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Résumé 

 

Plusieurs approches sont utilisées pour l’identification et la classification des espèces 

bactérienne. Cependant, la plupart de ces méthodes présentent certaines insuffisances. 

L’objectif de ce travail est d’établir une analyse phylogénétique de huit espèces de Rhizobium, 

basée sur quatre familles de gènes (ADNr 16S, House Keeping Genes, nodC et nifH). 

L’analyse phylogénétique de ces souches a été réalisée par le logiciel MEGA 4 suivant la 

méthode de Neighbor-joining (NJ) en utilisant les paramètres de correction de Kimura. La 

robustesse des phylogrammes à été évaluée à l’aide de la méthode de bootstrap. L’analyse des 

phylogrammes basée sur le gène nifH a montré que celui-ci peut être utilisée avec les autres 

types de gènes afin d'aboutir à des résultats phylogénétiques plus appropriés. 

 

Mots clés : Phylogénie, alignement multiple, MLST, nifH, nodC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Abstract 

 

Several approaches are used to identication and classification of kinds or species of bacteria. 

However, most of these methods are in insuffisant. The objective of this work is to establish a 

phylogenetic analysis of eight species of Rhisobium, based on four families of genes (rDNA 

16S, House Keeping Genes, nodC, nifH). The phylogenetic analysis of these stumps was 

realized by the software MEGA 4.0 following the method of Neighbor-joining (NJ) by using the 

Kimura correction parameters. The robustness of phylogrammes was evaluated by means of 

bootstrap method. The analysis of phylogramme based on the nifH gene showed that this latter 

can be used with other types of genes to get more appropriate phylogenetic results. 

 

Key words: Phylogeny, multiple alignment, MLST, nifH, nodC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

                                                                  الملخص

 

بعض  أظهرتهذه الطرق  أغلبيةالعديد من النظريات المستخدمة لتصنيف و تحديد أنواع البكتيريا العضوية، غير أن 

 على أربع بالاعتماد Rhizobiumتحليل وراثي جيني لثمانية أنواع من   وضع هو الدراسةالهدف من هذه . النقائص

إن تحليل التاريخ الوراثي لهذه . ) ADNr 16S, House Keeping Genes, nodC, nifH (من الجينات  عائلات

، مع استخدام معايير  Neighbor- joining (NJ)بإتباع طريقة  MEGA 4.0الثمانية تم باستعمال برنامج  السلالات

 . bootstrapطريقة ب بالاستعانةقد قيمت phylogramme  كما أن دقة  Kimura.ل التصحيح

حصول على مع جينات أخرى لغرض ال يمكن استخدامه اظهر أن هذا الأخير  nifHعلى الجين  القائم الوراثي التحليل 

 .مناسبة تحليل وراثي جيني نتائج

 

 :الكلمات المفتاحيةَ  

 .alignement multiple ،MLST ،nodC ،nifH ،فلسفة الجينات
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INTRODUCTION 

 

Les progrès rapides de la technologie de séquençage de l’ADN ont conduit à des changements 

majeurs dans les études de taxonomie et d’identification bactériennes. Les outils bioinformatiques 

contribuent considérablement dans l’analyse des gènes voire même des génomes complets. 

L’utilisation de tels programmes devient de plus en plus une nécessité dans le domaine de la 

recherche biologique moléculaire, plus particulièrement dans la systématique et la phylogénie 

bactériennes. Leur emploi permet une interprétation plus adéquate et plus rationnelle des données 

moléculaires. Ainsi, plusieurs germes ont du être reclassés dans de nouveaux genres auxquels ils 

n’appartenaient pas, et les différentes éditions du Bergey en sont l’exemple fulgurant.   

 

Dans cette analyse, huit espèces de Rhizobium ont été sélectionnées pour une phylogénie qui sera 

réalisée sur une série de plusieurs gènes différents. Le gène qui code l’ARNr16S est la 

macromolécule de choix pour les analyses phylogénétiques, mais seule n’est pas discriminante pour 

les analyses taxonomiques. L’exploration d’autres molécules notamment les gènes ménagers 

(House Keeping Genes) codant pour des protéines conservées peuvent être une alternative 

intéressante au gène ARNr 16S (Aguileta, 2008).  

 

Deux gènes symbiotiques sont également utilisés dans cette analyse vue leurs importances dans 

le processus de fixation d’azote et leur contribution dans la caractérisation des Rhizobium : Les 

gènes nod C  responsables de la nodulation et les gènes nif H de la fixation. 

L’objectif de ce travail est de comparer la phylogénie de quatre familles de gènes au sein d'une 

population bactérienne composée de huit espèces du genre Rhizobium. Les familles de gènes sont : 

 

1. ARNr 16S,   

2. Séquences  concaténées  de  quatre  gènes  ménagers :  

- La sous-unité α  de  l’ADN  polymérase  (rpoA),  

- la sous-unité β  de l’ADN  polymérase  (rpoB),  

- la sous-unité β  de  l’ADN  gyrase (gyrB),  

- la Recombinase A  (recA).   

3. Gènes nodC,  

4. Gènes nifH. 
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1- BIOLOGIE DE Rhizobium 

Rhizobium forme un groupe de bactéries du sol aérobies appartenant à la famille des 

Rhizobiaceae et le terme de rhizobia, dans son stricto sensu, fait référence à tous les membres de ce 

genre. Cependant, au fil des années, le terme est venu à être utilisé pour toutes les bactéries capables 

de nodulation et de fixation d'azote en association symbiotique avec les légumineuses et qui 

appartiennent à des  genres étroitement liés à Rhizobium (Willems, 2006). Ces bactéries présentent 

la capacité de rentrer en symbiose avec des plantes en formant des nodosités, qu'on retrouve 

spécifiquement chez les légumineuses telles que : pois (Pisum sp), haricot (Phaseolus sp), soja 

(Glycine sp), arachide (Arachis hypogaea), trèfle (Trifolium), luzerne (Medicago sativa)... ou même 

chez certaines céréales (Triticum sp.) (Rosenberg, 1997). Se sont des fixateurs symbiotiques de 

l’azote atmosphérique dans les nodules des racines ou des tiges des plantes légumineuses où elles se 

différencient en bactéroïdes (Graham, 1991 ; Haukka et al, 1998 ; Gage, 2004). 

  

Après colonisation du système racinaire par les rhizobia de la plante hôte, il y a formation de 

nodules (ou nodosités) à l’intérieur desquels les rhizobia endosymbiotiques fixeront l’azote 

atmosphérique au bénéfice de la plante. Le développement des nodules sur les racines des plantes 

hôtes et l’infection des cellules végétales par ces bactéries est appelé "processus de nodulation". Les 

bactéries du genre Rhizobium se trouvent sous deux formes :  

1. une forme végétative (non bactéroïde) : ce sont des microorganismes réguliers que l’on 

trouve dans la rhizosphère et/ou dans le cordon d’infection, très mobiles quand ils sont 

jeunes. 

2. une forme bactéroïde : Les individus sont irréguliers et ont une taille à peu près dix fois plus 

grande que celle de la forme végétative (Somasegaran et Hoben, 1994). Cette forme peut se 

retrouver par exemple chez Rhizobium trifoli, Rhizobium meliloti et Rhizobium 

leguminosarum 

 

 1.1. Description de genre Rhizobium 

Selon le Bergey's manual® of systematic bacteriology, le genre Rhizobium comprend des 

bacilles de taille 0,5-1,0  x 1,2-3,0 µm. Ne formant pas de spores, Gram négatif, mobiles grâce à des 

flagelles péritriches. Jordan (1984) et Somasegaran et Hoben (1994) affirment la mobilité grâce un 

flagelle ou de deux à six flagelle péritriches. Sont aérobies avec l'oxygène comme accepteur final 

d'électrons mais peuvent bien croitre en faibles pression d'oxygène. En anaérobiose, elles sont 

capables d’utiliser le nitrate comme accepteur final d’électrons. La température optimale de 

croissance se situe dans l'intervalle de 25 à 30°C. Certaines espèces peuvent, cependant croitre à des 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Symbiose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Nodosit%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/L%C3%A9gumineuses
http://fr.wikipedia.org/wiki/Pois
http://fr.wikipedia.org/wiki/Haricot
http://fr.wikipedia.org/wiki/Soja
http://fr.wikipedia.org/wiki/Arachide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tr%C3%A8fle
http://fr.wikipedia.org/wiki/Luzerne
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températures de plus de 40°C. Le pH optimum de croissance étant de 6 à 7. Les colonies sont 

généralement de couleur blanchâtre ou beige, de forme circulaire, convexe, translucides ou opaques, 

mucilagineuses et bombées. La croissance sur milieux (YMA) enrichis de carbohydrates est 

accompagnées de la synthèse de polysaccharides extracellulaires. 

 

Au point de vue nutritionnel, ce sont des chimio-organotrophes utilisant pour leur croissance une 

large gamme de sucres (sauf l'amidon et la cellulose) et de sels d'acides organiques sans production 

de gaz (Tableau 1). Les Rhizobium utilisent des carbohydrates relativement simples comme le 

glucose, le mannitol, le saccharose et des composés aminés; mais la majorité des souches à 

croissance lente préfère le pentose (Somasegaran et Hoben, 1994). Certaines souches peuvent se 

développer en chimiolitotrophie en présence de H2O, CO2, d’une faible pression en oxygène et de 

faibles concentrations en sels d’ammonium ou de nitrate. Les sels d'ammonium, les nitrates, les 

nitrites et beaucoup d'acides aminés sont une source d'azote. Les Rhizobium n’assimilent pas 

l’azote en dehors de la plante et ont besoin d’une source d’azote ammonical (NH3) ou aminé pour se 

développer à l’état libre. Des souches de certaines espèces peuvent croitre sur des milieux simples 

de sels minéraux additionnés de vitamine ou d'hydrolysat de caséine en tant que seule source de 

carbone et d'azote à la fois (Somasegaran et Hoben, 1994). D'autres souches exigent, pour leur 

croissance, un ou plusieurs facteurs de croissance tels que la biotine, le pantothénate ou l'acide 

nicotinique. La peptone est faiblement utilisée. La caséine, l'amidon, la chitine et l'agar ne sont pas 

hydrolysés. Toutes les espèces de Rhizobium induisent un hypertrophisme chez les plantes se 

traduisant par des nodosités racinaires avec ou sans fixation symbiotique de l'azote.  

 

Les Rhizobium  peuvent  assimiler un large spectre de formes organiques ou minérales d’azote et 

il existe une relative diversité au sein des souches d’une même espèce quant à leurs préférences, 

particulièrement chez les bactéries à croissance lente : 

 L’urée peut être assimilée par toutes les espèces du genre Rhizobium (Jensen et 

Schroeder, 1965). 

 Parmi la grande variété d’acides aminés utilisés, le glutamate est le plus adéquat.  

Elkan et Kurik (1968) constatent que les autres acides aminés largement utilisés à travers les 

différentes espèces sont l’aspartate, la proline et l’histidine, alors que Tan et Broughton 

(1981) ajoutent que l’ion ammonium est utilisé par tous les Rhizobium. 

 Vincent (1977) constate que la peptone constitue une très mauvaise source d’azote à 

l’exception de certains Rhizobium. L’extrait de levure est la source d’azote fournie 

habituellement au Rhizobium. Sa capacité à stimuler la croissance de nombreuses souches 
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résulte autant de l’apport de substrats azotés assimilables que de divers composés qu’il 

contient (vitamines, facteurs de croissance etc.). Sa concentration doit cependant rester 

inférieure à 0,35% car au-delà, elle pose des problèmes de perte de viabilité et de 

déformation des cellules de Rhizobium (Urban, 1979 ; Chakrabarti et al, 1981). 

Tableau 1: Caractères biochimiques de genre Rhizobium (Sadowsky et al, 1983 ;  Shahzad et al, 

2012 ; Young et al 2001)  
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Catalase + + + + + + + + 

Oxydase + + + + + + + + 

Production d’uréase + + + + + + + + 

Citrate 
_ _ _ _ _ _ _ _ 

Production d’H2S _ _ _ _ _ _ _ _ 

Indole  
_ _ _ _ _ _ _ _ 

Rouge de méthyle _ _ _ _ _ _ _ _ 

Gélatinase + + + + + + + + 

pH de croissance 4 - 9 I 4 - 8  4 - 8,5 4 - 10 6,0 - 8,0 I I 

28 °C + + + + + + + + 

35 °C I + I I + + I + 

40 °C _ _ _ _ + +  + 

1% NaCl _ _ I I I I + I 

2% NaCl _ I _ + _ I I _ 

Nitrate réductase 

 
+ + + + + + + + 

+ : positive,  - :   négative, I : Inconnue 
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Sue le plan biomoléculaire, les gènes de nodulation (nod) et ceux de fixation d'azote (nif) sont 

regroupés sur des plasmides ou sur des mégaplasmides comme le plasmide symbiotique pSym. De 

nombreux travaux ont démontré la possibilité de transfert du pSym entre les souches de rhizobia et 

d'autres souches incapables d'induire la nodulation dans les conditions de laboratoire (Laguerre et 

al, 1993 ; Louvrier et al, 1996). 

