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Les Bifidobactéries, qui font partie des Actinobactéries, sont l'un des groupes
bactériens les plus importants. Elles colonisent souvent les microbiomes intestinaux humains
et ceux d'autres mammiferes, ainsi que des insectes sociaux, des denrées alimentaires et des
eaux usées (Rodriguez et Martiny, 2020). Elles ont également été détectées dans le sang
humain et le lait maternel (Esaiassen et al., 2017).

Les Bifidobactéries, qui ont une forme en Y ou bifide, sont des microorganismes
Gram-positifs, anaérobies, non mobiles, non sporulés et saccharolytiques avec un ADN a
forte teneur en G + C. Traditionnellement, la classification des bactéries était basée sur des
caractéristiques phénotypiques telles que la morphologie cellulaire et les caractéristiques
métaboliques. Cependant, avec les avancées technologiques en microbiologie, la classification
des bactéries repose également sur l'analyse de leur séquence génétique. Les Bifidobactéries
sont connues pour leurs implications bénéfiques pour la santé humaine, notamment leur role
dans la régulation de la flore intestinale et leur contribution a un systéme immunitaire
optimal. Les recherches sur les propriétés des Bifidobactéries continuent de permettre une

meilleure compréhension de leur impact sur la santé humaine (Alessandri et al., 2021).

Gréace a I'émergence de I'ere phylogénomique et l'utilisation d'outils bioinformatiques
avancés, la phylogénétique a vu la définition des espéces bactériennes révisée. Cette ére
permet une étude plus approfondie des relations évolutives entre les groupes d'organismes,
représentées sous forme d'arbres phylogénétiques reflétant les caractéristiques génétiques

partagées ou divergentes (Caputo et al., 2019).

Historiquement, les séquences d'’ARNr 16S ont été utilisées comme outil clé dans le
domaine de la phylogénétique pour classer et assigner les especes bactériennes sur des arbres
de séquences. Cependant, des études récentes ont démontré que le genre Bifidobacterium est
un clade phylogénétique polymorphe qui englobe une variété d'espéces et de sous-especes,
suggérant que d'autres séquences génétiques doivent également étre considérées pour une

classification plus précise (Brandt et Barrangou, 2016).

L'objectif de cette étude est de construire un arbre phylogénétiqgue du genre
Bifidobacterium a partir de séquences d'/ARNr 16S obtenues depuis Genbank. Le traitement
de ces séquences a travers divers processus permettra la création de l'arbre phylogénétique et

son analyse a l'aide de différentes méthodes de délimitation. Plus précisément, nous allons
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d'abord rechercher et sélectionner les sequences d'ARNr 16S des différentes espéces de
Bifidobacterium disponibles dans Genbank. Ensuite, nous utiliserons des outils
bioinformatiques pour aligner et traiter ces séquences, afin de construire un arbre
phylogénétique représentant I'histoire évolutive du genre Bifidobacterium. Nous pourrons
ensuite analyser cet arbre phylogénétique en utilisant différentes méthodes de délimitation.
Cette étude nous permettra de mieux comprendre la diversité et les relations évolutives entre
les différentes especes de Bifidobacterium, ce qui pourrait avoir des implications importantes

dans divers domaines, notamment la santé et l'industrie alimentaire.
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Chapitre 01 Généralités sur Bifidobacterium

1.1. Historique et taxonomie

En 1899 et 1900, Tissier isole les premiéres souches a partir de matieres fécales de

nourrissons (Gavin et al., 1990).

La connaissance de ces bactéries a peu progressé entre 1900 et 1957. En 1917,
Winslow a propose la famille des Lactobacillaceae et trois ans plus tard, Holland a nommé la
souche de Tissier Lactobacillus bifidus. Bien qu'Orla-Jensen ait reconnu le genre
Bifidobacterium comme un taxon distinct en 1924, les bifidobactéries ont été fusionnées avec
le genre Lactobacillus en raison de leur ressemblance avec ce dernier (Biavati et al., 2000).

Depuis 1954, les progrés scientifiques ont permis de séparer les bifidobactéries des

lactobacilles et d'identifier de nombreux types de bifidus (Passerat, 1961).

Les travaux de Stackebrand et Woese en 1981, utilisant le séquencage de 'ARN 16S,
ont conduit a la construction d'un arbre phylogenétique et a la séparation de 2 espéces du
genre Bifidobacterium, B. breve et B. bifidum, des autres membres étudiés de la famille des
Actinomycetaceae. En 1987, Sur la base d'informations récentes provenant du séquencage de
I'ARN 16S, les membres du sous-comité sur Bifidobacterium, Lactobacillus et les genres
apparentés remettent en cause la position taxonomique du genre Bifidobacterium dans l'ordre

des Actinomycetales et suggéerent sa révision (Gavini et al., 1990).

Les Bifidobacteriaceae constituent la seule famille de I'ordre des Bifidobacteriales et il
a été démontré qu'elles représentent la branche la plus profonde de I'embranchement des
Actinobacteria. Actuellement, la famille des Bifidobacteriaceae comprend 55 sous- espéces
du genre Bifidobacterium et des membres de huit autres genres, a savoir Aeriscardovia,
Alloscardovia, Bombiscardovia, Gardnerella, Neoscardovia, Parascardovia,

Pseudoscardovia et Scardovia, qui regroupent ensemble 12 espéces (Lugli et al., 2017).

Le genre Bifidobacterium englobe environ 80 espéces, dont quatre espéeces
(B. animalis, B. longum, B. pseudolongum et B. thermacidophilum) qui sont ensuite

subdivisées en sous-especes (Sakanaka et al., 2019).
e Reégne: Bacteria
e Embranchement: Actinobacteria
e Classe: Actinobacteria

e Ordre: Bifidobacteriales
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e Famille: Bifidobacteriaceae
e  Genre: Bifidobacterium

1.2. Caractéres généraux

Les Bifidobactéries sont des bactéries Gram-positives, anaérobies, non mobiles, non
sporulées, sous forme de tiges polymorphes qui appartiennent a la famille des
Bifidobacteriaceae, a l'ordre des Bifidobacteriales et au phylum des Actinobacteria. Les
Bifidobactéries presentent différentes formes cellulaires distinctes, notamment des formes en
courbe, courtes et bifurquées en forme de Y. L'ADN génomique des Bifidobactéries contient
une teneur élevée en guanine-plus-cytosine (Milani et al., 2014).

Les Bifidobactéries se développent a une tempeérature optimale de 36-38C, leur pH
optimal de croissance se situant entre 6,5 et 7,0. Les souches de B. lactis et B. animalis
peuvent survivre a une exposition a un pH de 3,5, tandis que les souches de Bifidobactéries
maintenues dans un environnement au-dessus d'un pH de 8,5 ne survivent pas (Leahy et al.,
2005)

Figure 01. Observation au microscope électronigue des cellules de Bifidobacterium sp
(Biavati et al., 2000).
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1.3. Ecologie

Le genre de Bifidobacterium ont été isolées dans un certain nombre d'environnements.
Des études sur la distribution des bifidobactéries confirment leur présence dans les selles des
nourrissons, dans les selles des adultes, dans le vagin humain et dans les caries dentaires.
B. breve et B. infantis sont des especes typiques des nourrissons allaités ou nourris au lait
maternisé, tandis que B. bifidum, B. catenulatum, B. longum et B. pseudocatenulatum sont
présents soit dans les feces des nouveau-nés, soit dans celles des adultes. B. adolescentis n'a
été isolée que chez l'adulte. Le vagin héberge B. adolescentis, B. bifidum, B. breve et
B. longum, B. denticolens, B. dentium et B. inopinatum sont les especes régulierement
retrouvées dans les caries dentaires, chez les animaux, certaines especes sont apparemment
specifiques a I'h6te: B. magnum et B. cuniculi n'ont été trouvés que dans des échantillons de
matiéres fécales de lapin, B. asteroides est la seule espece trouvee dans l'intestin d'Apis
mellifera (Biavati et al., 2000).

Douze espéces de Bifidobacterium ont été isolées des eaux usées et parmi elles,
B. minimum et B. subtile n'ont pas été trouvées ailleurs. Deux nouvelles espéces, B. lactis

isolée du yaourt et B. thermacidophilum isolée du digesteur anaérobie (Dong et al., 2000).

Les habitats dans lesquels les bifidobactéries ont été isolées sont énumérés dans le
tableau 01 :
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Tableau 01. Habitats et références des espéces du genre Bifidobactérium (Biavati et al.,

2000).
Specles Habitat Reference
B. adolescentis Feces of human adult; bovine  Reuter (1963)
rumen; sewage; human vagina
B. angulatum Sewage: feces of human adult  Scardovl and Croclant (1974)
B. animalls Feces of rat, chicken, rabbit,  Scardovi and Trovatelll (1974)
calf, and guinea pig: sewage
B. asteroides Intestine of Apis mellifera Scardovi and Trovatelll (1969)
B. bifidum Feces of human adult, infant  Orla-Jensen (1924)
and suckling calf; human
vagina
B. boum Bovine rumen:; feces of piglet  Scardovi et al. (1979)
B. breve Feces of Infant and suckling  Reuter (1963)

B. catenulatum

B. choerinum
B. coryneforme
B. cunicull

B. denticolens
B. dentium

B. gallicum
B. gallinarum
B. indicum

B. infantis

B. inopinatum
B. lactis
B. longum

B. magnum
B. merycicum
B. minimum

B. pseudocatenulatum

B. pseudolongum
subsp. pseudolongum

subsp. globosum

B. pullorum

B. ruminantium
B. saeculare

B. subtile

B. suls

B.thermacidophilum

B. thermophilum

calf, human vagina; sewage
Feces of Infant and human
adult; sewage

Feces of piglet; sewage
Intestine of Apis mellifera
Feces of rabbit

Human dental carles

Human dental carles and oral
cavity; feces of human adult;
abscess and appendix
Human feces

Chicken cecum

Intestine of Apis ceranaand A.
dorsata

Feces of Infant and suckling
calf;

Human dental carles
Fermented milk

Feces of human adult, Infant,
and suckling calf; human
vagina: sewage

Feces of rabbit

Bovine rumen

Sewage

Feces of Infant and suckling
calf; sewage

Scardov! and Croclant (1974)

Scardov! et al. (1979)

Blavatl et al. (1982)

Scardovl et al. (1979)
Croclani et al. (1996)
Scardov! and Croclant (1974)

Lauer (1990)
Watabe et al. (1983)
Scardovi and Trovatelll (1969)

Reuter (1963)

Croclani et al. (1996)
Melle et al. (1997)
Reuter (1963)

Scardovl and Zant (1974)
Blavatl and Mattarelll (1991)
Blavatl et al. (1982)
Scardovl et al. (1979)

Yaeshima et al.(1992),

Feces of pig, chicken, bull, calf ex Mitsuoka (1969),

rat, and guinea pig

Feces of piglet, sucklin
calf, rat,rabbit, and lamb;
sewage: bovine rumen
Feces of chicken

Bovine rumen

Feces of rabbit

Sewage

Feces of piglet

Anaerobic digester

Feces of pig, chicken, and
suckling calf: bovine rumen;
sewage

ex Blavatl et al. (1982)

Trovatelll et al. (1974)
Blavatl and Mattarelll (1991)
Blavatl et al. (1991)

Blavatl et al. (1982)
Matteuzzl et al. (1971)

Dong et al. (2000)

Mitsuoka (1969)
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1.4. Effets bénéfiques de Bifidobacterium

Les bifidobactéries sont couramment utilisées comme probiotiques, ces bénéfices
comprennent la protection contre les pathogénes, la modulation du systeme immunitaire de
I'n6te, la fourniture de nutriments et de vitamines, ainsi que diverses autres activités
bénéfiques rapportées. Sur la base de ces résultats, il semble clair que les interactions
complexes entre I'hdte humain et les bifidobactéries jouent un role clé dans la santé et la
maladie (Esteban et al., 2021).

La présence des Bifidobacteries dans I’intestin a été corrélée a des avantages pour la
santé chez les humains et les modéles des souris, notamment la protection contre certaines
maladies intestinales telles que I’entérocolite et la diarrhée aigué (O’callaghan et Van
Sinderen, 2016).

Les bifidobactéries, ont montré un effet protecteur contre les effets dévastateurs de la
diarrhée aigué. Dans la diarrhée infantile aigué, souvent due a une infection par un rotavirus,
une souche de B. bifidum administrée en conjonction avec Streptococcus thermophilus dans
une formule de lait standard a montré une réduction de l'incidence de l'infection a rotavirus
(Leahy et al., 2005).

Chez les nouveau-nés, certaines especes specifiques de Bifidobacterium jouent un réle

crucial dans la dégradation des oligosaccharides du lait maternel (Ruiz-Moyano et al., 2013).

La fermentation des oligosaccharides favorise le bien-étre des nourrissons et prévient

la colonisation par des bactéries pathogenes potentielles (Marcobal et Sonnenburg, 2012).

Les Bifidobactéries excellent également dans la dégradation et la fermentation des
glucides. Ce processus produit des acides gras a chaine courte tels que le butyrate, ’acétate et
le propionate, qui ont été associés a la réduction du risque de maladies inflammatoires, de
maladies cardiaques, de diabéte de type Il et d’autre affections nefastes telles que le cancer
(Slavin, 2013).
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Chapitre 02 Etude phylogénétique

1.1. Définition de la phylogénie

La phylogénie est I'histoire de la descendance d'un groupe de taxons, tels que les
especes, a partir de leurs ancétres communs, y compris l'ordre de ramification et parfois les
périodes de divergence. Le terme "phylogénie" est dérivé d'une combinaison de mots grecs.
Phylon signifie "tribu™ ou "clan" ou "race" et genese signifie "origine" ou "source". Le terme
peut également s'appliquer a la généalogie des génes ancestral commun (Patwardhan et al.,
2014).

1.2. Phylogénie moléculaire

La phylogénie moléculaire a pour but de reconstruire les relations de parenté entre des
séquences de génes ou protéines pour obtenir des informations sur I'histoire évolutive des

étres vivants (Lopez et al., 2002).

Ces études peuvent désormais étre realisées a ’aide d’une grande variété de marqueurs

moléculaires (Patwardhan et al., 2014).
1.3. Définition d’arbre phylogénétique

Les expressions arbre evolutif, arbre phylogénétique et cladogramme sont souvent
utilisées de maniére interchangeable pour désigner la méme chose, également appelé
phylogénie (Choudhuri, 2014).

Il s'agit d'un diagramme qui montre les chemins empruntés par diverses especes,
créatures ou genes pour descendre d'un ancétre commun. Les phylogénies sont utiles pour
classer les organismes, organiser les connaissances sur la diversité biologique et mettre en

lumiere les processus évolutifs (Bauma, 2008).
1.4. Propriétés des arbres phylogénétiques

Toute analyse phylogénétique vise a créer un arbre décrivant les relations entre les
unités taxonomiques d'intérét, telles que les espéces, les individus, les genes, etc (Rodiguzer-
Ezpeleta, 2007).
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Par analogie avec les arbres botaniques, les arbres phylogénétiques sont formeés, de

racine, de nceuds et de branches et de feuilles (Scoot et Bauma, 2016).

