio Hit taxonomy Completeness (%)
= O Actinoalloteichus hoggarensis DSM 45943(T) CPO22521 0/1381 Sii';‘ij;;m;dlm; Actln\)ya\\cilz\ii? ocardi 100.0
= O Actinoalloteichus fiordicus ADI27-7(T) CPO16076 2/1381 :iz::;;:‘:i:Cd:E';’;Ci'g;;;/:‘:::ﬁ::dm°°w' 100.0
= O Actinoalloteichus hymeniacidonis HPA177(T) CP014859 10/1381 A L A O L PP T 100.0

ales;Pseudonocardiaceae;Actinoalloteichus

Bacteria;Actinobacteria;Actinomycetia;Pseudonocardi
= O Actinoalloteichus nanshanensis NEAU-119(T) Q926935 18/1381 - v . 100.0
ales;Pseudonocardiaceas;Actinoalloteichus

Bacteria;Actinobacteria;Actinomycetia;Pseudonocardi

= O Actinoalloteichus spitiensis RMV-1378(T)  AGVX02000100 96.67 46/1381 ‘ ’ : 100.0
ales;PseudonocardiaceaeActinoalloteichus
Bacteria;Actinoba ia;Actinom Pseudonocardi

= O Actinoalloteichus cyanogriseus DSM43889(T)  AUBJO1000042 96.60 47/1381 s 3 e 100.0
ales;Pseudonocardiaceag;Actinoalloteichus
Bact Actinobacteria;Acti tia;Pseud ard

= O Goodfellowiella coeruleoviolacea  NRRL B-24058(T)  JNYI01000138 96.38 50/1381 C R el T B A Il e G ST T 2T 100.0
ales;Pseudonocardiaceae;Goodfellowiella

=1to) Bacteria;Actinobacteria;Actinomycetia;Pseudonacardi

Umezawaea tangerina NRRL B-24463(T)  JNYU01000173 95.44 63/1381 100.0
ales;PseudonocardiaceaeUmezawaea /[\

Bacteria;Actinobacteria;Actinomycetia;Pseudonocardi

1
o]

Crossiclla equi NRRLB-24104(T) _MUMG01000050 9529 £3/1381 1000
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Les résultats obtenus par la base de données EZbiocloud (EzTaxon) donnent 1I’ordre
de la similarité (degré de similitude), par rapport a I’espéce A. hoggarensis en pourcentage:
A. fjordicus (99,86% de similarité), A. hymeniacidonis (99,28%), A. nanshanensis (98,70%),
A. spitiensis (96,67%) et finalement A. cyanogriseus (96,60%).

Le tableau 22 montre la comparaison entre la similarité obtenue par les deux
méthodes, 1’étude chimiotaxonomique (basée sur la présence et 1’absence des caracteres

chimiotaxonomiques) et I’étude moléculaire (basée sur les séquences de I’ARNr 16S).

Tableau 22: Comparaison de similarité entre 1’étude chimiotaxonomique et 1’étude
moléculaire.

Relation par rapport a ’espéce A. | Etude chimiotaxonomique Etude moléculaire
hoggarensis

A. hoggarensis /A. hoggarensis 100% 100%

A. hoggarensis / A. cyanogriseus 56,1% 96,60%

A. hoggarensis / A. spitiensis 55,8% 96,67%

A. hoggarensis / A. hymeniacidonis | 57,8% 99,28%

A. hoggarensis / A. nanshanensis 56,4% 98,70%

A. hoggarensis / A. fjordicus 60% 99,86%

Ordre de similarité H/HEYNCS H/HEYNSC

H: A. hoggarensis; C: A. cyanogriseus; S: A. spitiensis; Y : A. hymeniacidonis; N: A.
nanshanensis; F : A. fjordicus.

La comparaison entre les deux méthodes montre que I’ordre de similarité est le
méme pour les premieres quatre espéces (A. hoggarensis, A. fjordicus, A. hymeniacidonis et
A. nanshanensis); en revanche ’ordre des deux derniéres espéces (A. cyanogriseus et A.
spitiensis) est inversé.