 

 1.2. Classification 

La taxonomie des rhizobia a considérablement changé au cours des 20 dernières années. Dans 

l'édition de 1984 du bergey's manual® of systematic bacteriology, la famille des Rhizobiaceae était 

composée des rhizobia (qui comprenaient les genres Rhizobium et Bradyrhizobium), 

d'Agrobacterium et de Phyllobacterium. Durant cette période, les progrès de biologie moléculaire 

tels que l'hybridation ADN/ADN et le séquençage des gènes ont révélé des caractéristiques 

génétiques nouvelles qui se traduisent par une diversité au sein des rhizobia avec notamment un 

plus grand nombre de genres comme indiqué dans le tableau suivant : 

Tableau 2 : Evolution du nombre d'espèces au sein de différents genres de rhizobia (Willems, 

2006) 

Genres Auteurs 
Nombres d'espèces 

< 1980 81 - 85 86 - 90 91 - 95 96 - 00 01 - 06 

Agrobacterium Cohn, 1942 4 4 5 5 5 5 

Rhizobium Frank, 1889  4 5 5 10 10 16 

Bradyrhizobium Jordan, 1982   1 3 3 7 

Sinorhizobium 
Chen et al, 

1988 
  2 5 8 11 

Azorhizobium 
Dreyfus et 

al,1988  
    1 2 

Mesorhizobium 
Jarvis et al, 

1997 
    7 11 

Allorhizobium 
De Lajudie et 

al, 1998 
     1 

Total 8 9 13 23 34 53 
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Le développement des méthodes phylogénétiques et polyphasiques ont aussi fait évoluer le 

nombre de souches rhizobia et le séquençage du génome total présente, indubitablement, un impact 

sur la taxonomie de ces souches. Les études taxonomiques faisant usage de l'approche polyphasique 

en incluant les caractères génétiques, phénotypiques, la chimiotaxonomie et les données 

phylogénétiques ont permis une meilleure vue de l'image du réseau interrelationnel des rhizobia et 

une classification appropriée. Les Rhizobium sont divisés en fonction d’un ensemble de caractères 

morphologiques, biochimiques et moléculaires (Jordan, 1984). Leur place dans le monde bactérien 

est illustrée dans la figure 1 présentée dans la page ci-contre.  

 

L'évolution du nombre d'espèces de Rhizobium n'a cessé de croitre. En 2005, on en comptait une 

quinzaine (Tableau 3) et depuis, le nombre a complètement explosé pour doubler. 

Tableau 3 : Espèces de Rhizobium recensées en 2005 (Willems, 2006) 

Nom Année Nom Année Nom Année 

R. leguminosarum 1879 R. gallicum 1997 R. yanglingense 2001 

R. lupinii 1886 R. giardinii 1997 R. sullae 2002 

R. galegae 1989 R.hainanense 1997 R. indigoferae 2002 

R. tropici 1991 R. mongolens 1998 R. lossense 2003 

R. etli 1993 R. huautlense 1998 R. daejeonense 2005 

 

 La consultation (Juin 2014) du site Internet du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy) 

fait apparaitre un nombre beaucoup plus grand d'espèces du genre Rhizobium (voir annexe N° 1). 
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2- ASPECTS MOLECULAIRES DE LA SYMBIOSE 

 2.1. Le dialogue moléculaire et gènes de la symbiose 

La symbiose fixatrice d’azote se traduit par la capacité des Rhizobium à induire la formation de 

nodosités au niveau des racines ou même des tiges de légumineuses particulières (processus de 

nodulation). Lors de cette symbiose un véritable dialogue moléculaire s'installe entre les deux 

partenaires. Ce dialogue est effectué grâce à un échange de messagers libérés sous forme de signaux 

biochimiques dont font partie les flavonoïdes excrétés par les racines en conditions de carence en 

ions ammonium. Une induction de l’expression des gènes nod permet alors aux bactéries de 

synthétiser des molécules signales appelées facteurs Nod (lipo-chitooligosaccharides) responsables 

de la nodulation (Tereferwork, 2002). Les gènes nod sont localisés pour la plupart sur des plasmides 

de grande taille appelés les pSym et sont hautement conservés entre les différentes espèces. 

 

L’analyse génétique de diverses espèces de Rhizobium a permis d’identifier  trois types  de gènes 

symbiotiques qui entre dans le dialogue moléculaire plante/Rhizobium :  

- Les gènes nod contrôlant la reconnaissance  spécifique, l’infection et la nodulation,  

- les gènes fix indispensables  pour la fixation d’azote,  

- les gènes nif  codant pour le complexe de la nitrogénase 

 

 2.2. Les gènes de nodulation ou gènes nod   

Les fonctions des protéines codées par les différents gènes nod chez certaines espèces de 

Rhizobium diffèrent d'une espèce à une autre. Sur le plasmide pSym, les gènes nod sont organisés en 

opérons. Il s'agit des opérons nod ABCIJ, nod FEL, nod MNT, nod O et nod D. Ces opérons sont 

localisés entre deux régions géniques responsables de la fixation d'azote (gènes nif).  

 

La structure fine des gènes nod comporte les régions suivantes :  

- Un gène régulateur nodD qui code pour des protéines qui activent et régulent l’expression 

des autres gènes nod de la bactérie (Davet, 1996), 

- des  gènes communs à tous les Rhizobium (nodA, nodB, nodC, nod I et nod J) qui jouent un 

rôle essentiel dans la nodulation, 

- une série de gènes de spécificité vis à vis de l’hôte à infecter (nodE, nodF, nodG, nodH etc.). 

Ils codent pour les différents radicaux (R1, R2, R3, etc.) des facteurs Nod (Hopkins, 2003). 
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  2.2.1. Gène nodD  

De rôle régulateur, il est le premier gène transcrit lors du processus de nodulation. L'expression 

de ce gène est constitutive, c'est à dire qu'il est exprimé quelque soit les conditions de croissance de 

la bactérie. Par contre, l’affinité de ses produits pour l'opérateur sera modifiée en présence de 

flavonoïdes. Il code pour la protéine nod D qui joue le rôle de récepteur des flavonoïdes excrétés 

par la plante. Une fois l’association  établie, sous forme de complexe "flavonoïdes – protéines D", 

la liaison au promoteur Nod-Box peut alors avoir lieu (Tereferwork, 2002) (Voir figure 2). 

 

 2.2.2. Gènes nod communs (ABCIJ)  

Les gènes nod A, B, C, I et J sont  communs à tous les rhizobia. Les gènes A, B et C sont 

physiquement et fonctionnellement conservés chez toutes les espèces des rhizobia et leurs 

mutations provoquent une perte complète de la capacité à noduler les plantes hôtes. En effet, ces 

gènes sont indispensables pour induire la déformation des poils absorbants en forme de crosse 

(curling) et inciter les cellules végétales à se diviser (Rosenberg, 1997) sous l'effet de la production 

d'oligosaccharides (facteurs nod). 

 

Les gènes nod I et J ont été  identifiés chez de nombreux rhizobia (Fellay et al, 1995 ; van Rhijn 

et Vanderleyden, 1995). Ces gènes situés en aval du gène nod C, codent pour les protéines de 

transport externe Nod I et Nod J de la membrane bactérienne lesquelles présentent des homologies 

de structure avec des protéines de système de transport membranaire ATP-dépendant, impliquées 

dans l’exportation de polysaccharides. Une mutation dans l'un de ces deux gènes se traduit par une 

diminution importante de la quantité de facteurs Nod (Rosenberg, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Synthèse bibliographique 

 

10 
 

 

   

                                                                                                                  

                                                                                         

                                              ARN polymerase 

 

 nod D 

Promoteur 

Nod-box 

 

Opérateur   

nod A nod B 

 

nod C nod I nod J nod H nod L  

                                    Complexe                                                                     transcription 

                             protéine - flavonoïde              

        ARNm                      ARNm 

          Protéine D   

                                                                                                                                                                                                                                     

                                                          Flavonoïdes                       

      

 Protéine Nod D         

 

                                                       

          

Nod D (actif) : 

 Complexe protéine-flavonoïde 

 Figure 2 : Régulation de l’opéron nod en présence des flavonoïdes 

 

 

2.2.3.  Les gènes spécifiques  

On rencontre différents gènes spécifiques présents chez certaines espèces et non chez d’autres. 

Leur rôle étant de coder pour des enzymes catalysant les modifications entre les différents radicaux  

du facteur Nod. On peut citer :  

- Le gène nodH, présent chez R.meliloti, code pour une sulfotransférase qui va permettre 

l’introduction d’un groupement sulfate sur l’unité réductrice.  

- Le gène nodL code pour la protéine Nod L qui permet, chez R.meliloti l’acétylation sur 

l’unité non réductrice (Terefework, 2002). 

 

 

 Facteur Nod 

 

Gènes spécifiques  
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Tableau 4 : la fonction biochimique de quelques gènes nod et leur espèces (Dénarié et al, 1996). 

Gènes nod                                          Fonctions           espèces 

G
èn

e 
ré

g
u
la

te
u
r 

 

nod D 

 

 

Régulateur de type Lys-R 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Toutes les espèces de 

Rhizobium 

G
èn

es
 c

o
m

m
u
n
s 

Les gènes de synthèse de 

squelette  lipo-chito-

oligosaccharidique : 

nod C 

nod A 

nod B 

Les gènes d’exportation 

des facteurs Nod a 

l’extérieur : 

nod I 

nod J 

 

 

N-acétyl-D-glucosaminyl 

transférase 

N-acyltransférase 

N-D-acétylase 

 

 

 

ATP-dépendant 

Protéine membranaire 

 

G
èn

es
 s

p
éc

if
iq

u
es

 

Les substitutions de coté 

non-réducteur :  

nod L 

nod U 

Les substitutions de coté 

réducteur : 

nod P 

nod H  

nod Z 

 

 

 

Acetyl-transférase 

Carbamoyl transférese 

 

 

ATP sulfurylase 

Sulfotransférese 

Glycusyl transférase 

 

R.tropici 

R.fredii  

R.leguminosarum 

R.melilloti 
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          2.2.4. Les facteurs Nod  (structure et synthèse) 

Après la transcription, les gènes nod produisent des enzymes qui contrôlent la synthèse de 

molécules indispensables au processus de nodulation. Ces signaux, généralement connus sous le 

nom de facteurs Nod, sont des molécules lipo-chito-oligosaccharidiques (Terefework, 2002). Ils 

sont constitués d’un squelette de trois à six résidus N-acétyl-D-glucosamine réunies par des liaisons 

β (1-4) (structure de la chitine), substitué par une chaine d’acétyl au niveau de l’extrémité non 

réductrice et portant divers motifs structuraux aux deux extrémités de la chaine oligosaccharidique 

(figure 3).       

    

Les facteurs Nod sont responsables de la spécificité, de la reconnaissance entre les symbiotes, et 

du déclenchement de la nodulation. En effet, même émis à des concentrations minimales, ces 

signaux peuvent déclencher des réponses symbiotiques chez la plante telles que la déformation des 

poils radiculaires, la division corticale des cellules et la formation de nodule primordial (Debelle et 

al, 2001).  

 

Les gènes communs nod ABC déterminent la synthèse de la structure de base commune à tous 

les facteurs Nod (Denarie et al, 1996). La protéine NodC catalyse la synthèse du chito-oligomère et 

en contrôle la longueur. L’unité de glucosamine à l’extrémité non réductrice est désacétylée par 

nodB, et substituée par une chaine d’acide gras par nodA. Les gènes nod spécifiques modifient le 

squelette oligochitinique à l’aide de substitutions particulières  et confèrent  aux facteurs Nod leurs 

spécificités. 

 

Aucune corrélation n’a été observée entre le type de facteur Nod produit par le Rhizobium et les 

plantes nodulés. Par exemple : les facteurs Nod produits par R.etli et  R.loti  sont identiques mais les 

deux espèces ont des gammes d’hôtes distinctes.   
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Figure 3: Structure et synthèse du squelette de base des facteurs Nod                                                                                                                                                                                                          

 

nodC est une N-acétyl glucosaminyl transférase synthétisant un oligomère de chitine. nodA est 

une acyltransférase impliquée dans le greffage d’une chaîne d’acyl sur le squelette 

oligosaccharidique désacétylée par la protéine NodB. Des résidus de nature différente  (R1 à R5) 

sont ajoutés au squelette de base et modulent la spécificité d’hôte de la souche.    

       

2.3. Les gènes de la nitrogénase (nif) 

En plus des gènes nod, les rhizobia possèdent d'autres gènes interviennent dans les étapes 

tardives de la symbiose (après la formation du nodule). Ils sont plus de 17 gènes organisés en 

opérons (Dupuy et Nougier, 2005).  

 

Ils sont découverts sur les plasmides bactériens et codent pour la synthèse et le fonctionnement 

d'un complexe enzymatique catalysant la réduction de l'azote et connu sous le nom de nitrogénase 

(Hopkins, 2003). Cette enzyme a été mise en évidence uniquement chez les procaryotes. Elle est 

très conservée chez les bactéries fixatrices d’azote tant au niveau de sa séquence que de sa structure. 

Cette enzyme est constituée de deux métalloprotéines de tailles différentes :  

 

 le site de la réduction du substrat est la protéine MoFe ou dinitrogénase (245 KDa), 

 le donneur d’électrons est la protéine Fe ou dinitrogénase réductase (64 KDa).  
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L’expression des gènes nif dépend d'un activateur de la transcription appelé nif A et d'un facteur 

sigma spécifique produit de rpoN, qui reconnaît des sites promoteurs particuliers en amont des 

opérons nif (régulation positive). Il existe aussi une protéine de régulation négative nif L qui à une 

activité antagoniste à celle de nif A. elle consiste a inhiber la synthèse des gènes nif en condition 

d’aérobie  (Spaink et al, 1998) (voir figure 4). 