- racine

=— branche

O.=— noeud interne

C ¢ ' C - feuille

Figure 02. Exemple d'un arbre phylogénétique.

e La racine: indique I'ancétre commun de tous les taxons de l'arbre, tous les arbres

phylogénétiques ne sont pas tous enracinés

e Les branches: est appelée aréte et représente I'estimation temporelle des relations
évolutives entre les unités taxonomiques. Si l’arbre est enraciné, ces branches
permettent de définir une relation ancétre - descendant entre deux nceuds
successifs(Willems, 2018).

e Les nceuds internes: représentent des unités taxonomiques hypothétiques, une UTH est

une unité déduite et représente le dernier ancétre commun des nceuds issus de ce point.

e Les feuilles: (ou les nccuds externes) représentent les unités taxonomiques
opérationnelles, Les UTO sont les objets réels tels que les especes, les populations ou

les séquences de genes ou de protéines comparées (Choudhuri, 2014).

e Dans les arbres phylogénétiques, on distingue des groupes monophylétiques,

paraphylétiques et polyphylétiques.
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e Groupe monophylétiques: Le groupe composé des espéces B, C, D, E et F (rouge) est
monophylétique car il contient toutes les unités taxonomiques dérivées de I'ancétre X,
ainsi qu'X lui-méme, Figure 03.

e Groupe paraphylétiques: Le groupe composé des especes B, D et F (vert) est
paraphylétique car il inclut leur ancétre X, mais seulement quelques-uns de ses

descendants, Figure 03.

e Groupe polyphylétiques: le groupe composé des especes C et D (bleu) est

polyphylétique car il n'inclut pas leur ancétre commun, Figure 03 (Rodriguez-
Ezpeleta, 2007).

E P

Figure 03. Différents groupes d’arbre phylogénétiques (Rodriguez-Ezpeleta, 2007).

Un arbre phylogénétique peut étre enraciné ou non.

e Un arbre enraciné: est un diagramme utile qui montre I'histoire évolutive. Cette racine
est souvent désignée comme le dernier ancétre commun universel, a partir duquel les autres
groupes taxonomiques sont descendus et ont divergent au fil du temps. Etant donné que
I'arbre enraciné représente la direction du temps évolutif, il est facile de trouver les groupes

plus anciens ou plus récents qu'il contient (Choudhuri, 2014).

e Un arbre non enraciné: est un diagramme phylogénétique qui ne possede pas d'ancétre
commun ou de nceud basal. Ce type d'arbre n'indique pas l'origine de I'évolution des groupes

d'intérét. 1l représente uniquement la relation entre les organismes, indépendamment de la
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direction de la ligne temporelle évolutive. Par conséquent, il est difficile d'étudier les relations
évolutives des groupes par rapport au temps en utilisant un arbre non raciné (Graham et al.,
2002).

g C A B > D
A D @
Arbre non-enraciné Arbre enraciné

Figure 04. Différents arbres phylogénétiques: arbre enraciné, arbre non enraciné
(Rodriguez-Ezpeleta, 2007).

1.5. Différentes représentations graphiques pour les arbres
e Le dendrogramme: Le terme dendrogramme désigne une organisation hiérarchique des
clusters ou des objets similaires (selon certains criteres définis) sont regroupés en clusters.
Ainsi, un dendrogramme montre les relations entre les différents clusters. Les dendrogrammes
sont également utilisés en dehors du domaine de la phylogénétique, voire méme en dehors de
la biologie. Ils sont souvent utilisés en biologie moléculaire informatique pour illustrer la

ramification basée sur la mise en cluster de génes ou de proteines.

e Le cladogramme: est un arbre hiérarchique branché qui montre les relations entre les

clades. Les cladogrammes sont non-échelonnés.

e Les phylogrammes: est un arbre phylogénétique a échelle dans lequel les longueurs
des branches sont proportionnelles au degré de divergence évolutionnaire. Par exemple, la
longueur d'une branche peut étre déterminée par le nombre de substitutions nucléotidiques qui

se sont produites entre les points de branchement connectés (Choudhuri, 2014).
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e Les phénogrammes: est un arbre qui traduit les relations de parenté entre des
molécules, établi a partir d 'une méthode phénétique il s’agit d’un dendrogramme généré par
la taxonomie numérique, dans lequel les relations entre les taxons expriment les degrés de
similitude globale (Tahiri, 2012).

1.6. Construction de I’arbre phylogénétique
Les méthodes de construction I’arbre phylogénétique sont classées en deux groupes.

1.6.1. Méthode basée sur la distance
Qui utilise une matrice de distances évolutives les méthodes UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic) et NJ (Neighbor-Joining) sont des méthodes
représentatives. L'avantage de la méthode basée sur la distance est sa rapidité de calcul par

conséquent, une grande quantité de données peut étre traitée.

1.6.2. Méthode basee sur les caractéres
Lors de l'inférence de I'arbre phylogénétique, la méthode de la maximum parcimonie,
le maximum de vraisemblance et la méthode bayésienne peuvent utiliser directement les
séquences alignées. Parmi celles-ci, les deux derniéres sont les plus couramment utilisées car
elles s‘appuient sur des modeéles evolutifs sophistiqués basés sur des methodes statistiques
(Horiike, 2016).

1.7. Phylogénie du genre Bifidobacterium :

La phylogénie de Bifidobacterium est 1’étude de la relation évolutive entre les
différentes espéces du genre Bifidobacterium. Dans ce contexte, bien que lanalyse
comparative basée sur le gene 16S ARNTr ait été et continue d'étre exploitée comme l'approche
standard pour les enquétes phylogénétiques bactériennes, elle présente plusieurs limites qui
empéchent I'évaluation du degré réel de similarité génétique entre deux génomes microbiens,
en effet, cela ne garantit pas une discrimination précise entre des especes récemment
divergées ou entre deux taxons bactériens appartenant a des groupes bactériens distants s'ils
possedent des séquences de genes 16S ARNr hautement similaires, ne capturant ainsi pas les

différences phylogénétiques (Alessandri et al., 2021).

Récemment, la taxonomie des bifidobactéries a bénéficie de lutilisation d'une
approche multi-locus ou multi-géne basée sur des marqueurs moléculaires alternatifs tels que
clpC, dnaB, dnaG, dnaJl, purF, rpoC et / ou xfp (Milani et al., 2016).
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L'identification des espéces est cruciale pour un large éventail de recherches
biologiques, y compris les études sur I'évolution, la conservation et la biodiversité. Cependant,
différents criteres opérationnels sont utilisés pour I'identification des espéces, en fonction du
concept d'espece qui est invoqué (De Queiroz, 2007). Certaines des approches largement
utilisées pour valider les especes présumees reposent sur la comparaison des distances
génétiques intra- et interspécifiques, l'objectif de la délimitation moléculaire des espéces est
de construire un schéma taxonomique pour un ensemble d'échantillons et d'inférer une

délimitation de novo des unités taxonomiques opérationnelles OTU (Mallo et Posada, 2016).
1.1. Définition de délimitation des espéces

La délimitation des especes est le processus qui consiste a déterminer quels groupes
d’organismes individuels constituent differentes populations d’une méme espece et lesquels
constituent des espéces différentes. Les espéces jouent un role central dans toutes les branches
de la recherche biologique et constituent 1’unité fondamentale de mesure de la biodiversité. La
délimitation des espéces est donc une activité essentielle a la conservation de la biodiversite et

se situe a I’avant-garde de la science moderne de la biodiversité (Rannala et Yang, 2020).
1.2. Méthodes de delimitation

Il existe diverses méthodes de délimitation moléculaire des espéces, different les unes

des autres a plusieurs egards.

Il existe deux catégories principales de méthodes pour la délimitation des espéces, la
premiére comprend les méthodes qui calculent la vraisemblance de partitions concurrentes
d'hypotheses d'espéces dans le cadre du "coalescent multi-espéces”. Dans cette catégorie, les
méthodes les plus populaires sont SpedeSTEM, BPP et BFD, ont été congues pour les
données multi locus. Elles sont tres exigeantes en termes de puissance de calcul et ont donc
été principalement appliquées a des ensembles de données avec un nombre limité de
séquences et d'espéces. Une deuxieme catégorie de méthodes correspond a des méthodes
exploratoires. Ces méthodes sont largement utilisées car elles sont faciles a appliquer sur des
ensembles de données de code-barres ADN, méme volumineux, et précisement parce qu'elles
ne nécessitent pas d'’hypotheses d'espéces préalablement définies. Les plus populaires sont le
GMYC (modele général de Yule-Coalescent mixte), PTP (processus d'arbre de Poisson), tous
deux développés initialement dans un cadre de vraisemblance maximale, et plus tard étendus
a un cadre bayésien, et ABGD (découverte automatique de I'écart de code-barres) (Luo et al.,
2018).
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1.2.1. Modele Assemble Species Automatic Partitioning ASAP

Une nouvelle méthode pour créer des partitions d'espéces a partir d'alignements de
séquences a un seul locus. ASAP est suffisamment efficace pour diviser des ensembles de
données contenant jusqu'a 104 séquences en especes putatives en quelques minutes. Bien que
basé sur la théorie de I'évolution, ASAP est la mise en ceuvre d'un algorithme de
regroupement hiérarchique qui utilise uniquement des distances génétiques par paires, évitant
ainsi la charge de calcul de la reconstruction phylogénétique. Il est important de noter
qu’ASAP propose des partitions d'espéces classées par un nouveau systéeme de score qui
n'utilise aucune connaissance prealable de la diversité intraspécifique. ASAP est un
programme autonome qui peut étre utilisé soit via une interface web graphique, soit

téléchargé et compilé pour une utilisation locale (Puillandre et al., 2021).
1.2.2. Modele General Mixed Yule Coalescent GMYC

Est une methode tres populaire qui peut étre utilisée pour délimiter les especes a l'aide
de données de séquence, il utilise un arbre ultramétrique et tente de détecter la transition dans
l'arbre ou le modele de ramification passe de l'attribution a la spéciation (une lignée par
espece) a l'attribution au processus de coalescence intra-espéce (plusieurs lignées par espece)
(Michonneau, 2016).

1.2.3. Modele Automatic Barcoding Gap Discovery ABGD

ABGD a été utilisé dans plusieurs études de codage-barres, en utilisant généralement
les paramétres par défaut ou légerement modifies. On peut sattendre a ce qu'ABGD
fonctionne mieux lorsque l'arbre génétique est essentiellement monophylétique (c'est-a-dire
qu'il n'y a pas de tri incomplet de la lignée). Comme d'autres méthodes de codage-barres, il
utilise uniquement des informations provenant d'un seul locus. Il est peu codteux en termes de
calcul et peut étre appliqué a de grands echantillons de séquences. Ses faiblesses comprennent
sa dépendance envers les calculs de distance simple et les opérations de regroupement, ainsi

que l'incapacité d'utiliser toutes les informations dans les données de séquence (Gibbs, 2018).
1.2.4. Modele Bayesian Poisson Tree Processes bPTP

Une version mise a jour de la méthode PTP originale avec des valeurs de support
bayésiennes, nécessite un arbre d'entrée raciné. Il suppose deux distributions exponentielles
indépendantes (une pour la spéciation et une autre pour la coalescence) pour modéliser les

longueurs des branches (Zhang et al., 2013).
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1.2.5. Modeéle multi-rate Poisson Tree Processes mPTP

Le nouveau modele mPTP tient compte de la variation stochastique entre les especes
en ajustant plusieurs distributions exponentielles indépendantes pour chaque espece délimitée
(Kapli et al., 2017).

Les méthodes bPTP et mPTP semblent toutes deux étre des méthodes cohérentes, mais
sont sensibles a I'exactitude de l'arbre d'entrée, a la taille de la population, au temps de
divergence, au ratio de la taille de la population par rapport au temps de divergence, a la
migration génique en cours, et ont tendance a diviser les espéces en trop (Luo et al., 2018).
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Chapitre 04 Meéthodologie

Dans ce chapitre, nous détaillons le matériel utilisé ainsi que les étapes qui ont été
suivies afin de construire un arbre phylogénétique du genre Bifidobacterium en utilisant les
séquences disponibles sur la banque de données, GenBank.

1.1. Source des séquences

Il existe plusieurs bases de données en ligne ou l'on peut collecter des séquences ADN
pour la reconstruction d'un arbre phylogénétique, nous avons utilisé la banque de données
GenBank pour télécharger les séquences nucléotidiques de genre Bifidobacterium.

1.1.1. GenBank

GenBank (https://www. ncbi. nlm. nih. gov/genbank/) est une base de données

publique de sequences nucléotidiques gérée par le National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Elle contient des millions de sequences de différentes espéces provenant
de diverses sources, telles que les génomes, les ARN, I'ADN mitochondrial et d'autres
molécules associées a la biologie moléculaire. Les données stockees dans GenBank sont
disponibles gratuitement en ligne et peuvent étre utilisées pour une variété de recherches en

biologie moléculaire et en génomique comparative (Sayers et al., 2019).

Dans notre étude, nous avons effectue une recherche de séquences de Bifidobacterium
en utilisant la plateforme GenBank. Les étapes générales que nous avons suivies sont les

suivantes :

e Nous avons commencé par accéder au site web de GenBank: https://www. ncbi. nim.

nih. gov/genbank/
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Fichier
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?

)NR_180413 1 Bifidobacterium tibiigranuli strain Dsv 108414 165 ribosomal RNA, :ouvle(e sequence
TTCTGGC TCAGGATGAACGL TGGL GGLGTGC TTAACACATGCAAGTCGAACGGGATCCATGGLGC T TGL GC

ol@ 8

>mu)29n9 1 sifidobauer!u- subtne strain £395 165 ribosomal RNA, parnal stquen<e

TTTCGATTC GCTT,
ACAGGYG&T(CAT“YCGTCGYCA“TCGYGTCGTGAGATG
>NR_040783.1 Bifidobacterium breve DSM 20213 = JCM 1192 165 ribosomal RNA, partial sequence

GCT T

TTCGATTCTGGC TCAGGATGAAC

GTTCACA

GGCGGCGTGL TTAACACATGCAAGTCGAACGGGATCCATC GGGC TTTGL TTGGTGGTGAGAGTGGC GAACGGGT!
GGTGGTGLATGGTCGTCGTCAGL TCGTGTCGTGAGATGTTGGGT TAAGTCCCGCAAC GAGL GLAACCCTCGLCCCGTGTTGLCAGCGGATTGTGCCGGGAACTCAC!

AACACAT

GAACH
GG«(WTTCMAWTGGTKATGGY(GTC OTCAGCTCGTGTCGTOAGATGTTGGGT TAAGTCCC G ARC GAGC GCARCCC TTGCC T TOTGTTOCCAGE GCGTCATGOCGOAAC TC GG,

TCCAGAGTGCTT

A G(GTGA(CW(T(\((C(AY“T((G“ATMKTC( TWGGGTGGTA
AAGGGACCGCCGGGGT TAAC TCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGATC.