Ce résultat indique qu’il est possible, d’'une maniére globale, de déterminer les
especes les plus proches par rapport a une espece donnée, en utilisant 1’indice de Jaccard,
dans le cadre de planifier par exemple I’hybridation ADN-ADN. Autrement dit, il est
possible, méme sans séquencer le gene ARNr 16S, d’avoir une idée globale sur les especes
les plus proches par rapport a I’espéce étudiée.

I1 est important d’indiquer que I’ordre de similarité n’est pas forcément le méme a
100% entre les deux méthodes. La nature de chaque étude est unique, I’étude moléculaire est
basée sur un seul gene du génome bactérien (’ARNr 16S); en revanche, 1’étude
chimiotaxonomique est basée sur les résultats d’expression d’un ensemble important de
genes (genes de biosynthéses de sucres, d’acides aminés, de phospholipides, de

ménaquinones et d’acides gras).
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Concernant les composés biologiques cellulaires, c¢’est-a-dire  1’étude
chimiotaxonomique, nous avons remarqué qu’un certains nombres de molécules comme le
glucose, mannose, galactose et ribose, I’acide méso-DAP, MK-9 (H;), MK-9 (Hs),
phosphatidylinositol, phosphatidylglycérol, is0-Cy4., i50-Cys.9, anteiso-Cys,, i150-Cyg, iSO-
Ci7.0, anteiso-Cy7, est présent chez toutes les espéces d’Actinoalloteichus (un pourcentage
de présence de 100%,). Il est possible de considérer ces constituants comme des marqueurs
biologiques (biomarqueurs) qui caractérisent les espéces du genre Actinoalloteichus.

D’autres  composés, comme le rhamnose, phosphatidyléthalonamine,
phosphatidylinositol-mannoside, diphosphatidylglycerol, MK-8(H;), MK-10(H,), Cis.o, iS0-
Cis1 G, Ciso, Ci71 WI9C, Cy70, ont été identifiés chez la majorité des espéces
d’Actinoalloteichus, avec des taux compris entre 66,67% et 83,33% de présence.

Pour les restes constituants, ils ont été exprimés chez quelques espéces seulement,
par des pourcentages compris entre 16, 67% et 50%.

L’acide aminé¢ LL-DAP, n’est pas inclus dans la composition cellulaire du genre

Actinoalloteichus, car n’a pas été identifié chez aucune espéce.

L’étude chimiotaxonomique, & la base de coefficient de Jaccard, montre que 1’espéce
A. fjordicus est la plus proche par rapport a I’espéce A. hoggarensis, par un pourcentage de
similarit¢ égale a 60%, puis les especes A. hymeniacidonis, A. nanshanensis, A.
cyanogriseus et A. spitiensis, avec un pourcentage de 57.8%, 56.4%,56.1% et 55.8%,
respectivement.

En ce qui concerne I’étude moléculaire basée sur les séquences d’ARNr 16S traités
par EzTaxon, le résultat de similarité obtenu indique que les especes les plus proches par
rapport & A. hoggarensis sont: A. fjordicus, A. hymeniacidonis, A. nanshanensis, A.
spitiensis, A. cyanogriseus avec un pourcentage de 99,86%, 99,28%, 98,70%, 96,67%,
96,60%, respectivement.

L’étude chimiotaxonomique (a la base d’indice de Jaccard) et I’étude moléculaire (a
la base de séquences d’ARNr 16S) ont donné¢ quasiment les mémes résultats en ce qui
concerne ’ordre de similitude entre les especes, donc les analyses chimiotaxonomiques
peuvent étre prises en considération lors d’identification et de classification des especes
actinomycétales; malgré que les techniques moléculaires basées sur I’information génétique
permettent de servir des résultats plus précis et plus fiables dans la détermination de la

position taxonomique des espéces.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

Ce travail a été réalisé en vue de chercher la similarité entre les espéces du genre
Actinoalloteichus en basant sur deux études 1’une consiste a déterminer la composition
chimique cellulaire (chimiotaxonomique) qui permet d’identifier différents constituants
biochimiques notamment: les sucres, les acides aminés, les ménaquinones, les
phospholipides et les acides gras toute en basant sur un indice de calcul de similarité qui est
le coefficient de Jaccard, et I’autre est 1’étude moléculaire qui repose sur le patrimoine
génetique, et précisément les séquences de I’ARNr 16S, qui utilise des analyses
bioinformatiques tel que les alignements multiples des séquences par ’intervention des
différents algorithmes et logiciels.