 

La régulation de la fixation d’azote chez les  Rhizobium  impose deux systèmes différents qui 

répondent à des variations de concentration de l’azote fixé ou de l’oxygène externe.                                                     

 

2.3.1. La régulation par le système central Ntr 

Dans des conditions de limitation en azote le système de régulation central Ntr (nitrogen 

regultion)  aura lieu. Il est composé d'un système régulateur à deux composantes NtrB, NtrC, Des 

protéines PII (GlnK et GlnB) et le GlnD  (Abdelmadjid, 2010). 

 

Lorsqu’il y a une carence en azote au niveau du sol le système Ntr va activer la phosphorylation 

de NtrB qui fournit à son tour un groupement phosphoryle à NtrC. Dès que la phosphorylation de 

NtrC est activée, la transcription des autres gènes nif aura lieu (Abdelmadjid, 2010). 

 

2.3.2. La régulation par le système Fix L J 

Lorsqu’il y a absence d’O2 le système FixL J joue un rôle très important dans l’expression des 

gènes nif. La protéine régulatrice FixL située sur la membrane des bactéroïdes détecte le taux 

d’oxygène (condition d’anoxie), Cette dernière s’autophosphoryle afin que la protéine FixJ est 

phosphorylée aussi par l’utilisation de FixL-Phosphate comme donneur. Ceci permet l’activation de 

la transcription des différents gènes et particulièrement celle de nifA (activateur de la transcription 

des gènes nif) (Domergue, 2006). 
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Gènes de  régulation                                  site d’initiation de 

                                                                   La transcription 

 Positive       négative                                                                            gènes  de structure  

 

                                                                                                                                La transcription                                                                                          

            ARNm                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

                                                                              ARNm                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

                                                                             

                                                                             Chaine α      Chaine β         

                                                                                                                             Chaine de la                       

                                                                                      Chaine de la                     dinitrogénase      

                                                                          dinitrogénase réductase 

 

                                                                                              NITROGENASE                                                                                                                                                                                 

 

 

                                  

  Figure 4 : la régulation de l’expression des gènes nif 
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Les gènes nif K, nif D, nif H sont les gènes de structure de la dinitrogénase réductase et de la 

dinitrogénase. Le produit de gène nifH code pour la réductase, alors que le produit des gènes nifD, 

K codent pour les polypeptides de la protéine à cofacteur FeMo (Hopkins, 2003). 

 

Les gènes nif Q, B, V, N et E codent pour des protéines dont les produits sont impliqués dans la 

biosynthèse et l'assemblage du cofacteur Fe-Mo. Alors que le produit des gènes nif F et J sert au 

transport des électrons. Le produit des gènes nif S et U prend une place dans le processus de la 

dinitrogénase et celle de nif M dans le processus de la dinitrogénase réductase (Gharzouli, 2006). 

(Tableau 5). 

Tableau 5 : les différents types de gènes Nif et leurs fonctions  

Gènes nif Fonctions 

Gènes 

régulateurs 

nif A Régulation positive ; régulateur de la transcription 

de tous les gènes nif, fix et autres gènes 

nif L Régulation négative ; Inhibe l’expression de gènes 

nif 

Gène de structure 

nif H Code la Protéine Fe nitrogénase 

nif D Code la sous unité α protéine MoFe 

nif K Code sous unité β protéine MoFe 

nif E Code la biosynthèse cofacteur MoFe 

nif N Code la biosynthèse cofacteur MoFe 

nif B Code la biosynthèse cofacteur MoFe 

nif S Code pour la Cystéine désulfurase 

nif W Requis pour l'activité de la protéine MoFe 

nif X inconnue 
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2.4. Le gène ribosomique ARNr 16S 

De nombreux travaux ont montré que les ARNr étaient de bons outils phylogénétiques pour 

établir les liens de parenté entre tous les êtres vivants et ce en raison de leur universalité, leur 

abondance, leur taille convenable aux analyses comparatives.  

 

L’ARNr contient des régions de séquences hautement conservées. Chez les procaryotes les gènes 

codant pour les ARNr sont organisés en opérons appelés rrs (ribosomal RNA small subunit). Le 

gène qui code l’ARNr 16S est codé pour la petite sous unité ribosomique SSU (Small subnite unite) 

d’environ 1540 pb. 

 

 Woese (1987) a montré que le gène de l’ARNr 16S était présent chez tous les organismes 

procaryotes, qu’il a la même fonction et que sa structure primaire est conservée. Plusieurs 

chercheurs l’ont utilisé pour une approche rapide afin d'évaluer la variabilité génétique entre les 

Rhizobium (Laguerre et al, 1994 ; Nour et al, 1994). Cependant, la présence de plusieurs copies du 

gène au sein d’un génome peut conduire à des hétérogénéités de séquences entre les copies. Le gène 

de l’ARNr 16S représente en moyenne 0,05 % du génome du procaryote (Rodriguez-Valera, 2002).  

Phylogénétiquement, il est admis que des séquences partageant moins de 97% de similarité 

correspondent à des espèces différentes. Le pouvoir résolutif de l’ARNr 16S, a priori suffisant pour 

séparer des espèces différentes, ne permet pas, par contre, de regrouper des espèces identiques. Si le 

pourcentage d’identité des ARNr 16S  de deux souches est supérieur ou égal à 97%, leur placement 

dans une unique espèce ou dans deux espèces différentes doit reposer sur les résultats des 

hybridations ADN/ADN (kitouni, 2007). 

 

3- LA PHYLOGENIE MOLECULAIRE 

La phylogénie est une discipline émergeante. Elle permet d’étudier les espèces afin de les 

classer en fonction de leurs ressemblances phénotypiques (phylogénie phénétique) ou en fonction 

de leurs séquences géniques (phylogénie moléculaire). Les relations de parenté sont généralement 

représentées sous forme d’un arbre phylogénétique ou dendrogramme (Luchetta et al, 2005).  

 

L'objectif de la phylogénie est d'aboutir à une représentation statistique (arbre) qui permet aux 

systématiciens de bien visualiser les relations phénotypiques et/ou génotypiques entre les différents 

taxons analysés, en se basant sur des théories de construction d'arbres bien établies. 
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Dans le cas de comparaison des séquences ADN (séquences codantes ou non), les mutations par 

substitution ou par insertion/délétion fournissent beaucoup d'informations sur l'évolution des 

séquences comparées.  

 

La phylogénie introduit deux concepts permettant de différencier deux gènes très proches 

(homologues) du point de vue de leurs séquences primaires :  

 

1. Les gènes dérivant d’un gène ancestral par spéciation sont appelés orthologues et présentent 

de fortes probabilités pour posséder des fonctions similaires. 

2. Les gènes produits par une duplication à l’intérieur du génome d’une même espèce sont 

appelés paralogues et s’orientent vers une divergence fonctionnelle, puisque la copie à 

travers le processus de l’évolution semble avoir adopté une nouvelle fonction (Philippe, 

2009). 

 

3.1. Les données de la phylogénie 

La construction de la phylogénie est basée sur  deux grands types de données :  

 Les données liées aux caractères phénotypiques : comprennent les caractères 

observables (différents états : morphologiques, biochimiques et physiologiques; par 

exemple enzyme actif / non actif) et les patterns binaires (de type présence d’un 

caractère donné / absence de ce même caractère ; exemple présence d'une bande 

électrophorétique / son absence). 

 Les données moléculaires : telles que les séquences nucléotidiques dont les séquences 

ADNr 16S, les séquences des cytochromes C, la ribulose 1,5-biphosphate carboxylase 

et les séquences du facteur d'élongation alpha (tuf) (Djekoun, Hamidechi, 2013). 

La figure 5 ci-dessus représente les différentes étapes de la construction des arbres 

phylogénétiques : 
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Figure 5 : les différentes étapes de construction de la phylogénie  
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La phase capitale avant toute construction phylogénétique étant l'alignement multiple. Celui-ci 

est réalisé dans le but de comparer plusieurs séquences géniques (ou protéiques) en même temps et 

de fournir une matrice de distances qui constituera la base de la construction du dendrogramme.  

 

L'alignement multiple peut être réalisé grâce à plusieurs programmes informatiques dont 

ClustalW, Multalin, phylip, PhyML, etc. 

 

Le résultat de l'alignement multiple est un ensemble de séquences présentées chacune dans une 

ligne pour pouvoir les comparer position par position et voir s'il ya concordance (identité parfaite 

des nucléotides) ou dis-concordance entre les nucléotides des séquences alignées. Ces dis-

concordances sont des mutations par substitutions. La matrice des distances obtenue après 

alignement multiple mesure le pourcentage de ces dis-concordances entre l'ensemble des séquences. 

 

Dans l'exemple suivant, il est possible de visualiser le résultat d'un alignement multiple : 

 

 
Positions de l'alignement 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Séquence 1 G T A T C A C C G 

Séquence 2 A T A C C A C T G 

Séquence 3 T - A A C A C C G 

Séquence 4 T T A T C T C T G 

Séquence 5 T T A T C A C C G 

Séquence 6 T A A C C A T C G 

 

Dans cet exemple de lecture d'un alignement multiple, il est à constater la mutation par 

substitution entre les deux séquences 1 et 2 dans la première position de cet alignement ou encore 

entre les séquences 4 et 5 en position 8 avec une substitution entre les nucléotides T de la séquence 

4 et le nucléotide C de la séquence 5.  

 

La séquence 3, en position N°2 ne présente aucun nucléotide. Ceci revient au fait que cet 

individu aurait perdu son nucléotide T par délétion. On parle à ce niveau de gap ou de brèche ou  
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encore Indels (Insertion/Délétion). Il faut noter que le nombre des Indels affecte négativement la 

qualité des alignements. 

En fin, des zones de fortes conservations sont à indiquer; il s'agit des sites N°3, 5 et 9 où l'on 

note une forte identité des nucléotides entre l'ensemble des séquences. De tels sites ne font 

qu'améliorer la qualité de l'alignement. 

 

3.2. Les gènes ménagers (MLST) 

L’expression d’un gène cible est exprimée par rapport à des gènes de référence appelés gènes 

d’entretien ménager ou gènes domestiques. Ils sont toujours exprimés car codent pour la synthèse 

des protéines dont l’activité  et la fonction sont indispensables à la vie cellulaire. Ils sont donc 

toujours présents dans toutes les conditions (Romaric. 2006). 

 

Ces gènes sont considérés comme un outil de choix dans les expériences de typage moléculaire 

afin de permettre la différenciation entre les espèces très proches. 

Il existe plusieurs types de gènes de ménage  

 

       3.2.1. La sous-unité α de l’ADN polymérase (rpoA)  

Le gène rpoA  codant pour la sous-unité α de l'ARN polymérase dépendante de l'ADN.  C’est 

une enzyme qui responsable a  L'initiation de la transcription nécessite que la sous-unité σ de l'ARN 

polymérase qui se fixe sur l'oligomère α2ββ' (appelé "co-enzyme") pour former l'holoenzyme 

α2ββ’σ. 

 

        3.2.2. La sous-unité β de l’ADN polymérase (rpoB)  

Le gène rpoB, codant la sous-unité β de l’ARN polymérase, fourni une résolution 

phylogénétique comparable, en  particulier dans l’analyse des isolats étroitement liés avec le gène 

ARNr 16S, donc il permet de révéler de nouvelles espèces  bactériennes et d’affiner l’analyse de la 

communauté bactérienne. 

 

        3.2.3 La sous-unité β de l’ADN gyrase (gyrB)   

Le gyrB est un gène qui code la protéine de la sous -unité β de l’ADN gyrase (ou la 

topoisomérase II). C’est une enzyme qui est responsable de la présence des surenroulements 

négatifs dans les chromosomes bactériens et qui joue un rôle crucial dans leur réplication (watt et 

higgins, 1994). La sous-unité de l’ADN gyrase est essentielle pour la survie des cellules 

bactériennes. Le transfert horizontale de ce gène est rare ce qui explique son utilisation dans la 
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classification taxonomique des bactéries ( Sawada et al, 1999 ; Watanabe et al, 2001 ; Fucushima et 

al, 2002 ; Yanez et al, 2003).    

 

         3.2.4. Recombinase A (recA)   

Le recA est un gène qui code pour la protéine Recombinase A (recA) qui joue un rôle essentiel 

dans la réparation et la maintenance de l’ADN. La protéine recA a un intérêt particulier pour la 

phylogénie moléculaire en raison de ses propriétés stables (Pleckaityte, 2010). 

 

4- METHODES DE CONSTRUCTION DE PHYLOGRAMME 

Plusieurs méthodes ont été développées pour construire un arbre phylogénétique à partir d'un 

ensemble de données mesurées ou observées sur un ensemble d'individus. Ces données peuvent être 

phénotypiques (caractères morphologiques, physiologiques, etc.) ou génotypiques (séquences 

d'ADN ou de protéines). De manière générale, les méthodes de construction phylogénétique 

peuvent être divisées en : 

 Méthodes Algorithmes de classification 

T
y
p
es

 d
e 

d
o
n
n
ée

s 

 

Caractères 

Parcimonie  

   Pas d'algorithme Maximum de vraisemblance   

 

Distances 

Minimum d'évolution - UPGMA 

- Neighbor-Joining (NJ) Carrés moyens 

 

 

4.1. La méthode Neighbor-joining (NJ)  

C’est un procédé de construction des arbres phylogénétiques basé sur le calcul de distances entre 

les séquences prises deux à deux (Saitou et Nei, 1987). Ces distances expriment les différences 

génétiques entre les séquences comparées en mesurant le pourcentage de mutations entre toutes ces 

paires de séquences (Substitutions et Insertions/Délétions). Il permet d'identifier les paires de 

séquences voisines avec des faibles taux de mutations qui minimisent la longueur totale des 

branches de l’arbre à construire  (Kitouni, 2007). 