GTGACCGACC TGCCCCATGL TCC

'GCAAGTCGAACGGGA
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGL GLAACCC TTGCC TTGTGTTGCCA(‘GCGYCAYG«W TCGCAAGGGACCGCCGGGGTTAAC CG&AWAGGYW‘GKGTCMAYCAYC ATG(CCC

GAGTAATGCGTGACCGACC TGCCCCATGCACCGGAATAGE TCC TGGAAMC GGGTGGTAATGCCGGATG
GGGGGACCGLCGGGGTTAACTC

‘GGGGATGACGTCAGATCATCATG

>NR_112779.1 Bifidobacterium catenulatum subsp. kashiwanohense JCM 15439 = DSM 21854 strafn HM2-2 165 ribosomal RNA, partial sequence
Al T T T T

TTCGATTCTGGC TCA

GGATGAACGE TGGCGGLGTGL TTAACACATGCAAGTCGAACGGGATCCCAGGAGE TTGC TCC TGGGTGAGAG]
GTTCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGL TCGTGTCGTGAGATGTTGGGT TAAGTCCCGLAAC GAGL GCAACCC TCGLCC TGTGTTGLCAGCACGTC

GAAC(Z;GTGASTAAT!ZGTGACCGA(U«C(( ATGCACCGGAATAGE TCCTGGAAAC GGGTOGTAATGLC GG

>NR_181803.1 Bifidobacterium santillanense strain 8271 165 ribosomal RNA, partial sequence

AGGGTTCGATTC TGGC TCAGGATGAACGC T

GGCGTGC TTAACACATGCAAGTC GAACGGGATCCAGGCAGE TTGC TGTC TGGTGAGAG]

AGATCATCATG

TGGCGAAC GGGTGAGTAATGC GTGACCGACC TGCCCCGTACATCGGAATAGE TCC TGGAAACGGGTGGTAATGCCGG

GGL!
TTCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGL TCGTGTCGTGAGATGTTGGGT TAAGTCCCGCAACGAGL GCAACCC TCGLCCCGTGTTGCCAGCATGTAATGATGGGAAC TCAC GGGGGACC GCCGGGGTTAAC TCGGAGGAAGGTGGGGATGAC GTCAGATCATCATGC

>NR_029137.1 Bifidobacterium pullorum subsp. saeculare strain RA161 16S r\bosoma'l RNA, partial sequence
GTTTCGATTCTGGC TCAGGATY GAAC GT¢
Ao BT AT G O CA G TE TG T GAT O TGO T TN TG BN CAGE AN TE O LG T T OO AG e GO AT GO GO TOAC GOOACC GEC GOGeT TAACCCGOAGOAA GO GOGOATOAC CTCAGATEATCAT ECC

GTGCTT

AACACATGCAAGTC GAAC GGGATCCC TGGCGL TTGLGC

>NR_036856.1 Bifidobacterium pullorum strain 6 145 165 ribosomal RNA, parual Sequence

GAGTTTGATCATGGL TCAGGATGAACGL TGGLGGLGTGL TT)

AACACATGCAAGTCGAAC

GACCAACC TGCCCCATGCACCGGAATAGE TCCTGGAAAC GGGTGGTAATGCCGGAT

AACCTGCCCCATGCACCGGAATAGE TCC TGGAAAC GGG TGGTAATGLCGGA

GAACH
CACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGE Tc61’67:Gfmurcﬂccﬁﬂuc‘rc::«AM:W«mccrc«cccomrrr.ccmcc.cmcnoﬁcm fcAcWc«cmﬂmccWm:mrmr.‘rcmrcucu«x:

>NR_181805.1 Bifidobacterium miconisargentati strain 82725 16S ribosomal RNA, partial sequence

AGGGTTCGATTCTGGL TCAGGATGAACGC TGGCGGCGTGC TTAACACATGCAAGTC GAAC GGGATCC GGCCAGE TTGC TGGTTGGTGAGAGT GGC GAAC GGGTGAGTAATGC GTGACC GACC TGCCCCATGL TCCGGAATAGC TCCTGGAAAC!
'GGGTT) ‘GGGAAC TCAC GGGGGACCGL! GGAGGAAGGTGGGGAT!

GCT G
TCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGE TCGTGTCGTGAGATGTT
>NR_181799.1 Bifidobacterium colobi strain 8074 165 ribosomal RNA, partial sequence

AAGTCCCGLAACGAGCGCAACCCTCGLCCCGTGTTGCCAGCATGT TAGGAT!

AGGGTTCGATTCTGGC TCAGGATGAACGL TGGLGGL GTGL TTAACACATGLAAGTCGAACGGGATCCACCAGCTTGL

GAAC!
CACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGC TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAL GAGL GLAACCC TCGLCCCGTGTTGCCAGCATGTAATGATGGGAAC TCACGGGGGACC GLCGGGGTTAAC TC!
>NR_043437.1 Bifidobacterium longum subsp. infantis strain ATCC 15697 165 ribosomal RNA, partial sequence

TTTGATCATGGC TCAGGATGAAC GC TGGCGGLGTGC TTAACACATGCAAGTC GAACGGGATCCATCGGGCTTTGCT
CLGGTWG(AYGGTCGT(GT(AG(Y(GTGTCGYGAGATGTTGGGTTMGT(C(f.CAMZGA(KGCAK((T(('-C(C(GTGW(((A“(&AWGYGC(WY(ACWCGC

>NR_036855.1 Bifidobacterium pullorum subsp. gallinarum strain ch206-5 165 ribosomal RNA, partial sequence

GGTAATGC

GGGT CGG
CGGGGTTAACTC GACGTCAGATCATCATGCC

GTGACCGACCTGCCCCATOL TCCGGAATAGL TCC TGGAAAC GGG TGGTAATGCC GGAT
GGAGGAAGGT!

'GGGGATGACGTCAGATCATCATGCCC

GTGACCGACCTGLCCCATACACCGGAATAGE TCCTGGAAMC GGGTGGTAATGCCGGATG
GGGGTTAACTCGGAGGAAGGT GGGGATGACGTCAGATCATCATGCCCCT

CGATTCTGGC TCAGGATGAAC GC TGGC GGE GTGL TTAACACATGCAAGTCGAAC GGGATCCC TGGCG( TYG:GCCGGWTGAWTGG(GAA(thGAGYMTGcGTGA(cAACCYGCC(C ATGCACCGGAATAGE TCC TGGARAC GGG TGGTAATGCC GGATGC TC

TGGTGCATGGTCGTCGTCAGE TCGTGTCGTGAGATGTTGGGT TAAGTCCCGCAACGAGLGLAACCC

>NR_174313.1 Bifidobacterium cebidarum strain CCUG 73785 165 ribosomal RNA, partial sequence

AGGGTTCGATTCTGGC TCAGGATGAAC GLTGGC GGCGTGL TTAACACATGCAAGTC GAAC GGGATCCGGAGTGL TTGCACTCC!

«

m

AGATCATCATGCCCCTTACG

GTGACCGACCTGCCCCATGL TCCGGAATAGC TCCTGGAAACGGGTGGTAATGLCGG ~
'

Figure 06. Fichier format Fasta.
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Nous avons ajouté un groupe externe (out-group) aux Séquences gue Nous avons

télechargées.

Afin de créer une racine pour l'arbre phylogénétique, nous avons inclus un groupe
externe (out-group) dans les séquences que nous avons téléchargées. Pour bien choisir le
groupe externe, il doit étre lié de maniere étroite au groupe étudié, mais moins lié que les
relations entre les espéces étudiées. Ceci est crucial pour comprendre comment les
caracteéristiques ont évolué le long de l'arbre phylogénétique (Horiike, 2016). Dans cette

étude, Gardnerella swidsinskii a été sélectionné comme groupe externe.
1.2. BLASTNn

Basic local Alignment Search Tool permis d’identifie des régions de similarité locale
entre séquences nucléotidiques ou protéiques est 1’un des outils les plus fréquemment utilisés

pour comparer les séquences et calcule la significativité des resultats (Newell et al., 2013).

Nous avons utilisé BLASTN, disponible dans le lien: https://blast. ncbi. nlm. nih. gov/

pour comparer les séquences et effectuer une sélection.
Nous avons suivi les étapes suivantes :
e Nous avons saisi le numero d’accession (NR. 181805).
e Nous avons entre le fichier des séquences.

e Nous avons choisi ’organisme Bifidobacterium (taxid :1678) comme filtre, pour

restreindre la recherche aux séquences de cet organisme spécifiques.
e Nous avons Choisi (Sequences hautement similaires (mégablaste).

e Nous avons Clique sur le signe plus (+) a cote de Paramétres d’algorithme pour
développer la liste des parametres, et avons sélectionné un maximum de 500

séquences.

e Nous avons filtré les séquences en fonction de leur taille et de la couverture par

rapport a la requéte (Query-cover).
e Nous avons télécharge 105 Séquences au format Fasta.

Iy a 87 especes différentes parmi les 105 séquences téléchargées sont présentées dans

le tableau suivant :
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Tableau 02. Nombre de séquences téléchargées par especes.

Z
o

Espéces Nombre des séquences
1. B. pluvialisilvae 1
2. B. catulorum 1
3. B. saimiriisciurei 1
4, B. callimiconis 1
5. B. tissier 1
6. B. bifidum 5
7. B. avesani 1
8. B. vespertilionis 1
9. B. samirii 1
10. B. thermophilum 1
11. B. porcinum 1
12. B. thermacidophilum 1
13. B. apri 1
14. B. boum 1
15. B. tsurumiense 1
16. B. miconis 1
17. B. scardovii 1
18. B. ramosum 1
19. B. goeldii 1
20. B. biavatii 1
21. B. amazonense 1
22. B. simiiventris 1
23. B. callitrichos 1
24, B. rousetti 1
25. B. santillanense 1
26. B. pongonis 1
217. B. merycicum 1
28. B. angulatum 1
29. B. pseudocatenulatum 1
30. B. catenulatum 1
31. B. moukalabense 1
32. B. adolescentis 3
33. B. ruminantium 1
34, B. faecal 1
35. B. dentium 1
36. B. catenulatum 1
37. B. myosotis 1
38. B. reuteri 1
39. B. oedipodis 1
40. B. leontopitheci 1
41, B. hapali 1
42. B. aerophilum 1
43. B. platyrrhinorum 1
44, B. saguinibicoloris 1
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45, B. stellenboschense 1
46. B. aesculapii 1
47. B. animalis 3
48. B. canis 1
49, B. castoris 1
50. B. choerinum 1
51. B. pseudolongum 2
52. B. choloepi 1
53. B. gallicum 1
54, B. dolichotidis 1
55. B. cuniculi 1
56. B. magnum 1
57. B. pullorum 3
58. B. phasiani 1
59. B. longum 5
60. B. breve 1
61. B. colobi 1
62. B. cebidarum 1
63. B. saguini 1
64. B. miconisargentati 1
65. B. callitrichidarum 1
66. B. eulemuris 1
67. B. lemurum 1
68. B. commune 1
69. B. bohemicum 1
70. B. bombi 1
71. B. mizhiense 1
72. B. asteroides 1
73. B. choladohabitans 1
74. B. apousia 1
75. B. polysaccharolyticum 1
76. B. coryneforme 2
77. B. indicum 1
78. B. xylocopae 2
79. B. actinocoloniiforme 1
80. B. minimum 1
81. B. psychraerophilum 1
82. B. crudilactis 1
83. B. aquikefiri 1
84. B. mongoliense 1
85. B. tibiigranuli 1
86. B. subtile 1
87. Gardenerella swidsinskii 1
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1.3. Marqueurs ARNr 16S

L'ARNr 16S (ARN ribosomique 16S) est une molécule d’ARN (acide ribonucléique)
qui fait partie de la sous-unité ribosomique 30S des ribosomes, des complexes cellulaires
responsables de la traduction de I’information génétique contentenue dans I’ARN messager
en protéines.Il est codé par le géne ARNr est le géne ARNr 16S, présent dans 1’ensemble des
espéces bactériennes en un nombre variable de copies il est composé d’environ 1500
nucléotides et est constitué de sept régions conservées et de neuf régions hypervariables, et
donc souvent utilisée comme marqueur moléculaire pour étudier la diversité et la phylogénie

des bactéries (Renvoisé, 2012).

L'utilisation de I'ARNr 16S comme marqueur présente des inconvénients, notamment
la difficulté de différencier les espéces tres proches. Malgré cela I'ARNr 16S est largement
utilisé en biologie moléculaire et en taxonomie microbienne en raison de sa conservation et de
sa présence universelle. Grace a la séquencage et a la comparaison des séquences d’ARNr 16S
de différentes espéces, il est possible de déterminer leurs relations phylogénétiques et de
reconstruire des arbres évolutifs. Cette technique, connue sous le nom de phylogénie
moléculaire, permet d'identifier et de classer les organismes, y compris les bactéries, en

fonction de leur similarité génétique (Lee, 2006).

Dans cette étude, nous avons recherché de Bifidobacterium en utilisant des séquences

d’ARNr 16S comme marqueurs.
1.4. Alignement multiple des séquences

L’alignement multiple des séquences est une étape essentielle en construction
phylogénétique, peut étre effectué a l'aide de divers logiciels bioinformatiques, tels que,
Bioedit, Clustal Omega, MUSCLE ou Mega, Dans notre étude l'alignement des séquences
nucléotidiques a été réalisé en utilisant l'algorithme MUSCLE intégré au logiciel MEGA
version 11. Le logiciel MEGA version 11 est disponible en téléchargement sur le lien suivant:

www. megasoftware. net.

L’objectif de I’alignement multiple des séquences est de comparer deux ou plusieurs
séquences biologiques (ADN, ARN, protéines) afin d’identifier les régions similaires et les
régions différentes entre ces séquences. De plus 1’alignement multiple peut étre appliqué a la
prédiction de la structure tridimensionnelle des protéines, a ’identification de mutations ou de
variations génétiques, ainsi qu’a la construction d’arbre phylogénétiques (Diniz et Canduri,
2017).

21


http://www.megasoftware.net/

Chapitre 04 Meéthodologie

AUGN

Pour effectuer I’alignement nous avons suivi les étapes suivantes :
Nous avons teléchargé la derniére version de logiciel MEGA.

Le fichier des séquences (format Fasta) est importé dans le MEGA.
En cliquant sur I’icone (Align) puis (Edit / Build Alignement).

Nous avons sélectionné (Create New Alignement) et cliqué sur OK, une boite de
dialogue apparaitra demendant (Are you building a DNA or protein sequence
alignment ?) nous avons cliqué sur le bouton (DNA).

Dans le menu principal de ’explorateur d’alignement, nous avons sélectionné (Data /

open / Retrieve sequences from file).

Nous avons appuyé sur (Edit) puis (Select All) sélectionner tous les sites pour chaque
séquence de I’ensemble de données.

Nous avons cliqué sur (MUSCLE), un petit menu a apparu, et choisi ’option (align
DNA).

Selon le nombre de séquences impliquées et la méthode choisie, ’alignement peut
prendre de quelques secondes a quelques heures.

Une fois I’alignement terminé nous avons enregistré notre nouveau fichier (format
FASTA).

Analysis  Help

1/ L

un

RECENT PUBLICATIONS

> > . )
Qo b U i 5 o, ot i 9) o]
W’ N N N N N N N NS\ N
DATA MODELS  DISTANCE  DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS SELECTION  RATES CLOCKs  DIsEASE
M11: Alignment Explorer - o X
Data  Edit  Search  Alignment  Web  Sequencer  Displyy  Help

-~
feBSEmBrelrl «0O0OXBExa/+aar 238
DNA Sequences Transiated Protein Sequences

Species/Abbry

1. NR_180418.1 Befidobacterium tbagranul
2. NR_029139.1 Bufisobacterium subtie
3. NR_040783 1 Bficobacterium breve

DATAMONKEY

4. NR_112779.1 Beidobacterium catenuistum
5. NR_181803.1 Beidobacterium santianense
6. NR_029137.1 Bidobacterium pulorum

7. NR_036856.1 B4idobacterium pulorum

8 NR_181805.1 Bfcdobacterium mconsargent
9. NR_181799.1 Bidobacterium colobi

10. NR_043437.1 Bifidobacterium bagum

11, NR_036855.1 Bifidobacterium pulorum |G
12. NR_174313.1 Bifidobactertum cebidarum
13.NR_180396. 1 Bifidobcterium goeish

14. NR_180965.1 Bifidobacterim c
15, NR_104872 1 Bifidobacterium bombt

4000
oo

cc!