Ces deux études réalisées nous amenent a conclure que les résultats obtenus sont
presque identiques, elles permettent de déduire les distances eévolutives entre les espéces et
construire les arbres phylogénétiques et particulierement de déterminer I’espéce la plus
proche en descendance a A. hoggarensis qui est I’A. fjordicus dans le premier ordre, cette
derniére qui partage avec lui des caracteres communs, par un degré de similarité égale a
60% (I’é¢tude chimiotaxonomique), et 99,86% (1’étude moléculaire), tandis que les espéces
identifiées comme les plus éloignées sont A. spitiensis et A. cyanogriseus.

L’étude chimiotaxonomique peut étre prise en considération comme une base de
classification des especes, car ses informations fournies sur I’apparenté des especes ne
different pas a celles fournissent par I’étude moléculaire ce qui lui donne une valeur
scientifique, ainsi elle est moins chére. Mais les analyses moléculaires restent la méthode la
plus précise et la plus efficace et rapide pour mieux établir la taxonomie hiérarchique des
genres et des espéces.

A Tissue de ce travail, nous émettons quelques réflexions et recommandations sous
forme de perspectives pour améliorer les résultats obtenus :

e Focaliser la caractérisation phénotypique (I’étude chimiotaxonomique) sur
plusieurs combinaisons, sucres uniquement, phospholipides uniquement, sucres
combinés avec les phospholipides, phospholipides combinés avec les
ménaquinones, etc.

e Elargir la caractérisation phénotypique vers d’autres indices de similarité comme
I’indice de Dice, Simple Matching, etc.

e Elargir I’étude vers d’autres genres de la famille des Pseudonocardiaceae.
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Annexes

Annexe |
Séquences d’ARNT 16S des six espéces d’Actinoalloteichus étudiées

Name: Actinoalloteichus cyanogriseus Tamura et al. 2000
>Actinoalloteichus_cyanogriseus_ IFO_14455  AB006178
GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCTTCGGGGTACA
CGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTGCACTCTGGGATAACCTCG
GGAAACCGGGGCTAATACCGGATACGACCTTCCCCCGCATGGGGGTGGGTGGAAAGTTCC
GGCGGTGCARATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGC
GACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGA
CGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGAAGAAGCGAA
AGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGT
CGACTGTGAAAACCTACAGCTTAACTGTGGGCGTGCAGTCGATACGGGCAGACTTGAGTTC
GGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACAC
CGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGC
GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGGGA
TTTCCACGTCCTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGLCCGC
AAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAA
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGCACTGGATCGCCTCAGAGATGG
GGTTTCCGTAAGGTCAGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGG
GACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAGGTCAAGTCATCA
TGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGCTGCGAAATC
GCAAGGTGGAGCGAATCTCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACC
CCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCGTGGCCCA
ACCCTTGTGGGGGGAGCGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGG
TAGCCGTACCGGAAGGTGC