 

C’est une méthode rapide qui s'intéresse aux séquences de fortes identités dites séquences 

homologues. Cette méthode ne tient pas compte de la théorie de l’horloge moléculaire pour la 

construction des dendrogrammes. Elle se base par contre sur le principe d'attribuer au 

dendrogramme des branches dont la longueur totale est la plus petite possible (minimum d'évolution 

moléculaire) (Coutouly, 2006).    
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4.2. La méthode de  parcimonie 

La méthode de parcimonie utilise comme données, pour la construction phylogénétique, le 

résultat d’un alignement multiple. Seuls les sites informatifs de l’alignement multiple sont pris en 

considération. On appelle site informatif dans un alignement multiple toute position de cet 

alignement qui comprend au moins deux nucléotides différents et dont chacun est répété au moins 

deux fois (Djekoun et Hamidechi, 2013). L’arbre construit par la méthode de parcimonie ne tient 

compte que de ces sites informatifs. 

  

L’exemple suivant indique les sites informatifs dans un alignement multiple dans les positions 2, 

3 et 7 : 

 1 2 3 4 5 6 7 

individu 1 C G T G A A A 

individu 2 C G T G A C A 

individu 3 C C A A A C C 

individu 4 C G A A C - G 

individu 5 C C C C T G C 

 

La méthode de parcimonie construit tous les arbres possibles entre les cinq individus, mais ne 

retient que l'arbre le plus parcimonieux. Celui-ci contient le nombre le plus petit de mutations entre 

ces individus. 



Méthodologie expérimentale 

 

24 
 

1- MATERIEL 

 

1.1. Origine des séquences 

Les huit espèces retenues dans cette étude ont été sélectionnées sur la base de la disponibilité de 

leurs séquences nucléotidiques soumises dans la banque de données nucléotidiques Genbank 

hébergée sur le portail du National  Center  for  Biotechnology Information (NCBI
1
). Ces espèces 

sont : 

R.leguminosarum  R.etli 

R.gallicum  R.multihospitium 

R.giardinii  R.pisi 

R.leucaenae  R.tropici 

 

Un total de 56 séquences nucléotidiques des différents gènes a concerné cette analyse. Les gènes 

retenus sont : 

1. Gène ARNr 16S  

2. Gène nodC  

3. Gène nifH 

4. Gènes ménager :  

a. la sous-unité α de l’ADN polymérase (rpoA), 

b. la sous-unité β de l’ADN polymérase (rpoB),  

c. la sous-unité β de l’ADN gyrase (gyrB), 

d. et la recombinase A (recA). 

Les structures primaires des séquences de ces gènes sont portées sur l’annexe N° 2 avec leurs 

codes d’accession de Genbank (Annexe N°3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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1.2. Outils d’exploitation des séquences 

1.2.1. Algorithme ClustalW 

ClustalW est un programme de réalisation d’alignement multiple disponible en ligne mais non 

téléchargeable. À partir d’un ensemble de séquences (taxons), l’algorithme mesure les meilleures 

identités (score de l’alignement). Il fait ressortir la meilleure paire de séquences ayant le meilleur 

score d’alignement, puis passe à la troisième séquence qui présente le meilleur score d’alignement 

par rapport à la paire déjà alignée. L’algorithme continue toutes les comparaisons pour finir avec la 

dernière séquence à inclure dans l’alignement multiple (Tagu et Risler, 2010). Ainsi, les séquences 

les plus identiques sont alignées en premier puis l’alignement progresse vers les séquences les plus 

distantes ou les plus divergentes. Le nombre d'alignements possibles entre n séquences est donné  

par la relation : 

         

 
 

 

1.2.2.  MEGA 4.0 

Le programme MEGA a été utilisé pour construire les arbres phylogénétiques entre les différents 

taxons. C’est un logiciel libre de droits et téléchargeable à partir de plusieurs sources Internet 

disponibles sur différents moteurs de recherches (google, yahoo, altavista, ....) (Annexe N°5). 

 

2- METHODES 

2.1. L’alignement multiple  

L’alignement multiple fait ressortir des zones de forte similarité et / ou des zones de faible 

similarité. Celles-ci s’expliquent par des taux de mutations (substitutions ou insertions / délétions) 

très élevées entre les séquences alignées.  Au contraire, les zones de forte similarité retrouvées dans 

l’alignement multiple indiquent une forte conservation des nucléotides (ou des acides aminées) 

entre ses séquences (Djekoun et Hamidechi, 2013). 

 

La qualité de l’AM de nos séquences a été appréciée positivement lorsque les zones de forte 

conservation sont plus importantes en taille (paire de base) par rapport à celles de faible 

conservation.  

 

L’alignement multiple a concerné les séquences de chacun des gènes retenus pour cette étude.
 

Ces séquences de gènes ont été enregistrées sous le format FASTA pour pouvoir les utiliser sur le 
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logiciel MEGA. Seules, les séquences des gènes de ménage ont été additionnées les unes aux autres 

pour former une seule séquence et ce pour chacune des espèces retenues pour cette analyse (Annexe 

N°7).  

2.2. Paramétrage de ClustalW22 

Dans une première étape, les huit séquences de chacun des gènes ont été soumises au programme 

de clustalW2 en tenant compte, dans une deuxième étape, des réglages de ses paramètres comme 

suit :  

 Alignement type : slow (lent) au lieu de Fast (rapide) car ce dernier est approximatif.  

 DNA Weight Matrix (matrice de poids d’ADN) : choisir la matrice IUB qui tient compte de 

l’ambiguïté du code génétique (voir Annexe N°4) alors que la matrice clustalw ne tient 

compte que des identités (match scoré à 1) et des différences (mismatch scoré à 0) 

 Gap Open ou Ouverture de  gap : scorée à la valeur de -10. Une ouverture de gap est la 

première brèche d’une série de trous consécutifs observés sur un alignement : 

A T T C G - - - - C T A CTT : Le premier gap après le nucléotide G est l’ouverture de gap. 

Les trois suivants sont appelés extension de gap. 

 extension de gap : Dans l’exemple précédent, ce sont les indels qui suivent immédiatement 

l’ouverture de gap. Chacun d’eux est pénalisé avec la valeur de score de - 0.2  

 Itération : alignement  

 Numiter : 1 

 Clustering : NJ  

 Format : clustalW / numbers 

 Ordre : aligné 

 

Les séquences alignées de ces procédures sont revérifiées manuellement et des ajustements sont  

apportés à cet alignement. 

 

2.3. Construction des arbres phylogénétiques 

Après avoir aligné les séquences nucléotidiques des différents gènes, les arbres phylogénétiques 

sont construits par le programme MEGA 4.0 en utilisant la méthode neighbor-joining (NJ). La 

validité des différents clades des phylogrammes a été testée par le bootstrap (1000 répétitions ont été 

réalisées). La correction des distances a été effectuée par la méthode de Kimura à deux paramètres 

avant de procéder à la construction phylogénétique 

                                                           
2
 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 

 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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2.3.1. Méthode de Kimura à deux paramètres 

Cette méthode tient compte de la proportion entre le nombre de transitions (α) et transversions 

(β) qui sont différents (α≠ β), les transitions et les transversions ne sont pas équivalentes en termes 

de proportions. Les transitions étant plus nombreuses (Djekoun et Hamidechi, 2013). Si P est la 

fréquence des transitions, Q la fréquence des transversions et d la distance, la formule de cette 

méthode est la suivante : 

     
 

 
           

 

 
         

 

2.3.2. Test de robustesse des phylogrammes (bootstrap)  

L’analyse de la robustesse des dendrogrammes par bootstrap est utilisée pour compléter la 

construction de l'arbre phylogénétique. Elle permet de déterminer si l’ensemble des données 

(séquences alignées) confirme les relations de parenté existant entre les différents taxons analysés 

(Efron, 1979 ; Felsenstein, 1985).  

 

Le bootstrap consiste à construire plusieurs arbres à partir de plusieurs échantillons aléatoires 

tirés de l’alignement multiple, avec remise des caractères. Chaque échantillon de l’alignement 

multiple aura la même taille que le sous-ensemble de départ mais ne comportera qu’une partie  des 

caractères (Vervoort, 2005). L’opération de construction est donc réalisée 100 à 1000 fois. La 

valeur de bootstrap correspond à sa fréquence d’obtention sur les différentes topologies  obtenues. 

(Kitouni, 2007).   
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1. RESULTATS 

L’alignement multiple a montré que les séquences des gènes diffèrent par rapport à leurs 

structures primaires et par rapport à leurs longueurs. Ces constats expliquent la présence des 

gaps (brèches) dans les différents alignements. Les nombres de gaps sont différents d'un 

alignement multiple à un autre en fonction de la nature des familles de gènes comparés lors de 

cette analyse (Tableau 6).  

 

Nous constatons un minimum dans le nombre de gaps  dans la famille du gène NifH (n = 4) 

comparativement au reste des séquences. Cependant, nous constatons un nombre important de gaps 

dans le cas de l'alignement multiple des gènes ménagers (n = 292). 

 

Tableau 6 : Qualité des alignements multiples des différentes familles de gènes 

Familles de gènes Nombres de gaps 

ARNr 16S 41 

Ménagers 292 

nodC 16 

nifH 4 

 

1.1. Arbre phylogénétique du gène ARNr 16S 

La figure6 montre l’arbre phylogénétique obtenu à partir des séquences du gène ADNr 16S 

construit selon l’algorithme NJ. L’arbre est divisé en deux clades A et B. 

  

Le clade A comprend trois groupes de gènes différents (I, II, III). Le groupe I renferme les 

souches R. pisi, R. etli et R. leguminosarum. A l’intérieur de ce groupe, notons la forte identité des 

deux individus R. pisi et R. etli (d = 0,0018 +  0,0021 = 0,0039 ; soit 0,39% de différence entre leurs 

deux séquences) par rapport à R. leguminosarum. Celui-ci présente une distance de 0,0092 (soit 

0,0045 + 0,0026 +0,0021 = 0,0092) par rapport à R. etli et une distance de 0,0089 (0,0045 + 0,0026 

+0,0018 = 0,0089) par rapport à R. pisi. 

 

La valeur de bootstrap du clade R. pisi, R. etli est de 69%. Ceci exprime que sur 1000 arbres 

construits aléatoirement à partir de différentes portions de l'alignement multiple, le clade R. pisi, R. 

etli revient dans 690 cas. Cette valeur de bootstrap exprime la robustesse de l'arbre obtenu d'une 

part et la forte identité des deux souches d'autre part. 



Résultats et Discussion 

 
 

29 
 

Le groupe II est constitué des individus R. leucaenae, R. multihospitium et R. tropici. Ce groupe 

de gènes est éloigné du groupe I d’une distance de 0,0160 (soit 0,0113 + 0,0047). 

 

Le groupe III est constitué de la seule espèce R. giardinii. Sa distance avec le groupe I est de 

0,0436 (soit 0,0299 + 0,0024 + 0,0113) et est de 0,0370 avec le groupe II. 

 

Le clade B, renferme R. gallicum qui présente la séquence ADNr 16S la plus divergente de 

toutes les Rhizobium ayant concerné cette analyse.  

 

Figure 6 : Arbre phylogénétique du gène ADNr 16S construit par la méthode NJ 
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1.2. Arbre phylogénétique des gènes de ménage 

     L’arbre de séquences concaténées des gènes ménagers (rpoA, rpoB, gyrB, recA) est illustré dans 

la figure 7. 

 

Cet arbre est également partagé en deux clades différents A et B. Le premier clade regroupe cinq 

espèces qui sont : R. etli, R. gallicum, R. tropici, R. leucaenae et R. multihospitium. La souche R. 

etli et R. gallicum sont dans le même clade. La souche R. tropici est plus proche du clade R. etli et 

R. gallicum comparativement aux deux souches R. leucaenae et R. multihospitium.  

 

Figure 7: Arbre phylogénétique des gènes ménagers construit par la méthode NJ 
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1.3. Arbre phylogénétique de gène Nod C 

      L’arbre de gène Nod C (figure 8) est divisé en deux clades (A et B). Le clade A comprend R. 

pisi, R. multihospitium, R. etli, R. leucaenae et R. tropici. Le clade B est constitué d’une association 

de R. gallicum avec R. leguminosarum et R. giardinii avec la valeur de bootstrap de 100%. 

 

Figure 8 : Arbre phylogénétique de gène nod C construit par la méthode NJ 
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1.4. Arbre phylogénétique de gène nif H 

       La figure 9 représente l’arbre phylogénétique de gène nif H qui se divise en deux clades (A, B). 

Le clade A regroupe sept souches. Le deuxième clade renferme la seule espèce R. leguminosarum.      