[0 O
(0 O]

G
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16, NR_041685.1 Bifidobacterium mongolense
17, NR_180397.1 Bifidobacterium samei

18. NR_180966.1 Bifidobacterkum plstyrrhino
19. NR_074302.2 Bifidobacterium adolescents

<

C c c! c cl ! c c!
. = .
Saes |1 < @with Ow/ogaps Selected genetic code: Standard
T » [ (S () Y (2] 7o)

Figure 07. Interface de logiciel MEGA 11 pour I’alignement multiple des séquences.
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1.5. Nettoyage des séquences

L’alignement multiple des séquences est souvent incomplet ou trés divergent, ce qui
peut conduire & un mauvais alignement et a des lacunes importantes. Cela ralentit les calculs
et peut avoir un impact sur les conclusions sans étre biologiquement pertinent. Le nettoyage
de l'alignement en supprimant les problemes courants tels que les lacunes, les séquences
divergentes, les insertions et les suppressions importantes et les extrémités de séquences mal

alignées, peut améliorer considérablement les analyses (Tumescheit et al., 2021).

Il existe des méthodes et plusieurs logiciels et plateformes en ligne qui permettent de
nettoyer les séquences mal a alignées, tels que (BioEdit, BMGE, Gblocks, MEGA, MAFFT
...). Dans notre étude, le résultat d’alignement a été nettoyé manuellement a I’aide de logiciel
MEGA.

1.6. Construction de I’arbre phylogénétique

Nous avons utilisé la plateforme NG-Phylogeny, disponible a l'adresse suivante:

https://ngphylogeny. fr/ , pour construire notre arbre phylogenétique. Apres avoir accéde a la

plateforme NG-Phylogeny, nous avons suivi les étapes suivantes :

e Une fois connectés a la plateforme de NG-phylogeny nous avons été dirigés vers

I’interface utilisateur.
e Nous avons cliqué sur I’option phylogeny analysis dans la barre de menu.

e Un petit menu contextuel est apparu, offrant différentes options, nous avons

sélectionné I’option a la carte.

e La fenétre qui est apparue a I’écran présente les quatre étapes de construction de
I’arbre:  (Multiple Alignment, Alignment Curation, Tree Inference, Tree
Rendering) chaque étape comprend des sous menus a partir desquels nous pouvons
choisir les logiciels que nous souhaitons utiliser. Nous avons déja effectué la premiére
et deuxiéme étape, qui consiste a aligner plusieurs séquences et nettoyer les séquences
nucléiques, et nous avons choisi la méthode MrBayes. Ensuit nous avons appuyé sur

le bouton Create Workflow pour lancer la construction de I’arbre phylogénétique.
1.6.1. MrBayes

L'inférence bayésienne présente plusieurs avantages par rapport a d'autres méthodes

d'inférence phylogénétique, notamment une interprétation facile des résultats, la possibilité
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d'incorporer des informations a priori (si de telles informations sont disponibles) et certains
avantages computationnels (Huelsenbeck et Ronquist, 2001).

1.6.2. Visualisation de ’arbre

Nous avons utilisé le logiciel iTOL pour visualiser I'arbre phylogénétique, qui est un
outil en ligne accessible depuis n'importe quel navigateur web moderne (https://itol. embl.
de/). iTOL offre une variété de fonctionnalités courantes pour la visualisation des arbres
phylogénétiques, et prend en charge plusieurs formats d'affichage, tels que racinés ou non
racinés, rectangulaires ou radiaux. Pour notre étude, nous avons utilisé iTOL pour visualiser
I'arbre phylogénétique et nous avons choisi de raciner manuellement I'arbre sur Gardnerella

swidsinskii, le groupe externe, et avons opté pour un format d'affichage rectangulaire.

NGPhylogeny.fr

# Home £ Phylogeny Analysis « = To = Wo zm,-zo © About ~ <JLogin
) A La Carte Using the workflow maker, customize your workflow by selecting the right tools
> Name
P
> Tools
@ i 2 s:u (5] (4] @Q
= —E =
Multiple Alignment Alignment Curation Tree Inference Tree Rendering
O MAFFT D BMGE FastME D Newick Display

INT

Figure 08. Interface de la plateforme NG-phylogeny.

1.7. Délimitation des espéces

Afin d'obtenir une connaissance approfondie de la diversité des especes de
Bifidobacterium et de permettre une classification précise et cohérente, nous avons employé
diverses approches et méthodes. Ces méthodes incluent l'utilisation d'approches basées sur les
arbres phylogénétiques ainsi que des approches intégratives qui combinent plusieurs types de

données. Dans notre étude, nous avons appliqué quatre méthodes de délimitation. Parmi ces
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méthodes, deux sont basées sur la distance génétique (ASAP et ABGD) et deux sont basées

sur I’arbre phylogenétique (bPTP et, mPTP).

1.7.1. ASAP (Assemble Species by Automatic Partitioning)

Nous avons accédé a la plateforme en utilisant le lien suivant https://bicinfo. mnhn.

fr/abi/public/asap/asapweb. html

Nous avons téléchargé le fichier contenant les séquences alignées au format FASTA.
Nous avons laissé les parametres par défaut et cliqué sur le bouton GO pour démarrer le
processus de délimitation, la durée peut varier en fonction de la taille des séquences et des

parametres sélectionnés.

ASAP web M2

Assemble Species by Automatic Partitioning

File can be either an already ALIGINED fasta file or a distance matrix (phylip dnadist and formats accepted). File name must only contain alphanumeric characters or

Figure 09. Interface de plateforme ASAP.

1.7.2. ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery)

ABGD a été traité sur la plateforme en utilisant le lien suivant: https://bioinfo. mnhn.
fr/abi/public/abgd/abgdweb. html

Nous avons utilisé le jeu de données d’alignement, fichier FASTA, comme fichier
d’entrée. Nous avons fixé le parametre x (relative Gap width) =0,15 et nous avons laisseé les

autres parametres par défaut puis cliqué sur le bouton GO.
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abgd web / \BG

**SAFARI USERS"" : we are experiencing some problems . Please use Chrome or Firefox

I an t or MEGA
Cholsir un fichier
IMPORTANT:H

See Thomas Sauvage GitHub page

Figure 10. Interface de plateforme ABGD.

1.7.3. mPTP (modele multi-rate Poisson Processes)

Nous avons accedé a la plateforme mPTP en utilisant le lien suivant: https://mptp. h-
its. org/#/tree

Une fenétre s’est ouverte, Ensuit, nous avons importé notre fichier contenant 1’arbre

phylogénétique au format ML. Apres avoir introduit notre fichier, Nous avons sélectionné

L’Outgroupe ou le exo-groupe: Gradnerrella swidsinskii, son code de GenBank est:
Nr. 171540). Ensuite, nous avons cliqué sur (model selection) pour démarrer le processus de
délimitation.
Tree upload and outgroup specification

Warning
Sofr —

Newick file upload

Drop newick file or click 1o
upload

Figure 11. Interface de plateforme mPTP.
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1.7.4. bPTP (Bayesian Poisson Tree Processes)

Nous avons accédeé a la plateforme en utilisant le lien suivant: https://species.h-its.org/

Ensuite, nous avons importé le fichier de I’arbre phylogénétique au format Bayésien. Nous
sélectionné I’option (Rooted) et saisi le nom du groupe externe Gradnerrella swidsinski.

De plus, nous avons ajouté notre adresse Gmail et cliqué sur le bouton (Submit).

bPTP web server

bPTP server: a Bayesian implementation of the PTP model for species delimitation

with PhyloMap for visualization

Please ciie’ A General Species Delimitation Method with A 1o Phylogenetic Placs Zhang. Jiajie. Kapll. B,
Pavlidis, P.. and Stamatakis. A, Bioinformatics (Oxford, Enalangli2013), 29 (22). 2869-2876

DbPTP is an updated version of the original PTP PTP search result is part of the bPTP
results), it adds Bayesian support (BS) values to delimited species on the input tree. Higher BS value on a node indicates all
descendants from this node are more likely to be from one species. Note this web server only aliows a single phylogenetic tree
as input - to run on multiple trees (from Bay analysis or please the bPTP and PTP standalone.

Free cluster nodes. 8 If you are not familiar with Bayesian analysis, please read this first.

Total cluster nodes. 10
2 The server will only accept Newick format or NEXUS format with no annotations on the tree.

Here is an example of Newick format and an example of NEXUS tormat.

1 1axa name should only contains letters, numbers, _ and - and should NOT be pure numbers. Any

Special note on taxa name: A
er characters, in particular space, S, #, 9

My phylogenetic input tree, if input file contains multiple trees, only the first tree will be used
Choisir un fichier | Aucun fichier choist
My tree is

¥ If unrooted, the tree will be rooted at the longest branch.

No. MCMC generations:

Figure 12. Interface de plateforme bPTP.
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Chapitre 05 Résultats et discussion

Ce chapitre expose les résultats exhaustifs obtenus a partir du téléchargement et de la
modification des sequences, de la création de l'arbre phylogénétique, ainsi que de la
délimitation des espéces.

Les résultats détaillent Il'identification et la caractérisation des différentes especes,
ainsi que leur positionnement dans Il'arbre phylogénétique selon les marqueurs moléculaires
analysés. Des analyses complémentaires ont également été effectuées pour évaluer leur
biodiversité et leur conservation. Ces résultats fournissent une base solide pour approfondir la
compréhension de la phylogénie et de I'évolution de ces espéces dans leur environnement

naturel.
1.1. Résultats et discussion

Genbank permet de rechercher et de télécharger plusieurs séquences génétiques de
Bifidobacterium provenant d'especes différentes. Dans notre étude, nous avons examiné 105
séquences d'’ARNr 16S provenant de 87 espéces de Bifidobacterium avec des longueurs allant
de 1228 a 1530 pb et chacune ayant un numéro d'accession associé. L'alignement multiple des
séquences est une étape essentielle pour comprendre les relations entre ces séquences et pour
comparer et analyser leurs similitudes et leurs différences.

;
Fle  Anshsis  Help

- . )
) (1) () (k) () () (&) (¢) (&) (n) (©) (+
ALIGN DATA MODELS DISTANCE DIVERSITY  PHYLOGENY USER TREE SELECTION BATES CLOCKS DISEASE
(& M11: Alignment Explorer (aligne fas) - o X
Dsta  Edt  Search  Agnment  Web  Sequencer  Display  Help

= I .
(S EmBrs ri «0xXBxg+sHanr Q232
DNA Sequences Translsted Protein Sequences
Spacies/AbbrY ERRNEEEEEE -
1. NR 180418.1 Bifiobacterum tbigranch ¢ c
2. NR 029139.1 Bifidobacterium subtie st
3. NR 040783.1 Bifidcbacterum breve DSU|
4. NR 1127791 Bifidobacterum
5. NR 181803.1 Bifidobacterium santlanent
6. NR 029137.1 Bifiiobacterum polorum
7.NR 036856.1 Bificobacterum puorum st
8. NR 181805.1 Bifisodacterum miconsarg)
9. NR 181799.1 Bifidobacterum colobi st
10 NR 174313.1 Bificobacterum
11, NR 043437 1 Bifidobacterum longum
12 NR 0368551 Bifidobacterum pulorum

11 Lig

2

13, NR 180396, Bifidobacterum goeiss str
14 NR 180965 1 Bifidobacterium saimik c
15. NR 104872 1 Bifidobacierum bombl €|
16. NR 041685.1 Bifcobacterum mon .
17. NR 180397.1 Bificobacterum samiri sir <
18. NR 180966.1 Bifidcbacterum platyrriiny CACC
19. NR 0748022 Bifidobacterum ©

<

Skee |1 El @win Owogeps Selected genetic code: Standsrd

Figure 13. Affichage d’alignement multiple des séquences de Bifidobacterium par le logiciel
MEGA
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Pour examiner de maniére approfondie les relations évolutives entre les différentes
espéces de genre Bifidobacterium, un arbre phylogénétique basé sur ’ARNr 16S a été
construit a partir de 105 séquences de Bifidobacterium, comprenant 87 espéces différentes.
Dans notre cas, I’arbre phylogénétique est représenté par la méthode de MrBayes.
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NR-036857-1-B-ruminantium
NR-118589-1-B-adolescentis
NR-116746-1-B-adolescentis
NR-133982-1-B-faecale
NR-037115-2-B-dentium
NR-112779-1-B-catenulatum
NR-147760-1-B-myosotis
ade7] NR-113313-1-B-reuteri
NR-180954-1-B-oedipodis

NR-147762-1-B-hapali
NR-137394-1-B-aerophilum
NR-180966-1-B-platyrrhinorum
NR-181798-1-B-saguinibicoloris
NR-113174-1-B-stellenboschense
NR-133981-1-B-aesculapii
NR-043438-1-B-animalis
NR-119007-1-B-animalis
NR-040867-1-B-animalis
NR-174235-1-B-canis
NR-180399-1-B-castoris
NR-037116-1-B-choerinum
NR-043442-2-B-pseudolongum
NR-043441-2-B-pseudolongum
NR-180777-1-B-choloepi
NR-037118-1-B-gallicum
NR-180395-1-B-dolichotidis
NR-104967-1-B-cuniculi
NR-115644-1-B-magnum
NR-029137-1-B-pullorum
NR-036855-1-B-pullorum
NR-036856-1-B-pullorum
NR-181796-1-B-phasiani
NR-117506-1-B-longum
MNR-044691 -2-B-longum
NR-044693-2-B-longum
NR-145535-1-B-longum
NR-043437-1-B-longum
NR-040783-1-B-breve
NR-181799-1-B-colobi
NR-174313-1-B-cebidarum
NR-113173-1-B-saguini
NR-181803-1-B-miconisargentati
NR-159261-1-B-callitrichidarum
NR-148784-1-B-eulemuris
NR-135862-1-B-lemurum

Clgde 2

NR-104872-1-B-bombi
NR-179386-1-B-mizhiense
NR-044154-1-B-asteroides
NR-181620-1-B-choladohabitans
NR-181622-1-B-apousia
NR-181621-1-B-polysaccharolyticum
NR-044690-2-B-coryneforme
NR-115978-1-B-coryneforme

NR-043439-1-B-indicum
NR-179997-1-B-xylocop
NR-179879-1-B-xylocopae
NR-108438-1-B-actinocoloniiforme

Clade 1

NR-044692-2-B-minimum
NR-029065-1-B-psychraerophilum
NR-115342-1-B-crudilactis
NR-148810-1-B-aquikefiri
NR-041686-1-B-mongoliense
NR-180418-1-B-tibiigranuli
NR-029139-1-B-subtile
NR-171540-1-Gardnerella-swidsinskii

B
8

g

Figure 14. Résultats de l'analyse de délimitation des espéces de Bifidobacterium sur I'arbre

phylogénétique par inférence Bayésienne. Les barres de couleur a droite de chaque clade
correspondent aux résultats des analyses de délimitation des espéces basées sur: ASAP et

ABGD, bPTP et mPTP.
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Il est possible de distinguer neuf clades principaux dans I'arbre bayésien :

Le résultat de l'inférence bayésienne phylogénétique a permis d'obtenir un arbre qui

comporte neuf clades principaux.

Le Clade 1 se subdivise en deux sous-clades: le premier inclut deux especes,
B. subtile et B. tibiigranuli, tandis que le deuxiéme regroupe quatre espéces, B. mongoliense,
B. aquikefiri, B. crudilactis, et B. psychraerophilum.

Le Clade 2 se divise également en deux sous-clades: le premier sous-clade est
constitué d'une seule espece, B. minimum, tandis que le deuxiéme sous-clade comprend
plusieurs subdivisions ou branches supplémentaires, a savoir B. actinocoloniiforme,
B. xylocopae, B. xylocopae, B. indicum, B. coryneforme, B. coryneforme,
B. polysaccharolyticum, B. apousia, B. choladohabitans, B. asteroides, et B. mizhiense.

Le Clade 3 est également subdivisé en deux sous-clades: le premier sous-clade ne
comprend qu'une seule espéce, B. bombi, tandis que le deuxieme sous-clade contient deux

especes, B. bohemicum et B. commune.