Name: Actinoalloteichus spitiensis Singla et al. 2005
>Actinoalloteichus_spitiensis _ MTCC_ 6194 AY 426714
TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCTTCGGG
GTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTGCACTCTGGGATAA
CCTCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATATGACCTGTCCCTGCATGGGGGTGGGTGGAAA
GTTCCGGCGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACC
AAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGATACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACG
CAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGAAGA
AGCGAAAGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGLGGT
AATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTG
TCGCGTCGACTGTGAAAACCTACAGCTTAACTGTGGGCGTGCAGTCGATACGGGCAGACTT
GAGTTCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAG
GAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGT
GGGGGATTTCCACGTCCTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGT
GGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGCACTGGATCGCCTCA
GAGATGGGGTTTCCGTAAGGTCAGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCCATGTTGCCAGCACGTAA
TGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGAGGTCAA
GTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGCTG
CGAAATCGTAAGGTGGAGCGAATCTCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAA
CTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCG
TGGCCCAACCCTTGTGGGGGGAGCGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGT
AACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGG
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Name: Actinoalloteichus hymeniacidonis Zhang et al. 2006
>Actinoalloteichus_hymeniacidonis_ HPAL177(T)__DQ144222
CCCGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCT
TCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTGCACTTTGG
GATAACCTCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATATGACATGCCATCGCATGGTGGTGTGT
GGAAAGTTCCGGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGG
CCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCC
TGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCG
AAGAAGCGAAAGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGC
GGTTTGTCGCGTCGGCTGTGAAAACCTGGGGCTTAACCCTGGGCGTGCAGTCGATACGGGC
AGACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATAT
CAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAA
AGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCT
AGGTGTGGGGGATTTCCACGTCCTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGG
AGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGCACCGGAC
AGCCTCGGAGACGGGGTTTCCGCAAGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTCCATGTTGCCAG
CACGTAATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACG
ACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAA
AGGGCTGCTAAACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCATAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGG
GTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCC
GAAGCCCATGGCCCAACCCGCAAGGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGG
ACGAAGTCGTAACCAAGGTAGCCGA

Name: Actinoalloteichus nanshanensis Xiang et al. 2011
>Actinoalloteichus_nanshanensis_ NEAU_ 119 GQ926935
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGC
GGTAAGGCCCTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCC
CCGCACACAGGGATAACCTCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAGGACATACCATCGCA
TGGTGGTGTGTGGAAAGTTCCGGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGT
GGGGTGACGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAAT
GGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCT
CTTTCAGCGCCGAAGAAGCGAGAGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
AGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGACTGTGAAAACCTGGGGCTTAACCCCGGGCGTGCAG
TCGATACGGGCAGACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAA
TGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGC
TGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGATTTCCACGTCCTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCG
CCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGLCCCGCAC
AAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACA
TGCACCGGACAGCCTCAGAGATGGGGTTTCCGTAAGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCC
ATGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAA
GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATG
GCCGGTACAAAGGGCTGCCAAACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAGAAAGCCGGTCTCAGT
TCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGC
AACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCG
GTAACACCCGAAGCCCGCGGCCCAACCCGTCAGGGAGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGG
CGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCT
:
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Name: Actinoalloteichus hoggarensis Boudjelal et al. 2015
>Actinoalloteichus_hoggarensis _ AH97 _KJ504175
ACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACA
CGTGGGTAACCTGCCCTGCACTTTGGGATAACCTCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATA
GGACATGCCATCGCATGGTGGTGTGTGGAAAGTTCCGGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGA
GGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
GGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACTGCCT
TCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGAAGAAGCGAAAGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAG
CACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGGCTGTGAAAACCTGGGGCTTA
ACCCCGGGCGTGCAGTCGATACGGGCAGACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCT
GGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTG
GGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGGGGGATTTCCACGTCCTCCGTGCCGTAG
CTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT
TACCTGGGTTTGACATGCACCGGACAGCCTCAGAGATGGGGTTTCCGCAAGGTCGGTGTAC
AGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTATTCCATGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGG
TCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCA
CACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCTAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAGA
AAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGT
AATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCATGGCCCAACCCGTGAGGGGGGEG