 

Figure 9 : arbre phylogénétique de gène nif H construit par la méthode NJ 
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2. DISCUSSION 

Les constructions phylogénétiques apportent un supplément d'informations dans la taxonomie du 

fait qu'elles s'intéressent à des données moléculaires, et donc plus spécifiques, telles que les ADNr 

16S ou encore les gènes de certaines régions très conservées le long de l'évolution des 

microorganismes (Cytochrome C, facteurs de transcription, les gènes de ménage, etc.). Cependant, 

il n'y a pas encore de consensus à proprement dire pour utiliser telle ou telle famille de gènes 

(Willems, 2006).  

 

Les familles de gènes s'expriment différemment entre les microorganismes non seulement à 

cause de leur rang systématique, mais également à cause des influences que leur font subir leurs 

environnements respectifs.  

  

Dans le cas de cette analyse, il a été constaté que les séquences expriment des topologies 

différentes selon les familles de gènes considérées. La comparaison de l'arbre 16S avec celui des 

gènes de ménage fait ressortir deux clades principaux dans les deux cas. Les clades A et B de l'arbre 

16S sont totalement disproportionnés avec sept souches contre une seule R. gallicum. Cependant, 

les clades A et B de l'arbre des gènes de ménage sont plus équilibrés. Nous observons cinq souches 

en clade A contre trois en clade B.  

 

Des valeurs de bootstrap de 100% ont été observées dans le cas de l'arbre des gènes de ménages. 

La plus forte valeur de bootstrap dans le cas de l'arbre 16S est de 94% et concerne le clade R. 

multihospitium et R. tropici. 

 

Ces valeurs marquent une différence dans la qualité des deux arbres, mais ne confirment pas 

encore une réalité systématique, car la valeur de bootstrap, à elle seule, reste insuffisante pour 

confirmer l'homologie des espèces (Margulies, 2003). 

 

Les deux arbres construits par les gènes nifH et nodC ont montré une ressemblance dans la 

disposition de la souche R. leguminosarum qui se situe dans les deux clades B des deux arbres. De 

plus R. giardinii et R. gallicum sont relativement conservées dans les deux arbres; ainsi que les deux 

espèces R. etli et R. pisi.  

 

Globalement, ces différences seraient dues à la qualité des séquences. En effet, les longueurs des 

séquences soumises dans la base de données GenBank ne présentent pas les mêmes longueurs ; ce 
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qui pourrait affecter considérablement la qualité des alignements avec l'apparition des gaps qui ne 

font que pénaliser la topologie de l'arbre construit (Perrière, 2012). Plusieurs séquences partielles 

sont soumises dans les bases de données et acceptées sans le moindre contrôle. Le nombre de 

séquences soumises a augmenté de manière exponentielle ces dernières années vues le 

développement spectaculaire des outils du génie génétique (dont la PCR et le séquençage). En 

consultant les statistiques éditées sur le site du NCBI, on constate que plus de neuf milliards de 

nucléotides constituent l'ensemble des séquences partielles et totales soumises à GenBank. 

 

De plus, il est à noter que la qualité "nucléotidique" des séquences n'est pas contrôlée au moment 

de la soumission des séquences sur GenBank et sur les deux autres bases de données, à savoir 

European Molecular Biology Laboratory (EMBL) et Dna Data Base of Japan (DDBJ). En effet, 

beaucoup de séquences montrent des ambigüités dans leurs nucléotides: Autres les caractères 

fondamentaux des quatre nucléotides (A, C, G et T), les séquences soumises contiennent d'autres 

types de codification tels que le caractère Y : Confusion entre C et T, ou encore R : Confusion entre 

A et G, etc. Ces caractères, non universels, affectent les scores des alignements et donc conduisent à 

une mauvaise interprétation des résultats des alignements et des arbres construits. 

 

Un autre fait peut affecter la fiabilité des arbres phylogénétiques. Les méthodes de construction 

sont variables et adaptées spécifiquement aux différents types de données phylogénétiques. Dans la 

méthode des distances (adoptée dans cette analyse), les arbres obtenus ne sont pas racinés. Les 

taxons comparés par leurs seules séquences, n'ont pas une séquence "out group" ou racine avec 

laquelle une comparaison supplémentaire pourrait donner plus 'informations et de crédibilité à 

l'arbre phylogénétique (Aguileta, 2008). 

 

Cette faible concordance entre les topologies des arbres obtenus n'est pas une différence 

absolue entre les huit taxons analysés. Elle exprime une divergence des différentes familles de 

gènes. Ainsi, si un groupe monophylétique de taxons est observé dans un clade d'un arbre donné 

(de 16S par exemple), il peut être dissocié et partagé en différents clades dans un deuxième arbre 

(gènes de ménage). 

 

L'une des meilleures utilisations des séquences nucléotidiques est la méthode MLST (Multi 

Locus Sequence Typing). Dans cette technique d'alignement, il est question de concaténer 

plusieurs séquences de gènes de ménage en plus du gène 16S.  
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Pour une plus significative phylogénie, une autre technique est à utiliser : l'approche MALDI-

TOF. Cette branche de métagénomique apporte plus d'informations car elle tient compte du 

séquençage total du génome des espèces bactériennes analysées dans un échantillon donné. 
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 CONCLUSION 

La phylogénie moléculaire est une approche émergente dans l'étude de la distribution des 

individus biologiques. Son utilisation devient une nécessité pour la mise en place des différents 

groupes (taxons) et la mise en évidence de leurs interrelations génétiques. 

 

Lors de cette analyse, nous avons constaté une différence structurale entre les différentes 

familles de gènes : 16S, Keeping House Gene, nodC et nifH. Ainsi, le gène 16S, par exemple ne 

présente pas la même structure primaire chez les huit espèces retenues pour cette analyse. 

L'alignement multiple a révélé des disconcordances entre les huit séquences comparées. Hormis 

l'espèce R. gallicum qui a exprimé de fortes identités avec les autres espèces (annexe 8), les 

distances entre les séquences 16S n'ont pas révélé de fortes homologies entre les espèces de 

Rhizobium 

 

La construction des arbres a conduit à des topologies distinctes d'une famille de gènes à une 

autre. Seuls les gènes nodC et nifH ont conduit à une similarité des clades. Ainsi, il serait plus 

approprié de se pencher sur le gène nifH pour des constructions phylogénétiques en plus des gènes 

classiquement utilisés dont 16S et nodC. 

 

Il est plus adéquat de procéder également à la concaténation d'au moins sept séquences House 

Keeping Genes au lieu de quatre comme dans le cas de cette analyse, afin d'aboutir à une topologie 

plus crédible, surtout dans le cas des isolats non identifiés systématiquement. 

 

Au terme de cette analyse, nous préconisons le respect des procédures microbiologiques 

standards depuis les techniques d'échantillonnage jusqu'aux étapes de la biologie moléculaire ; ce 

qui aura permis une identification polyphasique des isolats. 
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Annexe 1 

Classification de Rhizobium sp 

  

 Candidatus Rhizobium massiliae 

 Rhizobium alamii 

 Rhizobium aggregatum  

o non-classé Rhizobium aggregatum LMG 23059 

 Rhizobium alkalisoli 

 Rhizobium arachis 

 Rhizobium borbori 

 Rhizobium endophyticum  

o non-classé Rhizobium endophyticum CCGE 2052 

 Rhizobium etli  

o non-classé Rhizobium etli 8C-3 

o non-classé Rhizobium etli Brasil 5 

o non-classé Rhizobium etli bv. mimosae 

o non-classé Rhizobium etli bv. phaseoli 

o non-classé Rhizobium etli CFN 42 

o non-classé Rhizobium etli CIAT 652 

o non-classé Rhizobium etli CIAT 894 

o non-classé Rhizobium etli CNPAF512 

o non-classé Rhizobium etli GR56 

o non-classé Rhizobium etli IE4771 

o non-classé Rhizobium etli Kim 5 

 Rhizobium fabae 

 Rhizobium cellulosilyticum  

o non-classé Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2 

 Rhizobium cnuense 

 Rhizobium daejeonense  

o non-classé Rhizobium daejeonense L61 

 Rhizobium genosp. AI 

 Rhizobium genosp. AJ 

 Rhizobium genosp. AK 

 Rhizobium genosp. Q 

 Rhizobium genosp. R 
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 Rhizobium genosp. TUXTLAS-24 

 Rhizobium genosp. TUXTLAS-25 

 Rhizobium freirei  

o non-classé Rhizobium freirei PRF 81 

 Rhizobium galegae  

o non-classé Rhizobium galegae bv. officinalis 

o non-classé Rhizobium galegae bv. orientalis 

 Rhizobium gallicum  

o non-classé Rhizobium gallicum bv. gallicum 

o non-classé Rhizobium gallicum bv. gallicum R602sp 

o non-classé Rhizobium gallicum bv. phaseoli 

 Rhizobium lusitanum 

 Rhizobium genosp. TUXTLAS-26 

 Rhizobium genosp. TUXTLAS-27 

 Rhizobium genosp. TUXTLAS-28 

 Rhizobium giardinii  

o non-classé Rhizobium giardinii bv. giardinii 

o non-classé Rhizobium giardinii bv. giardinii H152 

o non-classé Rhizobium giardinii bv. phaseoli 

 Rhizobium grahamii  

o non-classé Rhizobium grahamii CCGE 502 

 Rhizobium hainanense 

 Rhizobium helanshanense 

 Rhizobium herbae 

 Rhizobium huautlense 

 Rhizobium indigoferae 

 Rhizobium leguminosarum  

o non-classé Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli 

o non-classé Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 

o non-classé Rhizobium leguminosarum bv. viciae 

 Rhizobium leucaenae  

o non-classé Rhizobium leucaenae USDA 9039 

 Rhizobium loessense 

 Rhizobium lupini  
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o non-classé Rhizobium lupini HPC(L) 

 Rhizobium mongolense  

o non-classé Rhizobium mongolense USDA 1844 

 Rhizobium multihospitium 

 Rhizobium nepotum  

o non-classé Rhizobium nepotum 39/7 

o non-classé Rhizobium nepotum AGR18 

o non-classé Rhizobium nepotum AGR19 

 Rhizobium oryzae 

 Rhizobium petrolearium 

 Rhizobium phaseoli  

o non-classé Rhizobium phaseoli Ch24-10 

 Rhizobium phenanthrenilyticum 

 Rhizobium pisi 

 Rhizobium pongamiae 

 Rhizobium pseudoryzae 

 Rhizobium pusense  

o non-classé Rhizobium pusense L2/2/1 

o non-classé Rhizobium pusense M2/1 

 Rhizobium rosettiformans  

o non-classé Rhizobium rosettiformans W3 

 Rhizobium selenitireducens  

o non-classé Rhizobium selenitireducens ATCC BAA-1503 

 Rhizobium skierniewicense  

o non-classé Rhizobium skierniewicense Ch11 

 Rhizobium soli  

o non-classé Rhizobium soli DS-42 

 Rhizobium sphaerophysae 

 Rhizobium sullae  

o non-classé Rhizobium sullae WSM1592 

 Rhizobium taeanense 

 Rhizobium taibaishanense  

o non-classé Rhizobium taibaishanense CCNWSX 0483 

 Rhizobium tarimense 
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 Rhizobium tibeticum 

 Rhizobium tropici  

o non-classé Rhizobium tropici CIAT 899 

 Rhizobium tubonense 

 Rhizobium mesoamericanum  

o non-classé Rhizobium mesoamericanum CCGE 501 

o non-classé Rhizobium mesoamericanum STM3625 

 Rhizobium mesosinicum 

 Rhizobium miluonense 

 Rhizobium undicola  

o non-classé Allorhizobium undicola ORS 992 

o non-classé Rhizobium undicola ATCC 700741 

 Rhizobium vallis 

 Rhizobium vignae 

 Rhizobium yanglingense 
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Annexe 2 

 

 Les séquences nucléotidiques (GenBank) des différents gènes de ménage du Rhizobium spp 
 

  Gènes       

 

Espèces 
rpoA rpoB recA gyrB 

R
. 

p
is

i 

CGGTCTCATCCCGGTCGACAGCCT

CTATTCGCCGGTCAAGAAGGTGTC

CTACAAGGTTGAAAATACCCGCGA

AGGACAGGTTCTCGACTACGACAA

GCTGAACATGACCATCGAAACCGA

TGGCTCGATCACCGGCGAAGACGC

CGTCGCTTTCGCGGCGCGCATCCT

CCAGGATCAGCTTGGCGTCTTCGT

CAACTTCGACGAGCCGCAGAAGGA

AACCGAAGAGGAAGCAGTCACCGA

ACTCGCTTTCAACCCGGCTCTCCT

CAAGAAGGTGGACGAACTCGAACT

GTCGGTCCGTTCGGCAAACTGCCT

GAAGAACGACAACATCGTCTACAT

CGGCGACCTCATTCAGAAGACCGA

AGCAGAAATGCTCCGCACGCCGAA

TTTTGGTCGCAAGTCGCTGAACGA

AATC 

 