Le Clade 4 est subdivisé en deux sous-clades: le premier contient deux espéces,
B. lemurum et B. eulemuris, tandis que le deuxiéme sous-clade comprend onze espéces, a
savoir B. callitrichidarum, B. miconisargentati, B. saguini, B. cebidarum, B. colobi et

plusieurs occurrences de B. longum.

Le Clade 5 est subdivisé en deux sous clade: le premier sous clade comprend une seule
espece, B. phasiani, tandis que le deuxieme sous clade comprend trois espéces,

B. pullorum, B. pullorum, B. pullorum.

Le Clade 6 se subdivise en deux sous clade: le premier sous clade comprend quatre
especes, B. magnum, B. cuniculi, B. dolichotidis, B. gallicum, tandis que le deuxiéme sous
clade comprend neuf especes, B. choloepi, B. pseudolongum, B. pseudolongum, B. choerinum,

B. castoris, B. canis, B. animalis, B. animalis, B. animalis.

Le Clade 7 est le plus grand parmi les autres clades et se divise en deux sous clade
distincts: le premier sous clade comprend autre branche supplémentaire, B. aesculapii,
B. stellenboschense, B. saguinibicoloris, B. platyrrhinorum, B. aerophilum, B. hapali,
B. leontopitheci, B. oedipodis, B. reuteri, B. myosotis, tandis que le deuxieme sous clade
comprend autre branche supplémentaire: B. catenulatum, B. dentium, B. faecal,

B. adolescentis, B. adolescentis, B. ruminantium, B. adolescentis, B. moukalabense,
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B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. angulatum, B. merycicum, B. pongonis,

B. santillanense, B. rousetti, B. callitrichos.

La Clade 8 se subdivise en deux sous clade: le premier sous clade comprend une seule
espece: B. simiiventris, tandis que le deuxiéme sous clade comprend six especes:

B. amazonense, B. biavatii, B. goeldii, B. ramosum, B. scardovii, B. miconis.

Enfin, le clade 9 est subdivisé en quatre sous clade: le premier sous clade comprend
sept especes: B. tsurumiense, B. boum, B. apri, B. thermoacidophile, B. porcinum, B.
thermophilum, B. thermophilum, le deuxiéme sous clade comprend trois espéces: B. samirii,
B. vespertilions, B. avesanii, le troisieme sous clade comprend cing espéces: B. bifidum, B.
bifidum, B. bifidum, B. bifidum, B. bifidum, le quatriéme sous clade comprend cing especes:

B. tissier, B. callimiconis, B. saimiriisciurei, B. catulorum, B. pluvialisilvae.

La Figure 14 montre les resultats de chaque méthode de délimitation des especes,
représentes par des barres aux extrémités de l'arbre phylogénétique. Les identifications
morphologiques ont été comparées aux résultats de la délimitation moléculaire

phylogénétique des espéces.
Les résultats de délimitation des espéces ont montreé :
» 75 mOTU par la méthode ABGD.
» 77 mOTU par la méthode ASAP.
» 79 mOTU par la méthode bPTP.
» 11 mOTU par la méthode mPTP.
Les résultats de la délimitation des especes ont montré :

Les trois méthodes de délimitation des especes utilisées (ASAP, ABGD, bPTP) ont
généralement abouti aux mémes résultats que les identifications morphologiques, bien qu'il y

ait eu des exceptions.

Pour les espéces B. thermophilum NR104968 et B. porcinum NR025672 du neuviéme
clade, les méthodes ASAP et ABGD ont considéré les deux espéces comme une seule, mais
ont identifié B. thermophilum NR104968 et B. thermophilum NR118774 comme distinctes.
Cependant, la méthode bPTP a séparé les trois espéces. Cela suggére que B. thermophilum

NR104968 est une espéce a part entiere distincte des autres.
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Dans le septiéme clade, la méthode bPTP a différencié les deux especes B. callitrichos
NR113172 et B. rousetti NR164634, tandis que les méthodes ABGD et ASAP les ont

regroupées en une seule espéce, conformément aux identifications morphologiques.

Pour le quatrieme clade, les méthodes ABGD et ASAP ont séparé les deux espéces
B. colobi NR181799 et B. cebidarum NR174313, ce qui correspond aux identifications

morphologiques. Cependant, la méthode bPTP les a regroupées.

Dans le deuxiéme clade, les méthodes ABGD et ASAP ont regroupé cing especes en
une seule: B. mizhiense NR179386, B. asteroides NR044154, B. choladohabitans NR181620,
B. apousia NR181622, B. polysaccharolyticum NR181621 en une seule entité taxonomique
(mOTU), tandis que la méthode bPTP a identifié trois espéces distinctes. Il est possible que

les trois especes soient en réalité le méme groupe.

Dans le méme clade, les méthodes ABGD et bPTP ont regroupé trois espéeces,
B. coryneforme NR044690, B. coryneforme NR115978, et B. indicum NR043439, tandis que
la méthode ASAP a separé B. indicum NR043439.

Dans le premier clade, les méthodes ASAP et ABGD ont regroupé deux especes
B. psychraerophilum NR029065 et B. crudilactis NR115342, tandis que la méthode bPTP les

a separeées, ce qui correspond a I'identification morphologique.
La méthode mPTP a identifié 11 especes distinctes

Tableau 03. Résultat de multi-rate Poisson Tree Processes-mPTP.

N° Espéece

NR-044692-2-Bifidobacterium-minimum
NR-181620-1-Bifidobacterium-choladohabitans
NR-181622-1-Bifidobacterium-apousia
NR-181621-1-Bifidobacterium-polysaccharolyticum
MOTU-1 | NR-044154-1-Bifidobacterium-asteroides
NR-179386-1-Bifidobacterium-mizhiense
NR-108438-1-Bifidobacterium-actinocoloniiforme

NR-179879-1-Bifidobacterium-xylocopae
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NR-179997-1-Bifidobacterium-xylocopae
NR-043439-1-Bifidobacterium-indicum
NR-115978-1-Bifidobacterium-coryneforme

NR-044690-2-Bifidobacterium-coryneforme

MOTU-2

NR-164635-1-Bifidobacterium-vespertilionis
NR-137395-1-Bifidobacterium-avesanii
NR-180397-1-Bifidobacterium-samirii
NR-147761-1-Bifidobacterium-tissieri
NR-180398-1-Bifidobacterium-callimiconis
NR-180965-1-Bifidobacterium-saimiriisciurei
NR-181804-1-Bifidobacterium-pluvialisilvae
NR-159324-1-Bifidobacterium-catulorum
NR-118793-1-Bifidobacterium-bifidum
NR-044771-1-Bifidobacterium-bifidum
NR-117505-1-Bifidobacterium-bifidum
NR-113873-1-Bifidobacterium-bifidum
NR-117764-1-Bifidobacterium-bifidum
NR-113313-1-Bifidobacterium-reuteri
NR-041348-1-Bifidobacterium-tsurumiense
NR-036854-2-Bifidobacterium-boum

NR-157614-1-Bifidobacterium-apri

NR-037049-1-Bifidobacterium-thermacidophilum

NR-025672-1-Bifidobacterium-porcinum
NR-118774-1-Bifidobacterium-thermophilum

NR-104968-1-Bifidobacterium-thermophilum
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MOTU-3

NR-112779-1-Bifidobacterium-catenulatum
NR-037115-2-Bifidobacterium-dentium
NR-133982-1-Bifidobacterium-faecale
NR-036857-1-Bifidobacterium-ruminantium
NR-074802-2-Bifidobacterium-adolescentis
NR-118589-1-Bifidobacterium-adolescentis
NR-116746-1-Bifidobacterium-adolescentis
NR-036853-1-Bifidobacterium-angulatum
NR-181797-1-Bifidobacterium-pongonis
NR-115643-1-Bifidobacterium-merycicum
NR-181803-1-Bifidobacterium-santillanense
NR-113172-1-Bifidobacterium-callitrichos
NR-164634-1-Bifidobacterium-rousetti
NR-114397-1-Bifidobacterium-moukalabense
NR-037117-1-Bifidobacterium-pseudocatenulatum

NR-041875-1-Bifidobacterium-catenulatum

MOTU-4

NR-133981-1-Bifidobacterium-aesculapii
NR-113174-1-Bifidobacterium-stellenboschense
NR-180966-1-Bifidobacterium-platyrrhinorum
NR-147760-1-Bifidobacterium-myosotis
NR-181798-1-Bifidobacterium-saguinibicoloris
NR-025452-1-Bifidobacterium-scardovii
NR-137396-1-Bifidobacterium-ramosum

NR-181802-1-Bifidobacterium-amazonense
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NR-181800-1-Bifidobacterium-simiiventris
NR-180396-1-Bifidobacterium-goeldii
NR-181801-1-Bifidobacterium-miconis
NR-113175-1-Bifidobacterium-biavatii
NR-137394-1-Bifidobacterium-aerophilum
NR-174314-1-Bifidobacterium-leontopitheci

NR-147762-1-Bifidobacterium-hapali

MOTU-5

NR-180777-1-Bifidobacterium-choloepi
NR-115644-1-Bifidobacterium-magnum
NR-104967-1-Bifidobacterium-cuniculi
NR-180395-1-Bifidobacterium-dolichotidis
NR-037118-1-Bifidobacterium-gallicum
NR-043441-2-Bifidobacterium-pseudolongum
NR-043442-2-Bifidobacterium-pseudolongum
NR-174235-1-Bifidobacterium-canis
NR-040867-1-Bifidobacterium-animalis
NR-043438-1-Bifidobacterium-animalis
NR-119007-1-Bifidobacterium-animalis
NR-037116-1-Bifidobacterium-choerinum

NR-180399-1-Bifidobacterium-castoris

MOTU-6

NR-040783-1-Bifidobacterium-breve

MOTU-7

NR-043437-1-Bifidobacterium-longum
NR-145535-1-Bifidobacterium-longum
NR-044693-2-Bifidobacterium-longum
NR-117506-1-Bifidobacterium-longum

NR-044691-2-Bifidobacterium-longum
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MOTU-8

NR-174313-1-Bifidobacterium-cebidarum
NR-181799-1-Bifidobacterium-colobi
NR-113173-1-Bifidobacterium-saguini
NR-159261-1-Bifidobacterium-callitrichidarum

NR-181805-1-Bifidobacterium-miconisargentati

MOTU-9

NR-148784-1-Bifidobacterium-eulemuris

NR-135862-1-Bifidobacterium-lemurum

MOTU-10

NR-181796-1-Bifidobacterium-phasiani

NR-180954-1-Bifidobacterium-oedipodis
NR-036856-1-Bifidobacterium-pullorum
NR-036855-1-Bifidobacterium-pullorum

NR-029137-1-Bifidobacterium-pullorum

MOTU-11

NR-104872-1-Bifidobacterium-bombi

NR-108439-1-Bifidobacterium-bohemicum
NR-136422-1-Bifidobacterium-commune
NR-041686-1-Bifidobacterium-mongoliense
NR-148810-1-Bifidobacterium-aquikefiri
NR-115342-1-Bifidobacterium-crudilactis
NR-029065-1-Bifidobacterium-psychraerophilum
NR-029139-1-Bifidobacterium-subtile

NR-180418-1-Bifidobacterium-tibiigranuli

D'apres les résultats que nous avons obtenus, nous concluons que la délimitation des

especes par ces quatre méthodes nous aide a comprendre la diversité des especes présentes

dans larbre phylogénétique en identifiant les groupes qui représentent des entités
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taxonomiques distinctes. De plus, la méthode bPTP a donné les meilleurs résultats par rapport

aux autres méthodes.

Cette classification des neuf clades principaux permet de regrouper des especes qui
partagent des probablement des caractéristiques communes en fonction de leurs relations
évolutives. Cette analyse phylogénétique bayésienne peut donc aider a mieux comprendre la

diversité et les relations entre différentes especes de Bifidobacterium.

Il convient toutefois de noter que cette classification est basée sur plusieurs critéres et
hypothéses qui peuvent étre remises en question ou affinées par d'autres méthodes d'analyse
ou des données complémentaires. De plus, la diversité réelle de Bifidobacterium peut étre
encore plus complexe, avec des variations intra-especes et des relations évolutives plus
nuancees. Néanmoins, cette analyse bayésienne fournit un premier apercu intéressant de la

diversité de Bifidobacterium.

Dans l'ensemble, cette classification des neuf clades principaux fournit une premiere
étape importante pour mieux comprendre la diversité des especes de Bifidobacterium et peut
faciliter la recherche future sur cette importante bactérie de l'intestin humain et dautres

environnements.
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Notre étude visait a construire un arbre phylogénétique du genre Bifidobacterium en
utilisant des séquences disponibles sur Genbank. Nous avons utilisé le programme Blast pour
comparer les séquences et identifier des séquences similaires. Les séquences d'’ARNr 16S
alignées ont €té introduites dans la plate-forme NG-phylogeny, et la méthode de Bayes a été
utilisée pour construire l'arbre phylogénétique. Ensuite, nous avons utilisé les méthodes
ASAP, ABGD, bPTP et mPTP pour délimiter les especes.

Les méthodes ASAP, ABGD et bPTP ont donné des résultats presque similaires en ce
qui concerne la délimitation des espéces, tandis que la méthode mPTP a donné un résultat
différent. La méthode bPTP a été considérée comme la meilleure en raison de sa capacité a
identifier les caractéristiques morphologiques et a confirmer la distribution des espéces dans

I'arbre phylogénétique.

Les bactéries du genre Bifidobacterium sont essentielles pour la santé et la nutrition
humaine, et elles se trouvent dans diverses écologies telles que l'intestin humain et animal, le
sol, I'eau, les plantes et les produits fermentés. Cependant, l'obtention, l'alignement et la
préparation des séquences genétiques pour l'analyse phylogénétique peuvent étre difficiles
pour les débutants. Il est important de savoir ou trouver les données, comment les récupérer et
comment les formater correctement. De plus, une interprétation précise des résultats de l'arbre
phylogénétique est essentielle, ce qui peut impliquer la visualisation de I'arbre, I'identification

des relations évolutives et I'évaluation de la robustesse des branches.

Bien que notre €tude ait montré une cohérence dans les résultats des méthodes de
délimitation des espéces, il est important de noter que des résultats fiables ne peuvent pas
toujours étre garantis. De nombreuses études ont souligné que la plupart des approches de

délimitation des espéces moléculaires sont sujettes a divers biais (Carstens et al., 2013).
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Annexes 01: Résultat de multi-rate Poisson Tree Processes-mPTP

Command: . . /bin/mptp mptp --ml --multi --outgroup NR-171540-1-
Gardnerella-swidsinskii-strain —--outgroup crop --tree file
/uploads/9rquoefriOm83bs6iaogipnt22. newick -output file.