Name: "Actinoalloteichus fjordicus™” Nouioui et al. 2017
>Actinoalloteichus_fjordicus__ DSM_46855T - MF440323
GGCTCAGGACGAACGCTGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCCCTTCG
GGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTGCACTTTGGAAT
AACCTCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATATGACATGTCATCGCATGGTGGTGTGTGGA
AAGTTCCGGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTA
CCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGA
CGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACTGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCGCCGAAG
AAGCGAAAGTGACGGTAGGCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTT
TGTCGCGTCGGCTGTGAAAACCTGGGGCTTAACCCCGGGCGTGCAGTCGATACGGGCAGA
CTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGT
GTGGGGGATTTCCACGTCCTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACGAGCGGCGGAGCAT
GTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGCACCGGACAGCCT
CAGAGATGGGGTTTCCGCAAGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTCCATGTTGCCAGCACGT
AATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTC
AAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGC
TGCTAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTG
CAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGC
CCATGGCCCAACCCGTGAGGGGGGGAGTGGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAG
TCGTAACAAGGT
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Annexe |1

Pourcentages de similarité obtenus par I'indice de Jaccard.

Coefficient (Similarité)
Paire des sequences Mi1 | Mo1 | My | My | de Jaccard-Sneath Pourcentage
J = Mu/ (Mg + Mg + Myg)

A. hoggarensis /A. hoggarensis 28 0 0 28 | 28/28=1 100%
A. hoggarensis / A. cyanogriseus 23 13 |5 15 | 23/23+13+5=0,561 56,1%
A. hoggarensis / A. spitiensis 19 6 9 22 | 19/19+6+9 = 0,558 55,8%
A. hoggarensis / A. hymeniacidonis | 22 10 |6 18 | 22/22+10+6 = 0,578 57,8%
A. hoggarensis / A. nanshanensis 22 11 |6 17 | 22/22+11+6= 0,564 56,4%
A. hoggarensis / A. fjordicus 21 7 7 21 | 21/21+7+7=0,6 60%
A. cyanogriseus / A. cyanogriseus 36 0 0 20 |36/36=1 100%
A. cyanogriseus / A. spitiensis 23 1 14 |18 | 23/23+1+14 =0,605 60,5%
A. cyanogriseus / A. hymeniacidonis | 23 9 13 |11 | 23/23+9+13=0,511 51,1%
A. cyanogriseus / A. nanshanensis 27 6 10 | 13 | 27/27+6+10 =0,627 62,7%
A. cyanogriseus / A. fjordicus 23 5 13 | 15 | 23/23+5+13 = 0,560 56%
A. spitiensis / A. spitiensis 24 0 0 32 | 24/24=1 100%
A. spitiensis / A. hymeniacidonis 17 15 |7 17 | 17/17+15+7 = 0,435 43,5%
A. spitiensis / A. nanshanensis 23 10 |3 20 | 23/23+10+3 =0,638 63,8%
A. spitiensis / A. fjordicus 20 8 4 24 | 20/20+8+4 = 0,625 62,5%
A hymeniacidonis / A | 32 0 0 24 | 32/32=1 100%
hymeniacidonis

A. hymeniacidonis / A. nanshanensis | 26 7 6 17 | 26/26+7+6 = 0,666 66,6%
A. hymeniacidonis / A. fjordicus 21 7 11 | 17 | 21/21+7+11=0,538 53,8%
A. nanshanensis / A. nanshanensis 33 0 0 23 133/33=1 100%
A. nanshanensis / A. fjordicus 25 3 8 20 | 25/25+3+8 =0,694 69,4%
A. fjordicus / A. fjordicus 28 0 0 28 |28/28=1 100%

Annexe 11

Mesures de similarités calculées par PAST 3 reposant sur le coefficient de Jaccard

A. hoggar. A. cyanog. A. spitiensi: A. hymenia A. nansha. A. fjordicus

A. hoggar. 1
A. cyanog. 056097561 1

056097561 |0,52941170 057894737 056410256 06

062162162 |0,51111111 064285714 0,56097561

A. spitiensi: 052941178 062182162 1

A. hymenia 057384737 051111111 043589744 1
A. nansha. 056410256 0064285714 058333333 060060667 1
0,56097561 0,625

A. fjordicus 06

043589744 058333333 0,625

053246154 009444444 1

0,06b660067 |0,53846154
0,69444444