AGAGCCCGAAAAGGCGGTCGTCCC

GACGAAGGTCTTCAGGCCGTCTTC

AAGTCGGTTTTCCCGATCACCATT

TCTCCGGCGCTTCCATGCTGGAAT

TCGTGTCCTATGAGTTCGAGCCGC

CGAAGTTCGACGTCGACGATGCCG

CCAGCGCGACCTGACCTATGCGGC

GCCGCTGAAGGTGACGCTGCGCCT

CATCGTGTTCGATATGACGAGGAT

ACCGGCGCCAAGTCGATCAAGGAC

ATCAAGGAACAGTCCGTCTACATG

GGCGACATGCCGTCATGACCAACA

ACGGCACGTTCATCGTCAACGGCA

CCGAGCGCGTGATCGTCTCCCAGA

TGCACCGTTGCCGGGCGTCTTCTT

CGACCACGACAAGGGCAAGAGCCA

CTCGTCTGGCAAACTGCTTTTTGC

TGCCCGGTCATTCCCTATCGCGGT

TCCTGGCTCGATATCGAATTCGAC

GCCAAGGACATCGTTTACGCCCGT

ATTACCGCCGCCGCAAGATTCCGG

TGACGTCGCTGCTGATGGCGCTCG

GCATGGACGGCGAGGAAATCCTCG

CACCTTCTACACGAAGTCGCTCTA

CAAGCGCGACGGCGAAGGCTGGCG

CATTCCCTTCAAGCCGGAAACCTG

AAGGGTGCCAAGGCGATCACCGAG

ATGGTCGACGCCGATACCGGCGAA

GTCGTCGTGGAAGCCGGCAGAAGC

TGACCCCGCGCTTGCTGCGCCAGC

TGTCCGATAAGGGCCTGAAGGCGT

TGAAGGCCGGCGACCGATCTTTAC

GGCAACTACCTCGCCGGCGACATC

GTCAACTACTCGACGGGTGAAATC

TATCTCGAGGCGGCGACGAAATCG

ACGAAAAGACGCTCGGCATCATCC

TGTCGAACGGTTTCGACGAGATCC

CGGTTCTCGCATCGACCACATCA 

 
 

GCAAGGCGCTTTGAAGCGGCACTCTC

ACAGATAGAGCGGTCGTTCGGCAAGG

GCTCGATCATGAAACTCGCTCCAACG

AGAATGTTGTCGAGATCGAAACGATT

TCGACCGGCTCGCTTGGCCTCGATAT

TGCACTCGCGTTGGTGGCCTGCCGAG

GGGGCGCATCATCGAGATCTACGGGC

CGGAAAGCTCGGGTAAAACGACGCTG

CTTTGCAGACCATTGCCGAAGCGCAG

AAGAAGGGTGGCATCTGCGCCTTCGT

CGATGCCGAACATGCGTCGATCCGGT

CTATGCCCGCAAGCTTGGCGTCGATC

TGCAGAACCTTCTGATCTCACAGCCC

GATACCGCGAACAGGCGCTTGAAATT

ACCGATACGCTGGTGCGCTCCGGCGC

TGTCGACGTTCTTGTCGTCGACTCGT

CGCCGCGCTGACGCCACGCGCCGAAA

TCGAAGGCGAGATGGGCGACAGCCTC

CCCGGCCTGCAGGCCGCCTGATGAGC

CAGGCGCTGCGCAAGCTCACCGCTTC

GATCTCGAATGCGAACA 

 

GGCGTCGGCGTTTCCGTCGTCAAT

GCGCTTTCCGTCTGGCTGAAGCTG

AAGATCCGCCGCCACGACAAGATC

CACGAAATGAGTTTCACCCATGGC

GTGGCCGATGCTCCGCTGAAGGTT

ACGGGCGAAGCGCCCAATGAGACC

GGCACAGAAGTAAGCTTCATGCCG

AGCACCGACACCTTCACTATGACG

GAATTCGACTACGGAACGCTGGAG

CATCGCCTTCGCGAGCTCGCTTTC

CTGAACTCGGGCGTGCGTATCCTG

CTGACTGACAAGCGCCATTCCGAT

ATCAAGCAGGAAGAACTGCGTTAT

GACGGCGGCCTCGAGGCTTTCGTC

GCCTATCTCGACCGAGCCAAGAAG

TCGCTCGTCGACAAGCCGGTCGCC

ATCCGCGGCGAAAAAGACGGCATC

ACCGTCGAAGTCGCGATGTGGTGG

AACGACAGCTATCATGAGAACGTG

CTTTGCTTCACCAACAACATTCCC

CAGCGCGACGGCGGCACGCATATG

GCCGGCTTTCGCGCGGCGCTGACG

CGTCAGGTCGTTTCCTATGCCGAC

AGTTCCGGCATCACCAAAAGGGAA

AAGGTGACGCTGCAGGGCGAAGAT

TGCCGTGAAGGCCTGACGGCCGTC

TTGTCGGTCAAGGTGCCGGATCCG

AAATTCTCCTCGCAGACCAAGGGA

CAAGCT 

 

R
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GGCGATGACAGCAAGCGCATGGTC

GTGCGCAAGCAGGGCCCAGGCGTG

GTAACGGCTGGCGACATCCAGACG

GTCGGCGACATCGAAATCCTCAAC

CCCGAGCATGTCATCTGCACGCTC

GACGAGGGCGCCGAAATCCGCATG

GAATTCACCGTCAACAACGGCAAG

GGCTACGTCCCGGCCGAGCGTAAT

CGTGCGGAAGATGCTCCGATCGGC

CTCATCCCGGTCGACAGCCTCTAT

TCGCCGGTCAAGAAGGTGTCCTAC

AAGGTTGAAAACACCCGCGAAGGA

CAGGTTCTCGACTACGACAAGCTG

AGCATGTCGATCGAAACTGATGGT

TCGATCACCGGCGAAGATGCCGTC

GCTTTTGCGGCTCGCATCCTCCAG

GATCAGCTTGGCGTCTTCGTCAAC

TTCGACGAGCCGCAGAAGGAAGCC

GAAGAAGAAGCAGTCACCGAACTT

GCTTTCAACCCGGCGCTCCTCAAG

AAGGTGGACGAACTGGAACTGTCT

GTTCGCTCGGCAAACTGCCTGAAG

AACGACAACATCGTCTATATCGGC

GACCTCATTCAGAAGACCGAAGCA

GAAATGCTCCGCACGCCGAATTTT

GGTCGCAAGTCGCTGAACGAAATC

AAGGAAGTTCTCGCTTCCATGGGC

CTGCAC 

 

GGCGACAAGATGGCCGGCCGTCAC

GGCAACAAGGGTGTCGTATCGCGC

ATCGTGCCGGTCGAGGACATGCGT

TCCTCGAAGACGGTACGCATGTCG

ACATCGTGCTGAACCCGCTCGGCG

TGCCGTCGCGCATGAACGCGGTCA

GATCCTCGAGACGCACCTTGGCTG

GGCTTGCGCCGGCATGGGTCGCCA

GATCGGCGAGCTGATGAAGCCTAC

AAGGCAAGCGGCAACATCGAGCCT

CTGCGCCAGACGATCGACATGGTC

GTCGGCGACGGTCGAAGAGCGACG

ACGTTCACGAGTATGACGATGCGT

CGGTCCTGCGTCTGGCTGATCAGT

GGAAGCGTGCGTGTCCATCGCGAC

CCCGGTCTTCGACGGCGCCGGCGA

AGTGGATGTCAACGAGATGCTCGA

AATGGCGGTCTGAAACAGACCGGT

CAGTCGACGCTCTATGACGGTCGT

ACCGGCGAGCAGTTCGACCGCCAG

GTCCGGTTGGCTACATCTACATGC

TGAAGCTCAACCACCTGGTCGACG

ACAAGATCCACGCCCGCTCGATCG

CCCGTACTCGCTCGTCACCCAGCA

GCCGCTGGGCGGCAAGGCGCAGTT

CGGCGGTCAGCGCTTCGGCGAATG

GAAGTCTGGGCGCTCGAAGCTTAC

GGCGCAGCCTACACGCTGCAG 

 

TTGAAGCGGCACTCTCTCAAATTGAG

CGGTCGTTCGGCAAGGGCTCGATCAT

GAAGCTTGGCTCGAACGAGAACGTGG

TCGAAATCGAAACAGTTTCCACCGGC

TCTCTGAGCCTCGATATCGCGCTCGG

CATCGGCGGTTTGCCGAAGGGGCGCA

TCATCGAGATCTACGGACCGGAAAGC

TCGGGTAAGACGACGCTGGCGTTGCA

GACCATTGCAGAAGCCCAGAAGAAGG

GCGGCATCTGCGCCTTCGTCGACGCC

GAACATGCGCTCGATCCGGTCTATGC

CCGCAAGCTCGGCGTCGACCTGCAGA

ACCTTCTGATTTCGCAGCCGGATACC

GGTGAACAGGCGCTTGAAATCACCGA

TACACTGGTACGCTCCGGCGCCGTCG

ACGTTCTCGTCGTTGACTCCGTTGCT

GCGCTGACGCCGCGCGCCGAAATCGA

AGGCGAAATGGGCGACAGCCTGCCGG

GCCTGCAGGCGCGCCTGATGAGCCAG

GCGCTACGCAAGCTCACCGCTTCGAT

CTCGAAGTCC 

 

TCCGGCGGCCTGCATGGCGTCGGT

GTTTCGGTCGTCAACGCTTTGTCC

GTCTGGCTGAAACTGAAGATCCGC

CGCCAGGGCAGGATCCATGAAATG

AGCTTCACCCACGGCGTCGCCGAT

GCGCCGCTCAGGGAGACCGGCGAC

GCCGGCAACGAGACGGGCACGGAA

GTCAGCTTCATGCCAAGCTCGCAG

ACCTTCACGATGACGGAATTCGAC

TATGCCACGCTGGAGCATCGCCTG

CGCGAGCTGGCGTTCCTGAATTCG

GGGGTCCGGATTCTCCTCAGCGAC

AAGCGTCACTCCGACGTCAAGCAG

GAAGAAATGATCTACGATGGCGGC

CTCGAGGCTTTCGTCGCCTATCTC

GATCGCGCCAAGAAGCCGCTGGTC

GAAAAGCCGGTCTCCATCCGCGGC

GAAAAGGATGGCATCACCGTCGAA

GTGGCGATGTGGTGGAACGACAGC

TACCACGAAAACGTGCTCTGCTTC

ACCAATAACATCCCGCAGCGCGAT

GGCGGCACGCATATGGCGGGCTTC

CGTGGCGCACTGACGCGCCAGATC

ACCTCCTATGCCGACACCTCCGGC

ATCACCAAGAAGGAAAAGGTGACG

CTGACGGGTGACGATTGCCGCGAA

GGACTGA 
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ATGGTCGTGCGCAAGCAGGGCCCA

GGCGTTGTAACGGCTGGCGACATC

CAGACGGTCGGCGATATCGAAATC

CTCAATCCCGAGCATGTCATCTGC

ACGCTCGACGAGGGCGCCGAAATC

CGCATGGAATTCACCGTCAACAAC

GGCAAGGGCTATGTGCCCGCCGAG

CGCAATCGTGCGGAAGACGCTCCG

ATCGGCCTTATCCCGGTCGACAGC

CTCTATTCGCCGGTCAAGAAGGTG

TCCTACAAGGTTGAAAATACCCGC

GAAGGACAGGTTCTCGACTACGAC

AAGCTGAGCATGTCGATCGAAACC

GATGGTTCGATCAGCGGTGAAGAT

GCCGTCGCTTTCGCGGCTCGCATC

CTCCAGGATCAGCTTGGCGTGTTC

GTCAACTTCGACGAGCCGCAGAAG

GAAGCCGAAGAAGAAGCAGTCACC

GAGCTCGCTTTCAACCCGGCGCTC

CTCAAGAAGGTGGACGAACTCGAA

CTGTCCGTTCGTTCGGCAAACTGC

CTGAAGAACGACAACATCGTCTAC

ATCGGCGACCTCATTCAGAAGACC

GAAGCAGAAATGCTCCGCACGCCG

AATTTTGGTCGCAAGTCGCTGAAC

GAAATCAAGGAAGTTCTCGCTTCC

ATGGGCCTGCAC 

 

CGCTGTGAAGCGCAAGATCCAACCG
GGCGACAAGATGGCAGGCCGTCACG
GGAACAAGGGCGTGGTCTCCGCATT
GTTCCGGTCGAAGACATGCCGTTCCT
CGAAGACGGCACGCATGTCGACATC
GTGCTGAACCCGTCGGCGTGCCCTCG
CGCATGAACGTCGGTCAGATTCTCGA
AACGCACCTGGGCTGGGCTTGCGCC
GGCAGGGTCGCCAGATCGGCGAACT
GATCGAAGCCTACAAGGCCAGCGGC
AACATCGAGCCGCTGCGCAAGACAT
CGATCTGGTCGTCGGCGATGGCCCG
AAGAGCGACGACGTTCACGAGTATG
ACGATGCGTCGGTTCTGGTCTGGCCG
ACCAGTGGAAGCGTGGCGTGTCCAT
CGCGACCCCGGTCTTCGACGGTGCA
GGCGAAGCGGCGTCAACCACATGCT
GGCAATGGCAGGTCTCAAGCAGACC
GGCCAGTCGACACTGTACGACGGTC
GTAGGCGAGCAGTTCGACCGTCAGG
TCACGGTTGGCTACATCTACATGCTG
AAGCTGAACCACCTTGTCGACACAAG
ATCCACGCCCGTTCGATCGGTCCGTA
CTCGCTCGTCACCCAGCAGCCGTTGG
GCGGCAAGGCGCGTTCGGCGGCCAG
CGCTTCGGCGAAATGGAAGTCTGGG
CGCTCGAAGCTTACGGTGCAGCCTAC
ACGCTCAG 