/uploads/9rquoefriOm83bs6iaogipnt22. 1

Number of edges greater than minimum branch length: 187 / 206Null-
model score: 532. 666076 Best score for multi coalescent rate:532. 666076

Number of delimited species: 11

Species 1:
NR-044692-2-Bifidobacterium-minimum
NR-181620-1-Bifidobacterium-choladohabitans
NR-181622-1-Bifidobacterium-apousia
NR-181621-1-Bifidobacterium-polysaccharolyticum
NR-044154-1-Bifidobacterium-asteroides
NR-179386-1-Bifidobacterium-mizhiense
NR-108438-1-Bifidobacterium-actinocoloniiforme
NR-179879-1-Bifidobacterium-xylocopae
NR-179997-1-Bifidobacterium-xylocopae
NR-043439-1-Bifidobacterium-indicum
NR-115978-1-Bifidobacterium-coryneforme

NR-044690-2-Bifidobacterium-coryneforme

NR-164635-1-Bifidobacterium-vespertilionis
NR-137395-1-Bifidobacterium-avesanii
NR-180397-1-Bifidobacterium-samirii
NR-147761-1-Bifidobacterium-tissieri
NR-180398-1-Bifidobacterium-callimiconis
NR-180965-1-Bifidobacterium-saimiriisciurei
NR-181804-1-Bifidobacterium-pluvialisilvae

NR-159324-1-Bifidobacterium-catulorum
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NR-118793-1-Bifidobacterium-bifidum
NR-044771-1-Bifidobacterium-bifidum
NR-117505-1-Bifidobacterium-bifidum
NR-113873-1-Bifidobacterium-bifidum
NR-117764-1-Bifidobacterium-bifidum
NR-113313-1-Bifidobacterium-reuteri
NR-041348-1-Bifidobacterium-tsurumiense
NR-036854-2-Bifidobacterium-boum
NR-157614-1-Bifidobacterium-apri
NR-037049-1-Bifidobacterium-thermacidophilum
NR-025672-1-Bifidobacterium-porcinum
NR-118774-1-Bifidobacterium-thermophilum

NR-104968-1-Bifidobacterium-thermophilum

NR-112779-1-Bifidobacterium-catenulatum
NR-037115-2-Bifidobacterium-dentium
NR-133982-1-Bifidobacterium-faecale
NR-036857-1-Bifidobacterium-ruminantium
NR-074802-2-Bifidobacterium-adolescentis
NR-118589-1-Bifidobacterium-adolescentis
NR-116746-1-Bifidobacterium-adolescentis
NR-036853-1-Bifidobacterium-angulatum
NR-181797-1-Bifidobacterium-pongonis
NR-115643-1-Bifidobacterium-merycicum
NR-181803-1-Bifidobacterium-santillanense
NR-113172-1-Bifidobacterium-callitrichos
NR-164634-1-Bifidobacterium-rousetti
NR-114397-1-Bifidobacterium-moukalabense

NR-037117-1-Bifidobacterium-pseudocatenulatum
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NR-041875-1-Bifidobacterium-catenulatum

NR-133981-1-Bifidobacterium-aesculapii
NR-113174-1-Bifidobacterium-stellenboschense
NR-180966-1-Bifidobacterium-platyrrhinorum
NR-147760-1-Bifidobacterium-myosotis
NR-181798-1-Bifidobacterium-saguinibicoloris
NR-025452-1-Bifidobacterium-scardovii
NR-137396-1-Bifidobacterium-ramosum
NR-181802-1-Bifidobacterium-amazonense
NR-181800-1-Bifidobacterium-simiiventris
NR-180396-1-Bifidobacterium-goeldii
NR-181801-1-Bifidobacterium-miconis
NR-113175-1-Bifidobacterium-biavatii
NR-137394-1-Bifidobacterium-aerophilum
NR-174314-1-Bifidobacterium-leontopitheci

NR-147762-1-Bifidobacterium-hapali

NR-180777-1-Bifidobacterium-choloepi
NR-115644-1-Bifidobacterium-magnum
NR-104967-1-Bifidobacterium-cuniculi
NR-180395-1-Bifidobacterium-dolichotidis
NR-037118-1-Bifidobacterium-gallicum
NR-043441-2-Bifidobacterium-pseudolongum
NR-043442-2-Bifidobacterium-pseudolongum
NR-174235-1-Bifidobacterium-canis
NR-040867-1-Bifidobacterium-animalis

NR-043438-1-Bifidobacterium—-animalis
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NR-119007-1-Bifidobacterium—animalis
NR-037116-1-Bifidobacterium-choerinum

NR-180399-1-Bifidobacterium-castoris

NR-040783-1-Bifidobacterium-breve

NR-043437-1-Bifidobacterium-longum
NR-145535-1-Bifidobacterium-longum
NR-044693-2-Bifidobacterium-longum
NR-117506-1-Bifidobacterium-longum

NR-044691-2-Bifidobacterium-longum

NR-174313-1-Bifidobacterium-cebidarum
NR-181799-1-Bifidobacterium-colobi
NR-113173-1-Bifidobacterium-saguini
NR-159261-1-Bifidobacterium-callitrichidarum

NR-181805-1-Bifidobacterium-miconisargentati

NR-148784-1-Bifidobacterium-eulemuris-strain

NR-135862-1-Bifidobacterium-lemurum

NR-181796-1-Bifidobacterium-phasiani
NR-180954-1-Bifidobacterium-oedipodis
NR-036856-1-Bifidobacterium-pullorum

NR-036855-1-Bifidobacterium-pullorum
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NR-029137-1-Bifidobacterium-pullorum

NR-104872-1-Bifidobacterium-bombi
NR-108439-1-Bifidobacterium-bohemicum
NR-136422-1-Bifidobacterium-commune
NR-041686-1-Bifidobacterium-mongoliense
NR-148810-1-Bifidobacterium-aquikefiri
NR-115342-1-Bifidobacterium-crudilactis
NR-029065-1-Bifidobacterium-psychraerophilum
NR-029139-1-Bifidobacterium-subtile

NR-180418-1-Bifidobacterium-tibiigranuli

Annexe 02: Résultat de Assemble Species by Automatic Partitioning-ASAP
Partition 1
asap-Score: NN
Proba: 1. 317365e-01

Nb subsets with recursion:77 (without recursion: 76)

Subset[ 1 ] n: 1 ;id: NR 180418. 1 Bifidobacterium tibiigranuli
Subset[ 2 ] n: 1 ;id: NR 029139. 1 Bifidobacterium subtile
Subset[ 3 ] n: 1 ;id: NR 040783. 1 Bifidobacterium breve

Subset[ 4 ] n: 1 ;id: NR 112779. 1 Bifidobacterium catenulatum
Subset[ 5 ] n: 1 ;id: NR 181803. 1 Bifidobacterium santillanense

Subset[ 6 ] n: 3 ;id: NR 029137. 1 Bifidobacterium pullorum NR 036855. 1
Bifidobacterium pullorum NR 036856. 1 Bifidobacterium pullorum

Subset[ 7 ] n: 2 ;id: NR 181805. 1 Bifidobacterium miconisargentati NR
159261. 1 Bifidobacterium callitrichidarum

Subset[ 8 ] n: 1 ;id: NR 181799. 1 Bifidobacterium colobi

Subset[ 9 ] n: 5 ;id: NR 043437. 1 Bifidobacterium longum NR 145535. 1
Bifidobacterium longum NR 044693. 2 Bifidobacterium longum NR 044691. 2
Bifidobacterium longum NR 117506. 1 Bifidobacterium longum
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Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [

Subset [

1 Bifidobacterium

Subset [
Subset [

Subset [
041875.

Subset [
Subset [
Subset [
Subset [

Subset [

1 Bifidobacterium

Subset [

1 Bifidobacterium

Subset [

1 Bifidobacterium

Subset [

Subset [

2 Bifidobacterium

Subset [

Subset [

Subset [

Subset [

Subset [

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

1 Bifidobacterium

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

]
]

]
]

]

]

]

]

]

]

]
]
]
]

]

n:

n:

n:

n:

n:

n:

n:

n:

n:

n:

2

1

1

2

2

2

2

5

2

1

;id: NR 174313. 1 Bifidobacterium
;id: NR 180396. 1 Bifidobacterium
;id: NR 180965. 1 Bifidobacterium
;id: NR 104872. 1 Bifidobacterium
;id: NR 041686. 1 Bifidobacterium
;id: NR 180397. 1 Bifidobacterium
;id: NR 180966. 1 Bifidobacterium
;id: NR 074802. 2 Bifidobacterium
ruminantium

;id: NR 181796. 1 Bifidobacterium
;id: NR 036853. 1 Bifidobacterium
;id: NR 037117. 1 Bifidobacterium

catenulatum

;id: NR 181804. 1 Bifidobacterium
;id: NR 180954. 1 Bifidobacterium
;id: NR 180398. 1 Bifidobacterium
;id: NR 043439. 1 Bifidobacterium
;id: NR 044690. 2 Bifidobacterium
coryneforme

;id: NR 118589. 1 Bifidobacterium
adolescentis

;id: NR 113172. 1 Bifidobacterium

rousetti

;id: NR 118793.
Bifidobacterium bifidum NR 117505.
Bifidobacterium bifidum NR 117764.

;id: NR 043442.

pseudolongum

;id: NR 147761.
;id: NR 181801.
;id: NR 159324.
;id: NR 181798.
;id: NR 037118.

cebidarum
goeldii
saimiriisciurei
bombi
mongoliense
samirii
platyrrhinorum

adolescentis NR 036857.

phasiani
angulatum

pseudocatenulatum NR

pluvialisilvae
oedipodis
callimiconis
indicum

coryneforme NR 115978.

adolescentis NR 116746.

callitrichos NR 164634.

1 Bifidobacterium bifidum NR 044771. 1
1 Bifidobacterium bifidum NR 113873. 1
1 Bifidobacterium bifidum

2 Bifidobacterium pseudolongum NR 043441.

Bifidobacterium

Bifidobacterium

Bifidobacterium

Bifidobacterium

Bifidobacterium

tissieri

miconis
catulorum
saguinibicoloris

gallicum
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Subset[ 35 ] n: 2 ;id: NR 179997. 1 Bifidobacterium xylocopae NR 179879. 1
Bifidobacterium xylocopae

Subset[ 36 ] n: 1 ;id: NR 037115. 2 Bifidobacterium dentium

Subset[ 37 ] n: 2 ;id: NR 025672. 1 Bifidobacterium porcinum NR 104968. 1
Bifidobacterium thermophilum

Subset[ 38 ] n: 1 ;id: NR 180395. 1 Bifidobacterium dolichotidis

Subset[ 39 ] n: 2 ;id: NR 180399. 1 Bifidobacterium castoris NR 037116. 1
Bifidobacterium choerinum

Subset[ 40 ] n: 1 ;id: NR 180777. 1 Bifidobacterium choloepi

Subset[ 41 ] n: 2 ;id: NR 148784. 1 Bifidobacterium eulemuris strain NR
135862. 1 Bifidobacterium lemurum

Subset[ 42 ] n: 1 ;id: NR 136422. 1 Bifidobacterium commune
Subset[ 43 ] n: 1 ;id: NR 181797. 1 Bifidobacterium pongonis
Subset[ 44 ] n: 1 ;id: NR 181802. 1 Bifidobacterium amazonense

Subset[ 45 ] n: 2 ;id: NR 043438. 1 Bifidobacterium animalis NR 119007. 1
Bifidobacterium animalis

Subset[ 46 ] n: 1 ;id: NR 036854. 2 Bifidobacterium boum

Subset[ 47 ] n: 1 ;id: NR 174314. 1 Bifidobacterium leontopitheci
Subset[ 48 ] n: 1 ;id: NR 115643. 1 Bifidobacterium merycicum
Subset[ 49 ] n: 1 ;id: NR 040867. 1 Bifidobacterium animalis
Subset[ 50 ] n: 1 ;id: NR 044692. 2 Bifidobacterium minimum
Subset[ 51 ] n: 1 ;id: NR 148810. 1 Bifidobacterium aquikefiri
Subset[ 52 ] n: 1 ;id: NR 113173. 1 Bifidobacterium saguini
Subset[ 53 ] n: 1 ;id: NR 133982. 1 Bifidobacterium faecale
Subset[ 54 ] n: 1 ;id: NR 181800. 1 Bifidobacterium simiiventris
Subset[ 55 ] n: 1 ;id: NR 115644. 1 Bifidobacterium magnum
Subset[ 56 ] n: 1 ;id: NR 114397. 1 Bifidobacterium moukalabense

Subset[ 57 ] n: 5 ;id: NR 179386. 1 Bifidobacterium mizhiense NR 044154. 1
Bifidobacterium asteroides NR 181620. 1 Bifidobacterium choladohabitans NR
181621. 1 Bifidobacterium polysaccharolyticum NR 181622. 1 Bifidobacterium
apousia

Subset[ 58 ] n: 1 ;id: NR 174235. 1 Bifidobacterium canis

Subset[ 59 ] n: 1 ;id: NR 037049. 1 Bifidobacterium thermacidophilum
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Subset [
115342.

Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [
Subset [

Subset [

60 1 n: 2 ;id: NR
1 Bifidobacterium
61 ] n: 1 ;id: NR
62 ] n: 1 ;id: NR
63 ] n: 1 ;id: NR
64 ] n: 1 ;id: NR
65 ] n: 1 ;id: NR
66 ] n: 1 ;id: NR
67 ] n: 1 ;id: NR
68 ] n: 1 ;id: NR
69 ] n: 1 ;id: NR
70 ] n: 1 ;id: NR
71 ] n: 1 ;id: NR
72 ] n: 1 ;id: NR
73 1 n: 1 ;id: NR
74 1 n: 1 ;id: NR
75 1 n: 1 ;id: NR
76 1] n: 1 ;id: NR
77 1 n: 1 ;id: NR

Partition 2

Asap-Score: [NSNNNNN

Proba:

Nb subsets with recursion:76

906188e-01

029065. 1 Bifidobacterium
crudilactis

147760. 1 Bifidobacterium
113174. 1 Bifidobacterium
113313. 1 Bifidobacterium
025452. 1 Bifidobacterium
041348. 1 Bifidobacterium
104967. 1 Bifidobacterium
133981. 1 Bifidobacterium
157614. 1 Bifidobacterium
113175. 1 Bifidobacterium
147762. 1 Bifidobacterium
137396. 1 Bifidobacterium
137395. 1 Bifidobacterium
118774. 1 Bifidobacterium
164635. 1 Bifidobacterium
137394. 1 Bifidobacterium
108438. 1 Bifidobacterium
108439. 1 Bifidobacterium

psychraerophilum NR

myosotis
stellenboschense
reuteri
scardovii
tsurumiense
cuniculi
aesculapii

apri

biavatii

hapali

ramosum

avesanii
thermophilum
vespertilionis
aerophilum
actinocoloniiforme

bohemicum

)

Subset [

Subset [

Subset [

Subset [

Subset [

11 n: 1 ;id: NR
2 ] n: 1 ;id: NR
31 n: 1 ;id: NR
4 1 n: 1 ;id: NR
571 n: 1 ;id: NR

(without recursion: 75
180418. 1 Bifidobacterium
029139. 1 Bifidobacterium
040783. 1 Bifidobacterium
112779. 1 Bifidobacterium
181803. 1 Bifidobacterium

tibiigranuli
subtile
breve
catenulatum

santillanense
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Subset[ 6 ] n: 3

Subset[ 7 ] n: 2
159201.

Subset[ 8 ] n: 1

Subset[ 9 ] n: 5

;id: NR 029137.
Bifidobacterium pullorum NR 036856.

;id: NR 181805.
1 Bifidobacterium callitrichidarum

;id: NR 181799.

;id: NR 043437.

1 Bifidobacterium pullorum NR 036855. 1
1 Bifidobacterium pullorum

1 Bifidobacterium miconisargentati NR

1 Bifidobacterium colobi

1 Bifidobacterium longum NR 145535. 1

Bifidobacterium longum NR 044693. 2 Bifidobacterium longum NR 044691. 2
Bifidobacterium longum NR 117506. 1 Bifidobacterium longum

Subset[ 10 ] n: 1 ;id: NR 174313. 1 Bifidobacterium cebidarum

Subset[ 11 ] n: 1 ;id: NR 180396. 1 Bifidobacterium goeldii

Subset[ 12 ] n: 1 ;id: NR 180965. 1 Bifidobacterium saimiriisciurei
Subset[ 13 ] n: 1 ;id: NR 104872. 1 Bifidobacterium bombi

Subset[ 14 ] n: 1 ;id: NR 041686. 1 Bifidobacterium mongoliense

Subset[ 15 ] n: 1 ;id: NR 180397. 1 Bifidobacterium samirii

Subset[ 16 ] n: 1 ;id: NR 180966. 1 Bifidobacterium platyrrhinorum
Subset[ 17 ] n: 2 ;id: NR 074802. 2 Bifidobacterium adolescentis NR 036857.
1 Bifidobacterium ruminantium

Subset[ 18 ] n: 1 ;id: NR 181796. 1 Bifidobacterium phasiani

Subset[ 19 ] n: 1 ;id: NR 036853. 1 Bifidobacterium angulatum

Subset[ 20 ] n: 2 ;id: NR 037117. 1 Bifidobacterium pseudocatenulatum NR
041875. 1 Bifidobacterium catenulatum

Subset[ 21 ] n: 1 ;id: NR 181804. 1 Bifidobacterium pluvialisilvae
Subset[ 22 ] n: 1 ;id: NR 180954. 1 Bifidobacterium oedipodis

Subset[ 23 ] n: 1 ;id: NR 180398. 1 Bifidobacterium callimiconis

Subset[ 24 ] n: 3 ;id: NR 043439. 1 Bifidobacterium indicum NR 044690. 2

Bifidobacterium coryneforme NR 115978.

Subset[ 25 ] n: 2
1 Bifidobacterium

Subset[ 26 ] n: 2
1 Bifidobacterium

Subset[ 27 ] n: 5

Bifidobacterium bifidum NR 117505.
Bifidobacterium bifidum NR 117764.

Subset[ 28 ] n: 2

1 Bifidobacterium coryneforme

;id: NR 118589.
adolescentis

1 Bifidobacterium adolescentis NR 116746.

;id: NR 113172.
rousetti

1 Bifidobacterium callitrichos NR 164634.

1 Bifidobacterium bifidum NR 044771. 1
1 Bifidobacterium bifidum NR 113873. 1
1 Bifidobacterium bifidum

;id: NR 118793.

;id: NR 043442. 2 Bifidobacterium pseudolongum NR 043441.

2 Bifidobacterium pseudolongum

Subset[ 29 ] n: 1

;id: NR 147761. 1 Bifidobacterium tissieri
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Subset[ 30 ] n: 1 ;id: NR 181801. 1 Bifidobacterium miconis

Subset[ 31 ] n: 1 ;id: NR 159324. 1 Bifidobacterium catulorum
Subset[ 32 ] n: 1 ;id: NR 181798. 1 Bifidobacterium saguinibicoloris
Subset[ 33 ] n: 1 ;id: NR 037118. 1 Bifidobacterium gallicum

Subset[ 34 ] n: 2 ;id: NR 179997. 1 Bifidobacterium xylocopae NR 179879. 1
Bifidobacterium xylocopae

Subset[ 35 ] n: 1 ;id: NR 037115. 2 Bifidobacterium dentium

Subset[ 36 ] n: 2 ;id: NR 025672. 1 Bifidobacterium porcinum NR 104968. 1
Bifidobacterium thermophilum

Subset[ 37 ] n: 1 ;id: NR 180395. 1 Bifidobacterium dolichotidis

Subset[ 38 ] n: 2 ;id: NR 180399. 1 Bifidobacterium castoris NR 037116. 1
Bifidobacterium choerinum

Subset[ 39 ] n: 1 ;id: NR 180777. 1 Bifidobacterium choloepi

Subset[ 40 ] n: 2 ;id: NR 148784. 1 Bifidobacterium eulemuris strain NR
135862. 1 Bifidobacterium lemurum

Subset[ 41 ] n: 1 ;id: NR 136422. 1 Bifidobacterium commune
Subset[ 42 ] n: 1 ;id: NR 181797. 1 Bifidobacterium pongonis
Subset[ 43 ] n: 1 ;id: NR 181802. 1 Bifidobacterium amazonense

Subset[ 44 ] n: 2 ;id: NR 043438. 1 Bifidobacterium animalis NR 119007. 1
Bifidobacterium animalis

Subset[ 45 ] n: 1 ;id: NR 040867. 1 Bifidobacterium animalis
Subset[ 46 ] n: 1 ;id: NR 036854. 2 Bifidobacterium boum

Subset[ 47 ] n: 1 ;id: NR 174314. 1 Bifidobacterium leontopitheci
Subset[ 48 ] n: 1 ;id: NR 115643. 1 Bifidobacterium merycicum
Subset[ 49 ] n: 1 ;id: NR 044692. 2 Bifidobacterium minimum
Subset[ 50 ] n: 1 ;id: NR 148810. 1 Bifidobacterium aquikefiri
Subset[ 51 ] n: 1 ;id: NR 113173. 1 Bifidobacterium saguini
Subset[ 52 ] n: 1 ;id: NR 133982. 1 Bifidobacterium faecale
Subset[ 53 ] n: 1 ;id: NR 181800. 1 Bifidobacterium simiiventris
Subset[ 54 ] n: 1 ;id: NR 115644. 1 Bifidobacterium magnum
Subset[ 55 ] n: 1 ;id: NR 114397. 1 Bifidobacterium moukalabense

Subset[ 56 ] n: 5 ;id: NR 179386. 1 Bifidobacterium mizhiense NR 044154. 1
Bifidobacterium asteroides NR 181620. 1 Bifidobacterium choladohabitans NR
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181621. 1 Bifidobacterium polysaccharolyticum NR 181622. 1 Bifidobacterium
apousia

Subset[ 57 ] n: 1 ;id: NR 174235. 1 Bifidobacterium canis
Subset[ 58 ] n: 1 ;id: NR 037049. 1 Bifidobacterium thermacidophilum

Subset[ 59 ] n: 2 ;id: NR 029065. 1 Bifidobacterium psychraerophilum NR
115342. 1 Bifidobacterium crudilactis

Subset[ 60 ] n: 1 ;id: NR 147760. 1 Bifidobacterium myosotis

Subset[ 61 ] n: 1 ;id: NR 113174. 1 Bifidobacterium stellenboschense
Subset[ 62 ] n: 1 ;id: NR 113313. 1 Bifidobacterium reuteri

Subset[ 63 ] n: 1 ;id: NR 025452. 1 Bifidobacterium scardovii
Subset[ 64 ] n: 1 ;id: NR 041348. 1 Bifidobacterium tsurumiense
Subset[ 65 ] n: 1 ;id: NR 104967. 1 Bifidobacterium cuniculi

Subset[ 66 ] n: 1 ;id: NR 133981. 1 Bifidobacterium aesculapii
Subset[ 67 ] n: 1 ;id: NR 157614. 1 Bifidobacterium apri

Subset[ 68 ] n: 1 ;id: NR 113175. 1 Bifidobacterium biavatii

Subset[ 69 ] n: 1 ;id: NR 147762. 1 Bifidobacterium hapali

Subset[ 70 ] n: 1 ;id: NR 137396. 1 Bifidobacterium ramosum

Subset[ 71 ] n: 1 ;id: NR 137395. 1 Bifidobacterium avesanii

Subset[ 72 ] n: 1 ;id: NR 118774. 1 Bifidobacterium thermophilum
Subset[ 73 ] n: 1 ;id: NR 164635. 1 Bifidobacterium vespertilionis
Subset[ 74 ] n: 1 ;id: NR 137394. 1 Bifidobacterium aerophilum
Subset[ 75 ] n: 1 ;id: NR 108438. 1 Bifidobacterium actinocoloniiforme

Subset[ 76 ] n: 1 ;id: NR 108439. 1 Bifidobacterium bohemicum

Annexe 03: Résultat Bayesian implementation of the PTP:

# Most supported partition found by simple heuristic search

EBEEEEl (support = 1. 000)

NR-171540-1-Gardnerella-swidsinskii

BBEEEEE (support = 1. 000)

NR-181800-1-B-simiiventris
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EESEHESES (support

= 0. 538)

NR-118793-1-B-bifidum,NR-117764-1-B-bifidum,NR-117505-1-B-bifidum, NR-

113873-1-B-bifidum,NR-044771-1-B-bifidum

EESEHESE (support

NR-147761-1-B-

EESEHESNS (support

NR-135862-1-B-lemurum,NR-148784-1-B-eulemuris

EESEHESNE (support

NR-181802-1-B-amazonense

EESEEESMN (support

NR-044692-2-B-

EESEHESNE (support

NR-180954-1-B-

EESEEESNE (support

NR-137396-1-B-

EESSHSSIG (support

NR-180777-1-B-

EESEHSSIN (support

NR-137394-1-B-aerophilum

EESEHSSNE (support

NR-112779-1-B-catenulatum

= 0. 945)
tissieri
= 0. 560)

= 0. 978)

= 0. 978)

minimum

= 0. 978)

oedipodis

= 0. 857)

ramosum

= 1. 000)

choloepi

= 0. 934)

= 0. 95¢0)
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_ (support = 0. 934)

NR-041686-1-B-mongoliense

BBEEEE (support = 0. 967)

NR-115644-1-B-magnum

BBEEEEE (support = 1. 000)

NR-041348-1-B-tsurumiense

BEEEEEE (support = 0. 923)

NR-104872-1-B-bombi

BBEEEEl (support = 0. 681)

NR-025452-1-B-scardovii

BEBEEEEE (support = 0. 681)

NR-181801-1-B-miconis

BEEEEEE (support = 0. 956)

NR-133981-1-B-aesculapii

_ (support = 0. 923)

NR-104967-1-B-cuniculi

EBEEEEEBE (support = 0. 824)

NR-113174-1-B-stellenboschense

EBEEEEEE (support = 0. 857)

NR-036854-2-B-boum
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_ (support = 0. 681)

NR-181798-1-B-saguinibicoloris

BBEEEEEEE (support = 0. 681)

NR-180966-1-B-platyrrhinorum

BBEEEEEE (support = 0. 692)

NR-157614-1-B-apri

BEEEEEEE (support = 0. 714)

NR-180395-1-B-dolichotidis

BEEEEEBl (support = 0. 714)

NR-037118-1-B-gallicum

BEEEEEEE (support = 0. 571)

NR-037049-1-B-thermacidophilum

BEEEEEEE (support = 0. 802)

NR-147762-1-B-hapali

_ (support = 0. 802)

NR-174314-1-B-leontopitheci

EBEEEEBE (support = 0. 319)

NR-025672-1-B-porcinum

BBEEEEEEE (support = 0. 374)

NR-159261-1-B-callitrichidarum,NR-181805-1-B-miconisargentati
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_ (support = 0. 912)

NR-037115-2-B-dentium

BBEEEEEE (support = 0. 901)

NR-180397-1-B-samirii

BEEEEEEE (support = 0. 319)

NR-043439-1-B-indicum,NR-115978-1-B-coryneforme, NR-044690-2-B-

coryneforme

BEEEEEEE (support = 0. 209)

NR-118774-1-B-thermophilum

BBEEEEEl (support = 0. 209)

NR-104968-1-B-thermophilum

BEEEEEEE (support = 0. 802)

NR-164635-1-B-vespertilionis

BBEEEEEE (support = 0. 802)

NR-137395-1-B-avesanii

_ (support = 0. 549)

NR-043441-2-B-pseudolongum,NR-043442-2-B-pseudolongum

BBEEEEE (support = 0. 725)

NR-181803-1-B-santillanense

BBEEEEEE (support = 0. 407)

NR-181621-1-B-polysaccharolyticum
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BBEEEEEE (support = 0. 648)

NR-133982-1-B-faecale

BBEEEEE (support = 0. 725)

NR-114397-1-B-moukalabense

BEEEEEE (support = 0. 495)

NR-041875-1-B-catenulatum,NR-037117-1-B-pseudocatenulatum

BEEEEEE (support = 0. 440)

NR-037116-1-B-choerinum,NR-180399-1-B-castoris

BEEEEEl (support = 0. 912)

NR-113313-1-B-reuteri

BEEEEEE (support = 0. 912)

NR-147760-1-B-myosotis

BEEEEEE (support = 0. 846)

NR-036853-1-B-angulatum

_ (support = 0. 857)

NR-180398-1-B-callimiconis

EBEEEEEBE (support = 0. 714)

NR-180965-1-B-saimiriisciurei

BESEEEENEE (suprort = 0. 659)

NR-115643-1-B-merycicum
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BBEEEEBE (support = 0. 659)

NR-181797-1-B-pongonis

BBEEEEPE (support = 0. 593)

NR-113175-1-B-biavatii

BBEEEEEE (support = 0. 593)

NR-180396-1-B-goeldii

BBEEEEBE (support = 0. 407)

NR-116746-1-B-adolescentis,NR-118589-1-B-adolescentis

BBEEEEEl (support = 0. 308)

NR-036857-1-B-ruminantium,NR-074802-2-B-adolescentis

BBEEEEEE (support = 0. 626)

NR-148810-1-B-aquikefiri

BEEEEEEE (support = 0. 484)

NR-159324-1-B-catulorum

_ (support = 0. 484)

NR-181804-1-B-pluvialisilvae

BBEEEEEE (support = 0. 429)

NR-108438-1-B-actinocoloniiforme

BBEEEEEBE (support = 0. 352)

NR-179879-1-B-xylocopae,NR-179997-1-B-xylocopae
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_ (support = 0. 308)

NR-181622-1-B-apousia

_ (support = 0. 187)

NR-181620-1-B-choladohabitans,NR-044154-1-B-asteroides,NR-179386-1-B-
mizhiense

BBEEEEEE (support = 0. 505)

NR-108439-1-B-bohemicum

BBEEEEBE (support = 0. 505)

NR-136422-1-B-commune

BBEEEEEl (support = 0. 714)

NR-174235-1-B-canis

BEEEEEBE (support = 0. 385)

NR-040867-1-B-animalis,NR-119007-1-B-animalis,NR-043438-1-B-animalis

BEEEEEBE (support = 0. 319)

NR-164634-1-B-rousetti

_ (support = 0. 319)

NR-113172-1-B-callitrichos

EESEHSSIN - rrort = 0. 615)

NR-029139-1-B-subtile

EBEEEEE (support = 0. 615)

NR-180418-1-B-tibiigranuli
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_ (support = 0. 527)

NR-113173-1-B-saguini

_ (support = 0. 242)

NR-174313-1-B-cebidarum,NR-181799-1-B-colobi

BEEEEEE (support = 0. 692)

NR-040783-1-B-breve

BEEEEEE (support = 0. 429)

NR-043437-1-B-longum,NR-145535-1-B-1longum, NR-044693-2-B-1longum, NR-
044691-2-B-longum,NR-117506-1-B-1longum

BBEEEElll (support = 0. 264)

NR-115342-1-B-crudilactis

BEEEEEE (support = 0. 264)

NR-029065-1-B-psychraerophilum

BBEEEEE (support = 0. 758)

NR-181796-1-B-phasiani

_ (support = 0. 429)

NR-036856-1-B-pullorum,NR-036855-1-B-pullorum,NR-029137-1-B-pullorum
Annexe 04: Résultat de ABGD
Initial Partition with prior maximal distance P=1. 00e-03 ; Barcode gap distance = 0. 013
Distance JC69 Jukes-Cantor MinSlope=0. 150000
Download (left click and save) or see below the tree file corresponding to this partition: click here