AACGGTTTCCACCGGCTCTCTGAGCC

TCGATATCGCTCTCGGCATTGGCGGC

TTGCCGAAGGGGCGTATATCGAAATC

TACGGGCCGGAAAGCTCGGGTAAGAC

GACGTTGGCGCTGCAGACCATTGCGG

AAGCGCAGAGAAGGGCGGCATCTGCG

CCTTCGTCGATGCGGAACATGCGCTC

GATCCGGTCTATGCCCGCAAGCTTGC

GTCGATCTGCAGAATCTCTTGATTTC

TCAGCCGGATACCGGCGAACAGGCGC

TTGAAATCACCGATACCTGGTACGCT

CCGGCGCCATCGACGTTCTCGTCGTC

GACTCCGTTGCGGCGCTGACGCCGCG

CGCCGAATCGAAGGCGAAATGGGCGA

CAGCCTGCCGGGCCTGCAGGCTCGCC

TGATGAGCCAGGCGCTGCGCAAGCCA

CGGCTTCGATCTCCAAGTCCAACTGC

ATGGTGATCTTCATCAACCAGATCCG

CATGAAGATCGGCG 

 

GTCTGGCTACGCCTGAAGATCCGC

CGTCACGGCAAGATCCATGAGATG

AGCTTTACCCATGGTGTGGCCGAT

GCGCCGCTGAGGGAAACGGGTGAG

GCAGGCGACGCGACCGGCACCGAG

GTCAGCTTCATGCCGAGCTCCGAG

ACCTTCACCATGATCGAGTTCGAT

TACGGAACGCTGGAACATCGTCTG

CGCGAGCTTGCCTTCCTGAATTCC

GGCGTCCGCATCCTTTTGACCGAC

AAGCGTCATTCCGACGTGAAGCAG

GAAGAGTTGCTCTATGACGGCGGT

CTGGAAGCCTTCGTCTCCTATCTC

GACCGCGCCAAGAAGCCGCTGGTC

CAGAAGCCGGTGTCGATCCGCAGC

GAAAAGGACGGCATCACGGTCGAA

GTGGCGATGTGGTGGAACGACAGC

TACCACGAAAATGTGCTCTGCTTC

ACCAACAACATTCCACAGCGCGAC

GGCGGCACACATATGGCTGGCTTC

CGTGCCGCTCTGACGCGTCAGATC

ACCTCCTATGCTGACACCTCGGGC

ATCACCAAGAAGGAAAAGGTGACG

CTGACCGGAGACGACTGCCGCGAA

GGCCTGA 

 

R
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GGCCATGGAAGCGAGAACTTCCTT

GATTTCGTTCAGCGATTTGCGACC

AAAATTCGGCGTGCGGAGCATTTC

TGCTTCGGTCTTCTGAATGAGGTC

GCCGATGTAGACGATGTTGTCGTT

CTTCAGGCAGTTTGCCGAGCGGAC

CGACAGTTCGAGTTCGTCTACCTT

CTTGAGGAGCGCCGGGTTGAAAGC

GAGCTCGGTGACTGCTTCCTCTTC

GGCTTCCTTCTGCGGCTCGTCGAA

GTTGACGAAGACGCCAAGCTGGTC

CTGGAGGATGCGCGCCGCAAAAGC

GACGGCGTCTTCGCCGGAAACCGA

GCCATCGGTTTCGATGGTCATCGT

CAGCTTGTCGTAATCGAGAACCTG

TCCTTCGCGGGTGTTTTCAACCTT

GTAGGACACCTTCTTGACCGGCGA

ATAGAGGCTGTCGACCGGGATCAG

GCCGATCGGAGCATCTTCCGCACG

ATTGCGTTCGGCCGGAACATAGCC

CTTGCCGTTGTTGACGGTGAATTC

CATGCGGATCTCGGCACCCTCGTC

GAGCGTGCAGATGACATGCTCAGG

GTTGAGGATTTCGATATCGCCGAC

CGTCTGGATGTCGCCAGCCGTCAC

AACGCCCGGGCCCTGCTTGCGGAC

GACCATGCGCTT 

 

 

GTGAAGCGCAAGATCCAGCCGGGC

GACAAGATGGCTGGCCGTCACGGC

AACAAGGGTGTCGTGTCGCGCTCG

TTCCGGTCGAAGACATGCCGTTCC

TCGAAGACGGCACGCATGTCGACG

TCGTTCTGAACCCGCTGGCGTGCC

TTCGCGCATGAACGTCGGCCAGAT

CCTCGAGACGCACCTCGGCTGGGC

TTGCGCCGGCATGGGAAGCAGATC

GGTGACCTGATCGAAGCCTACAAG

GCGAACGGCAATATCGAGCCGTTG

CGCAAGACGATCGCGACGTTGTCG

GCGACGGTCCGAAGGCCGAGCAGG

TCAAGGACTTCGACGATGACTCGG

TTCTGCGTCTGCCGACCAGTGGAA

GCGCGGCGTTTCGATCGCAACGCC

GGTCTTTGACGGCGCCCATGAAGG

CGATGTAACGAGATGCTGCGTCTG

GCGGGTCTCAAGGATTCCGGTCAG

TCGACGCTGTATGACGGCCGTACC

GGCAGCAGTTCGACCGTCAGGTGA

CCGTGGGCTACATCTACATGCTGA

AGCTCAACCACCTGGTCGACGACA

GATCCACGCCCGTTCGATCGGTCC

TTACTCGCTCGTGACCCAGCAGCC

GCTGGGCGGCAAGGCCCAGTTGGC

GGCCAGCGCTTCGGCGAAATGGAG

GTCTGGGCTCTGGAA 
 

CGAGATCGAACTATTTCGACCGGTTC

CCTCAGCCTCGATATCGCGCTCGGCA

TCGGCGGTTTGCCCAAGGGCCGCATC

ATCGAGATCTACGGACCGGAAAGCTC

TGGCAAGACGACGCTTGCGTTGCAGA

CGATCGCCGAAGCGCAGAAAAAGGGC

GGCATCTGCGCATTCGTCGATGCAGA

ACATGCGCTCGATCCGGTCTATGCCC

GCAAGCTCGGCGTCGATCTCCAGAAC

CTCCTGATCTCGCAGCCGGATACCGG

CGAGCAGGCGCTCGAAATCACCGATA

CGCTGGTGCGCTCCGGCGCCGTCGAC

GTTCTCGTCGTCGACTCCGTTGCAGC

GCTGACACCGCGCGCCGAAATCGAGG

GCGAGATGGGCGACAGCCTTCCGGGC

CTACAGGCGCGCCTGATGAGCCAGGC

GCTGCGCAAGCTCACGGCGTCGATCT

CCAAGTCGAACACCATGGTCATCTTC

ATCAACCAGATCCGCATGAAGATCGG

CGTCATGT 

 

TCCGGCGGCTTGCATGGCGTCGGC

GTCTCGGTCGTCAACGCGCTGTCG

GTCTGGCTGAAACTGAAGATCCGC

CGGCAGGGTAAGATTCATGAAATG

AGCTTCACGCATGGCGTTGCCGAT

GCGCCGCTCAAGGTGACGGGTGAG

GCGGGCAGCGACACAGGCACGGAA

GTCAGCTTCATGCCGAGCACCGGA

ACCTTCACGATGACGGACTTCGAT

TACGGCACGCTGGAGCACCGCCTT

CGCGAGCTTGCCTTCTTGAATTCC

GGTGTCCGCATTTTGCTGACAGAC

AAGCGTCATTCGGACATCAAGCAG

GAAGAAATGCGTTATGACGGCGGC

CTAGAGGCCTTCGTTTCCTATCTC

GATCGTGCCAAGAAACCTCTGGTC

GACAAGCCTGTCTCCATTCGCGGC

GAAAAGGACGGAATTACCGTCGAA

GTCGCAATGTGGTGGAACGACAGC

TATCATGAAAATGTGCTCTGCTTC

ACCAACAATATTCCACAGCGCGAC

GGCGGCACGCATATGGCCGGCTTC

CGCGCCGCGCTGACGCGCCAAGTT

GTGTCCTATGCCGATAGCTCCGGT

ATTACCAAGAAGGAGAAAGTCACA

CTCCAGGGCGAAGACTGCCGCGAG

GGCCTGACGGCTGTCCTTTCGGTG

AAGGTGCCGGATCCGAAGTTCTCG 

 



R
. 
et
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GATTTCGTTCAGCGACTTGCGACC

AAAATTCGGCGTGCGGAGCATTTC

TGCTTCGGTCTTCTGAATGAGGTC

GCCGATGTAGACGATGTTGTCGTT

CTTCAGGCAGTTTGCCGAACGGAC

CGACAGTTCGAGTTCGTCCACCTT

CTTGAGGAGAGCCGGGTTGAAAGC

GAGTTCGGTGACTGCTTCCTCTTC

GGTTTCCTTCTGCGGCTCGTCGAA

GTTGACGAAGACGCCAAGCTGATC

CTGGAGGATGCGCGCCGCGAAAGC

GACGGCGTCTTCGCCGGTGATNGA

GCCATCGGTTTCGATGGTCATATT

CAGCTTGTCGTAGTCGAGAACCTG

TCCTTCGCGGGTATTTTCAACCTT

GTAGGACACCTTCTTGACCGGCGA

ATAGAGGCTGTCGACCGGGATAAG

GCCG 

 

GGGCGTGGTCTCGCGCATTGTGCC

TGTCGAGGATATGCCGTTCCTTGA

AGACGGCACGCATGTCGACGTGTT

CTGAACCCGCTCGGCGTTCCTTCG

CGCATGAACGTCGGCCAGATCCTG

GAAACGCATCTGGGCTGGCTTGTG

CCGGCATGGGTCGCCAGATCGGCG

AATTGATCGAAGCCTACAAGGCGA

ACGGCAACATCGAGCGCTGCGCAA

GACCATCGGCGATGTCGTCGGTGC

CGGTCCGAAGGCCGAGCAGGTGCA

CGAATTCGACGAGACTCGGTTCTG

CGTCTCGCCGACCAGTGGAAGCGC

GGCGTTTCGATTGCAACGCCTGTC

TTCGACGGTCCAACGAAGGCGACG

TCAACGACATGCTGCGTCTGGCGG

GTCTCAAGGACACCGGCCAGTCGA

CGCTCTTGACGGCCGTACCGGCGA

GCAGTTCGACCGCCAGGTCACGGT

GGGCTACATCTACATGCTGAAGCT

CAACACCTGGTCGACGATAAGATC

CATGCCCGCTCGATCGGTCCTTAC

TCGCTCGTCACCCAGCAGCCGTTG

GCGGCAAGGCGCAGTTCGGCGGTC

AGCGCTTC 

 

GTTTCGACGGGCTCGCTTGGCCTCGA

TATTGCACTCGGCATTGGCGGTCTGC

CGAAGGGCCGTATCATTAAATCTATG

GGCCGGAAAGCTCGGGCAAAACAACG

CTTGCGCTGCAGACCATTGCGGAATC

GCAGAAGAGGGCGGCATTTGCGCCTT

CGTCGATGCCGAACACGCGCTCGACC

CTGTCTATGCCCGCAAGCTTGGCGTG

ATCTGCAGAACCTCCTGATCTCACAG

CCAGACACGGGCGAGCAGGCGCTGGA

AATCACCGACACGCTGTGCGCTCCGG

CGCTGTTGACGTTCTCGTCGTCGACT

CGGTCGCCGCGCTGACGCCGCGCGCC

GAAATCGAGGCGAGATGGGCGACAGC

CTGCCGGGCATGCAGGCCCGCCTGAT

GAGCCAGGCGCTGCGCAAACTGACGC

TTCAATCTCCAAGTCGAACTGCATGG

TGATATTCATCAACCAGATCCGCATG

AAGATC 

 
 

TCCGGCGGCCTGCACGGGGTCGGC

GTTTCCGTCGTCAACGCGCTTTCC

GTCTGGCTGAAGCTGAAGATCCGC

CGCCATGGCAAGATCCATGAAATG

AGCTTCACCCATGGCGTGGCTGAC

GCGCCGCTGAAGGTCACGGGCGAA

GCGCCAGACGGGACCGGCACCGAG

GTGAGCTTCATGCCGAGCAGCGAA

ACCTTCACCATGACGGAGTTCGAC

TACGGCACGCTGGAGCATCGCCTG

CGCGAGCTTGCCTTCCTGAACTCG

GGCGTGCGCATCCTGCTGACCGAC

AAGCGCCATTCCGATATCAAGCAG

GAAGAACTGCGTTATGACGGCGGC

CTCGAGGCCTTCGTTGCCTATCTC

GACCGAGCCAAGAAGTCGCTCGTC

GACAAGCCGGTCGCCATCCGCGGC

GAAAAGGACGGTATCACCGTCGAA

GTCGCGATGTGGTGGAACGACAGC

TACCACGAGAACGTGCTCTGCTTC

ACCAACAACATTCCCCAGCGCGAC

GGCGGCACGCATATGGCCGGCTTC

CGCGCGGCCTTGACGCGCCAGGTG

GTGTCCTATGCCGACAATTCCGGC

ATCACCAAGAAGGAAAAGGTGACG

CTGCAGGGCGAAGATTGCCGCGAA

GGTCTGA 

 