Group[ 1] n: 1 ;id: NR 180418. 1 Bifidobacterium tibiigranuli
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n: 1;id: NR 029139. 1 Bifidobacterium subtile
n: 1;id: NR 040783. 1 Bifidobacterium breve
n:1;id: NR 112779. 1 Bifidobacterium catenulatum

n: 1;id: NR 181803. 1 Bifidobacterium santillanense

n: 3;id: NR 029137. 1 Bifidobacterium pullorum NR 036856. 1 Bifidobacterium pullorum
NR 036855. 1 Bifidobacterium pullorum

n: 2 ;id: NR 181805. 1 Bifidobacterium miconisargentati NR 159261. 1 Bifidobacterium
callitrichidarum

n: 1;id: NR 181799. 1 Bifidobacterium colobi

n: 5;id: NR 043437. 1 Bifidobacterium longum NR 145535. 1 Bifidobacterium longum NR
117506. 1 Bifidobacterium longum NR 044691. 2 Bifidobacterium longum NR 044693. 2
Bifidobacterium longum

id: NR 174313. 1 Bifidobacterium cebidarum

)
[EY
o

)
[EY
o

id: NR 180396. 1 Bifidobacterium goeldii

id: NR 180965. 1 Bifidobacterium saimiriisciurei

35
[
o

id: NR 104872. 1 Bifidobacterium bombi

35
[
o

35
[
o

id: NR 041686. 1 Bifidobacterium mongoliense

id: NR 180397. 1 Bifidobacterium samirii

35
[EY
o

35
[EY
o

id: NR 180966. 1 Bifidobacterium platyrrhinorum

id: NR 074802. 2 Bifidobacterium adolescentis NR 036857. 1 Bifidobacterium

=
N
o

,
c
3
5
o
S
=,
c
3

35
[E
o

id: NR 181796. 1 Bifidobacterium phasiani

35
[E
o

id: NR 036853. 1 Bifidobacterium angulatum

=
N
o

id: NR 037117. 1 Bifidobacterium pseudocatenulatum NR 041875. 1 Bifidobacterium

3

id: NR 181804. 1 Bifidobacterium pluvialisilvae

=}
=
o

id: NR 180954. 1 Bifidobacterium oedipodis

id: NR 180398. 1 Bifidobacterium callimiconis

=}
=
o

(9]
[}
—~
1]
=)
c
[}
—~+
c

=}

=

o

3
w
a

id: NR 043439. 1 Bifidobacterium indicum NR 044690. 2 Bifidobacterium
coryneforme NR 115978. 1 Bifidobacterium coryneforme
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n: 2 ;id: NR 118589. 1 Bifidobacterium adolescentis NR 116746. 1 Bifidobacterium
adolescentis

n: 2 ;id: NR 113172. 1 Bifidobacterium callitrichos NR 164634. 1 Bifidobacterium rousetti

n: 5;id: NR 118793. 1 Bifidobacterium bifidum NR 044771. 1 Bifidobacterium bifidum NR
117505. 1 Bifidobacterium bifidum NR 113873. 1 Bifidobacterium bifidum NR 117764. 1
Bifidobacterium bifidum

n: 2 ;id: NR 043442. 2 Bifidobacterium pseudolongum NR 043441. 2 Bifidobacterium

e
(%]
®
c
o
o
o
=

0
c
3

)
[EEN
o

id: NR 147761. 1 Bifidobacterium tissieri

)
[EEN
o

id: NR 181801. 1 Bifidobacterium miconis

id: NR 159324. 1 Bifidobacterium catulorum

)
[EY
o

)
[EY
o

id: NR 181798. 1 Bifidobacterium saguinibicoloris

id: NR 037118. 1 Bifidobacterium gallicum

=]
N
o

id: NR 179997. 1 Bifidobacterium xylocopae NR 179879. 1 Bifidobacterium

id: NR 037115. 2 Bifidobacterium dentium

35
[
o

=
N
a

x
=
o
(@)
]
©
[}
K )

3

[EY

o

—+
>
(0]
=
3
]
el
=
c
3

id: NR 025672. 1 Bifidobacterium porcinum NR 104968. 1 Bifidobacterium

n: 1 ;id: NR 180395. 1 Bifidobacterium dolichotidis
n: 2 ;id: NR 180399. 1 Bifidobacterium castoris NR 037116. 1 Bifidobacterium choerinum
n: 1;id: NR 180777. 1 Bifidobacterium choloepi

id: NR 148784. 1 Bifidobacterium eulemuris strain NR 135862. 1 Bifidobacterium

=
N
o

id: NR 136422. 1 Bifidobacterium commune

35
[E
o

35
[E
o

id: NR 181797. 1 Bifidobacterium pongonis

id: NR 181802. 1 Bifidobacterium amazonense

=}
=
o

o
3
c
c
3

=)

: 3;id: NR 043438. 1 Bifidobacterium animalis NR 040867. 1 Bifidobacterium animalis
NR 119007. 1 Bifidobacterium animalis

n: 1;id: NR 036854. 2 Bifidobacterium boum

n: 1;id: NR 174314. 1 Bifidobacterium leontopitheci

n: 1;id: NR 115643. 1 Bifidobacterium merycicum
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=}
=
o

id: NR 044692. 2 Bifidobacterium minimum

=}
=
o

id: NR 148810. 1 Bifidobacterium aquikefiri

)
[EEN
o

id: NR 113173. 1 Bifidobacterium saguini

)
[EEN
o

id: NR 133982. 1 Bifidobacterium faecale

id: NR 181800. 1 Bifidobacterium simiiventris

)
[EEN
o

id: NR 115644. 1 Bifidobacterium magnum

)
[EEN
o

id: NR 114397. 1 Bifidobacterium moukalabense

)
[EEN
o

=)

1 5;id: NR 179386. 1 Bifidobacterium mizhiense NR 181621. 1 Bifidobacterium
polysaccharolyticum NR 181620. 1 Bifidobacterium choladohabitans NR 181622. 1 Bifidobacterium
apousia NR 044154, 1 Bifidobacterium asteroides

n: 1;id: NR 174235. 1 Bifidobacterium canis

=)

:1;id: NR 037049. 1 Bifidobacterium thermacidophilum

=)

: 2;id: NR 029065. 1 Bifidobacterium psychraerophilum NR 115342. 1 Bifidobacterium

=)

:1;id: NR 147760. 1 Bifidobacterium myosotis

:1;id: NR 113174. 1 Bifidobacterium stellenboschense

=)

:1;id: NR 113313. 1 Bifidobacterium reuteri

=)

:1;id: NR 025452. 1 Bifidobacterium scardovii

>

:1;id: NR 041348. 1 Bifidobacterium tsurumiense

>

:1;id: NR 104967. 1 Bifidobacterium cuniculi

=)

:1;id: NR 133981. 1 Bifidobacterium aesculapii

=)

:1;id: NR 157614. 1 Bifidobacterium apri

:1;id: NR 113175. 1 Bifidobacterium biavatii

=)

=)

:1;id: NR 147762. 1 Bifidobacterium hapali

:1;id: NR 137396. 1 Bifidobacterium ramosum

=)

:1;id: NR 137395. 1 Bifidobacterium avesanii

=)

=}

:1;id: NR 118774. 1 Bifidobacterium thermophilum

=}

:1;id: NR 164635. 1 Bifidobacterium vespertilionis

(@)
=
c
=
o
(@]
=)
(7
=

=)

:1;id: NR 137394. 1 Bifidobacterium aerophilum
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Group[74] n: 1 ;id: NR 108438. 1 Bifidobacterium actinocoloniiforme
_ n: 1;id: NR 108439. 1 Bifidobacterium bohemicum

_ n: 1;id: NR 171540. 1 Gardnerella swidsinskii strain
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Annex 05: Résultat de délimitation des espéces via ASAP

N et e

e

A 180418.1 Bihdobacterium toagranui

A 029139.1 BAdobacterum subtile

¥R 041686.1 Bifdobactenum mungolense
R 040783.1 Bifidobacterium breve

NA 043437.1 Bdobacterium longum

IR 145535,1 Bifidobacterium longum

R 044691.2 Bdobacterium longum

A 044691 .2 Bihdobacterium longum

WA 117506.1 Bidobactenum longum

NR 181799.1 Bidobacterium colkobi

NR 174313.1 Bfidobacterium cebidarum

R 1131731 Bidobacterium saguini

R 161805.1 Bidobacterum mconisargentat)
NR 159261.1 Bhdobacterium cabitrichidarum
R 180396.1 Bifdobacterium goeldi

MR 113175.1 Bhdobacterum bavat

R 1818011 Bfdobacterium miconts

WA 181802.1 Bdobacterom amazonense |

R 025452.1 Bfdobacterium scardovi

R 181800.1 Bifdobacterium ymiventr
MR 137396.1 Bhdobactersum ramosum

WA 100966.1 Bitdodacterium platytrhinonem
NR 1817981 BAGODACtenum Saguindolons
A 113174.1 Bhdobacterum steilenboschente,
WA 137394 1 Bifdodacterum

derophium
R 1487841 Bifdobactersum evlemerss strain L)

WA 135862.1 Bifdobacterium lemerum
WA 118791.1 Bdobacterum bidum
WA 044771.1 Bdobacterium bifdum
R 117505,1 Bdobacterium bifidum
MR 113871.1 Bhdobacterum bifidum
W8 1177641 BAd0bACerium Bifdum
WA 029137.1 Bifdobacterium pullorum
R 036855.1 Bifdobacterium puliorum
VR 0)6856.1 Bifidobacterium pullorum
NR161796.1 Bidobacterum phasian
NR 112779.1 Bihdobacterum catenutatum
R 1818011 Bdobacterium satillanente
A 1131721 Bdobacterium calierichos
MR 164634.1 Bifidobactenium rousetti
R 036851.1 BAdobacterum anguistum
WA 181797.1 Bhdobacterium pongons
WA 115643.1 Bdodacterum meryckum
R 037117.1 Bdobacterium preudocatenuiaty
VA O41875.1 Bdobactenum cateruhatum
R 114397, Bidobacterum movkalabense
R 074802.2 Bihdobactersum adolescentis
NR 0)6857.1 Biidodacterium ruminantium
R 118589.1 BiAdobacterum adolescentss
MR 116746.1 Bidobacterum adolescentss
R 133982.1 Bdobacterum faecale

WA 0)7115.2 BAGODCteruM destium
¥ 180397.1 Bdobacterium samin|

WA 1373951 Bifidobacterium avessnd
A 164635,1 Bdobacterum vespertions
R 147760.1 Bifidobacterium mycsots
HA (43439.1 Bidobacterium indicum
R 044490.2 Bifdobacterium coryneforme
WA 115978.1 Bdabactenum coryneforme
NR 179386.1 Bidobacterium mizhiense

WA 044154 1 Bifdobacterium asterodes |

WA 161620.1 Bifidobacterium choladohabitaes
R 181621.1 Bifidobacterium polysacchariyticl
R 181622.1 Bdobacterium apousia

NR 179991.1 Bdobacterum xykxopae

R 179879.1 Bdobactenum rykocopae

WA 108438.1 Bihdobacterum actinocolo
NR 0446922 Bfdobacterum mnmum

R 025672,1 Bidobacterium porcinum

R 104968.1 Bihidobacterum thermophium
NR 118774.1 Bihdobacterium thermophilum
R 0J6854.2 BAdobacterum bown

MR 157614.1 Bihdobacterium apel

R 037049.1 Bhdobacterum thermacidop
NA 1133131 BAdobactenum reuter!

R 180965, 1 BAGODACterM SEMIrisCRrel
R 181804.1 Bifdobacterum phuviaksivee
R 1593241 Bhdobacterium catulorum

R 180398.1 BAdodacterium Calimionis
R 147761.1 Bihdobactersum tissler|

A O41348.1 Bihdobactertum tsurumiense
WA 174D04.1 Bihdodactenum leontopihect
W 1164221 BAGobaCterum commune

MR 108439.1 Bifidobactersum bohemicum
WA 1809541 Bifidobacterium oedipodis

R 133981.1 Bdobacterum descutaph

NR 147762.1 Bdobacterum hapali

R 104872,1 Bdobacterium bombl

R 043442 2 B&dobacterum pievdolongum
NR 043441 2 Bihdobacterum preudolongum
R 180399.1 Bifdobacterium castors

VA 037116,1 Bibdobacterium choerinum
R 043438.1 Bdobactenum animaks

NR 119007.1 Bihdobactersum animads

MR 0A0867,1 BAGobaCterim animals

N 1742351 Bidobacterium canis

NA 037118.1 Bifidobacterium gallicum

WA 100399, 1 BAdobacterium dolichotidis
R 104967.1 Behdobacterium cuniul

R 180777,1 Bifidobacterum choloop!

R 142810.1 Bhdobacterum aqukefin

VA 029065.1 BAGGDICterm pryChraercs
NR 1153421 Bifdobacterum crudiactis

R 115644.1 Bifdobacterum magnum
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Annexe: L’arbre de délimitation par la méthode mPTP.

00258614

E NR-181620-1-8Mdobacterum-choladohabitans

NR-044154-1-8Mdcbactenum-astercides
NR-179386-1-8ifdobacterum-mizhierce

I

1 MR
NR-179997-1-8Mdobac tarium-xylocopee

NR-115978-1-8Adobacterum-coryneforme
INR044690-2-B8dobactenum-<coryneforme

l_i_‘— NR-181804-1.8fidobacterium-pluvisisivee

NR-118793-1-8idobactenum-bfdum
N044771-1-Bifidobacterium-bifidum
NA-117505-1.8ifdobacterium-bifdum
NA-113871-1.Bifdobacterium-biidum
NR-117764-1-8ifdobacterum-bAdum
[ NR113313:0

NR041
l—{ '—— NR-036854-2-8Mdcbacterum-boum

H—l |NR025672:1-8hdobacterum porcimum

NR-1187
NR.104968.1.8iMdobacterum.thermophlum

NR-112779-1

NR-037115.
NR-133982-1-8Adobacterum-faecale
NR-074802-2-8Acobacterum-adoleccentss.
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Résumé

L'ARNr 16S est couramment utilisé comme marqueur pour l'identification moléculaire des especes de
Bifidobacterium. Les bases de données publiques, telles que GenBank, contiennent de nombreuses
séquences d'ARNr 16S de référence pour les espéces de Bifidobacterium, ce qui permet une comparaison
précise avec les échantillons inconnus. Cette étude s'est concentrée sur la classification moléculaire des
différentes espéces de Bifidobacterium et la construction d'un arbre phylogénétique a partir de leurs
séquences. Les séquences téléchargées a partir des bases de données ont été alignées a l'aide de l'algorithme
MUSCLE du logiciel MEGA 11. L'arbre phylogénétique a ensuite été construit via la plateforme NG-
phylogeny en utilisant la méthode Bayésienne. Les séquences ont été réparties dans I'arbre phylogénétique
en neuf clades principaux. Cette classification a été confirmée a l'aide des méthodes de délimitation des
especes telles qu’ASAP, ABGD, bPTP et mPTP.

Mots clés: Arbre phylogénétique, Bifidobacterium, ARNr16S, Genbank, MEGA, ASAP, ABGD, mPTP,
bPTP.

Kbstract \

The 16S rRNA is commonly used as a marker for the molecular identification of Bifidobacterium

species. Public databases, such as GenBank, contain numerous reference 16S rRNA sequences for
Bifidobacterium species, enabling accurate comparisons with unknown samples. The study focused on the
molecular classification of different Bifidobacterium species and the construction of a phylogenetic tree using
their sequences. The downloaded sequences from databases were aligned using the MUSCLE algorithm in
MEGA 11 software. The phylogenetic tree was then built using the NG-phylogeny platform and the Bayesian
method. The sequences were grouped into nine main clades in the phylogenetic tree. This classification was
confirmed using species delimitation methods such as ASAP, ABGD, bPTP, and mPTP.

(eywords: Phylogenetic tree, Bifidobacterium, 16S rRNA, GenBank, MEGA, ASAP, ABGD, mPTP, bPTIy
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