R
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GATTTCGTTCAGCGACTTGCGACC

AAAATTCGGCGTGCGGAGCATTTC

TGCTTCGGTCTTCTGAATNAGGTC

GCCGATGTAGACGATGTTGTCGTT

CTTCAGGCAGTTTGCCGAACGGAC

CGACAGTTCGAGTTCGTCCACCTT

CTTCAGGAGAGCCGGGTTGNAAGC

GAGTTCGGTNACTGCTTCCTCTTC

GGTTTCCTTCTGCGGCTCGTCGAA

GTTNACGAAGACGCCAAGCTGATC

CTGGAGGATGCGCGCCGCGAAAGC

GACGGCGTCTTCGCCGGTNATCGA

GCCATCGGTTTCGATGGTCATGTT

CAGCTTGTCGTAGTCGAGAACCTG

TCCTTCGCGGGTATTTTCAACCTT

GTAGGACACCTTCTTNACCGGCGA

ATAAAGGCTGTCGACCGGGATNAG

ACCG 

 

GAGAGCCGAGGGCGGCCGACCCGA

CGAAGGTCTTCAGGCCGTTTTCAA

GTCGGTTTTCCCGATCACCGATTC

TCCGGTGCATCGATGCTGGAATTC

GTGTCCTACGAATTCGAACCGCCG

AAGTTCGACGTTGACGAAGCCGTC

AGCGCGACCTGACCTATGCCGCGC

CGCTGAAGGTGACGCTGCGCCTCA

TCGTGTTCGATATCGCGAGGATAC

CGGCGCGAAGTCGATCAAGGACAT

CAAGGAACAGTCCGTCTACATGGG

CGACATGCCGCTATGACCAACAAC

GGCACGTTTATCGTCAACGGCACC

GAGCGCGTGATCGTTTCCCAGATG

CACCGTTCGCGGGCGTCTTCTTCG

ACCATGACAAGGGCAAGAGCCATT

CTTCCGGCAAGCTGCTCTTTGCTG

CGCGCGCATCCCCTATCGCGGTTC

CTGGCTCGATATCGAATTCGACGC

CAAGGACATCGTCTACGCCCGTAT

CGACGCCGCCGCAAGATCCCTGTG

ACGTCGCTGCTGATGGCGCTCGGC

ATGGACGGCGAGGAAATCCTCGAC

CCTTCTACACGAAGTCGCTCTACA

AGCGCGACGGCGAAGGCTGGCGCA

TTCCCTTCAAGCCGGAAACGCGAA

GGGTGCCAAGGCGATCACCGAGAT

GGTCGACGCCGATACCGGCGAAGT

CGTCGTGGAAGCCGGCAAAAGCTG

ACCCCGCGCCTGCTGCGCCAGCTT

TCCGACAAGGGCCTGAAGGCCCTC

AAGGCCGCCGACGACATCTTTACG

GCAATTACCTTGCCGGCGACATCG

TCAACTACTCGACGGGTGAGATCT

ACCTCGAGGCCGCGACGAAATCGA

CGAGAAGACGCTTGGCGTCATCCT

GGCGAATGGTTTCGACGAGTCCCG

GTCTC 

 

TGGTAGAGGANAATTCGGTGGACAAA

AGCAAGGCGCTTGAAGCGGCACTCTC

ACAGATAGAGCGGTCGTTCGGCAAGG

GCTCGATCATGAAACTCGGCTCCAAC

GAGAATGTTGTCGAGATCGAGACGAT

CTCGACCGGCTCGCTTGGCCTCGATA

TTGCACTCGGCGTTGGTGGCCTGCCG

AGGGGCCGCATCATCGAGATCTACGG

GCCGGAAAGCTCCGGTAAGACGACGC

TTGCACTGCAGACGATTGCCGAAGCG

CAGAAGAAGGGCGGCATCTGCGCCTT

CGTCGATGCCGAACATGCGCTCGATC

CCGTCTATGCCCGCAAGCTTGGCGTC

GACCTGCAGAACCTTCTGATCTCGCA

GCCCGATACCGGCGAGCAGGCGCTCG

AAATCACCGATACGCTGGTGCGCTCC

GGCGCCGTTGACGTTCTCGTCGTCGA

CTCGGTCGCCGCACTGACGCCGCGCG

CCGAAATCGAAGGCGAAATGGGCGAC

AGCCTTCCCGGCCTGCAGGCACGACT

GATGAGCCAGGCGCTGCGCAAGCTCA

CCGCTTCGATCTCCAAATCGAA 

 
 

GTCAACGCGCTGTCCGTCTGGTTG

AAGCTGAAGATCCGCCGTCAGGAC

AAGATCCATGAAATGAGCTTCACC

CATGGCGTCGCCGACGCTCCGCTG

AAGGTTACGGGCGACGCGCCGAAT

GAGACCGGCACGGAAGTGAGCTTC

ATGCCGAGCACCGACACCTTCACC

ATGACGGAGTTCGACTATGGCACG

CTGGAGCATCGCCTTCGCGAGCTC

GCCTTCCTGAATTCAGGCGTCCGC

ATCCTGCTGACCGACAAGCGCCAT

TCCGATATCAAGCAGGAAGAACTG

CGTTATGACGGCGGCCTCGAGGCT

TTCGTCGCTTATCTAGACCGCGCC

AAGAAGTCGCTCGTCGACAAGCCG

GTTGCCATCCGCGGCGAAAAGGAC

GGTATCACCGTCGAAGTCGCGATG

TGGTGGAACGACAGCTATCATGAG

AACGTGCTGTGCTTCACCAACAAC

ATCCCTCAGCGCGACGGCGGCACG

CATATGGCCGGTTTCCGCGCAGCG

CTGACGCGCCAGGTCGTTTCCTAT

GCCGACAGTTCCGGCATCACCAAA

AAGGAAAAGGTAACGCTGCAGGGC

GAAGACTGCCGCGAAGGCTTGA 

 



R
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i 
GATTTCGTTCAGCGACTTGCGACC

AAAATTCGGCGTGCGGAGCATTTC

TGCTTCGGTCTTCTGAATGAGGTC

GCCGATGTAGACGATGTTGTCGTT

CTTCAGGCAATTTGCCGAGCGAAC

GGACAGTTCCAGCTCGTCCACCTT

CTTGAGGAGCGCCGGGTTGAAAGC

GAGTTCGGTGACTGCTTCTTCTTC

GGCTTCCTTCTGCGGCTCGTCGAA

GTTGACGAACACGCCAAGCTGATC

CTGGAGGATGCGAGCCGCGAAAGC

GACGGCATCTTCACCGCTGATCGA

ACCGTCGGTTTCGATCGACATGCT

CAGCTTGTCGTAGTCGAGAACCTG

TCCTTCGCGAGTATTTTCAACCTT

GTAGGACACCTTCTTGACCGGCGA

ATAGAGGCTATCGACCGGGATGAG

GCCG 

 

GTTAAACGCAAGATCCAGCCGGGC

GACAAGATGGCAGGTCGTCACGGG

AACAAGGGCGTGGTCTCGCGCTTG

TTCCGGTCGAAGACATGCCGTTCC

TTGAAGACGGTACGCATGTCGATA

TCGTGCTGAACCCGCTGGCGTTCC

CTCGCGTATGAACGTCGGTCAGAT

TCTCGAAACGCACCTTGGCTGGGC

TTGCGCCGGCATGGGCGTCAGATC

GGCGAACTGATCGAAGCCTACAAG

GCGAGCGGCAACATCGAACCTCTG

CGCAAGACGATCATCTGGTCGTCG

GCGACGGTCCGAAGAGCGACGACG

TTCACGAGTATGACGATGCGTCGG

TGCTGCGTCGGCCGATCAATGGAA

GCGTGGCGTGTCCATCGCGACCCC

GGTCTTCGACGGTGCTGGCGAAGC

TGACGTAACCACATGCTGGCAATG

GCAGGTCTCAAGCAGACCGGTCAG

TCGACGCTGTACGATGGTCGTACC

GGCAGCAGTTCGACCGCCAGGTCA

CGGTTGGCTACATCTACATGCTGA

AGCTGAACCACCTTGTCGACGACA

GATCCACGCCCGCTCGATCGGTCC

GTACTCGCTCGTTACCCAGCAGCC

GCTTGGTGGTAAGGCGCAGTTGGC

GGCCAGCGCTTCGGCGAAATGGAA

GTCTGGGCGCTCGAA 
 

TCAAACGAGCCTGAAGGCCCGGCAGG

CTGTCGCCCATTTCGCCTTCGATTTC

GGCGCGCGGCGTCAGCGGGCAACGGA

GTCGACGACGAGAACGTCGATGGCGC

CGGAGCGCACCAGCGTATCGGTGATT

TCAAGCGCTGTTCGCCGGTGTCCGGC

TGCGAAATCAGAAGGTTCTGCAGGTC

GACACCGAGCTTGCGGGCATAGACCG

ATCGAGCGCGTGTTCGGCGTCGACGA

AGGCGCAGATGCCGCCCTTCTTCTGG

GCTTCTGCAATGGTCTCAGCGCCAGC

GTCGTCTTACCCGAGCTTTCCGGTCC

GTAGATCTCTATGATACGCCCCTTCG

GCAAGCCCCGATGCCGAGCGCGATAT

CGAGGCTCAGAGAGCCGGTGGAAACT

GTTTCGATTTCGACCACATTCTCGTC

GAGCCGAGCTTCATGATCGAGCCCTT

GCCGAACGACCGCTCAATTTGAGAGA

GTGCCGCTTCAAGTGCTTGCTTT 

 

 

TCCGGTGGCCTGCACGGCGTCGGC

GTCTCGGTCGTCAATGCGCTTTCC

GTCTGGCTGAAGCTGAAGATCCGC

CGCCACGGCAAGATCCATGAAATG

AGCTTCACCCATGGCGTCGCCGAT

GCGCCGCTGAGGGAAACGGGCGAT

GCCGGCAATCTCACCGGCACCGAA

GTTAGCTTCATGCCGAGTGCTGAA

ACCTTCACCATGACGGAATTCGAT

TACGGAACGCTGGAGCATCGCCTG

CGCGAACTCGCTTTCCTGAATTCC

GGTGTCCGCATTCTCTTGACCGAT

AAGCGGCATTCCGACGTCAAGCAG

GAAGAAATGCTCTATGACGGCGGC

CTGGAAGCCTTCGTCTCCTATCTC

GATCGCGCTAAGAAGCCGCTGGTT

CAGAAGCCGGTGTCGATCCGCAGC

GAGAAGGACGGTATCACGGTCGAA

GTGGCGATGTGGTGGAACGACAGC

TACCACGAAAACGTGCTCTGCTTC

ACCAACAACATCCCGCAGCGCGAC

GGCGGTACGCATATGGCCGGCTTC

CGCGCGGCTCTGACGCGCCAGATC

ACCTCCTATGCCGATTCATCGGGC

ATCACCAAGAAGGAGAAGGTGACG

CTGACGGGCGACGACTGCCGCGAA

GGCCTGA 

 

R
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GGCCCATGGAAGCGAGAACTTCCT

TGATTTCGTTCAGGGACTTGCGAC

CCAAGTTCGGAGTGCGAAGCATTT

CGGCCTCGGTCTTCTGAATGAGAT

CGCCGATATAAACGATGTTGTCGT

TCTTCAGGCAGTTGGCCGAACGGA

CGGAAAGTTCCAGTTCGTCGACCT

TCTTGAGGAGCGCCGGGTTGAACG

CCAGTTCGGTGACGGCTTCTTCTT

CGGCTTCCTTCTGCGGTTCGTCGA

AGTTGACGAAGACGCCGAGCTGGT

CCTGAAGGATGCGGGCCGCGAAAG

CGACTGCATCTTCACCGGTGACGG

AACCATCGGTTTCGATCTGCATGG

ACAGCTTGTCGTAGTCGAGAACCT

GACCTTCGCGGGTGTTTTCCACCT

TGTAGGACACTTTCTTGACCGGCG

AATACAGGCTGTCGACCGGGATGA

GGCCGATCGGCGCATCTTCCGAAC

GGTTGCGATCGGCCGGCACGTAGC

CCTTGCCGTTATTGACGGTGAACT

CCATGCGGATCTCGGCGCCCTCGT

CGAGGGTGCAGATCACATGGTTCG

GGTTGAGGATTTCGATATCGCCAA

CCGTCTGGATGTCACCGGCGGTTA

CAACGCCCGGACCCTGCTTGCGCA

CGACCATGCGCTT 

 

GCGGCCGTCCGGACGAGGGACTTC

AATCCGTTTTCAAGTCCGTTTTCC

CGATCACGGATTTCTCCGGCGTTC

GATGCTCGAATTCGTTTCCTACGA

GTTCGAACAGCCAAAGTTCGACGT

GGAGGAATGCCGTCAGCGGATCTG

ACCTACGCTGCACCCCTCAAGGTG

ACGCTGCGCCTCATCGTGTTCGAT

ATCGATGAGGATACGGCGCCAAGT

CCATCAAGGACATCAAGGAACAGA

ACGTCTACATGGGCGACATGCCGC

TCATGACCAACACGGTACGTTCAT

CGTCAACGGCACCGAGCGCGTCAT

CGTCTCCCAGATGCACCGTTCGCC

GGGCGTGTTTTCGATCACGACAAG

GGCAAGAGCCACTCCTCGGGCAAG

CTGCTGTTTGCTGCCCGCGTCATC

CCGTATGCGGCTCCTGGCTCGACA

TCGAGTTCGATGCCAAGGACGTTG

TCCATGCGCGTATCGACCGCCGCC

GCAGATCCCTGTCACGTCGCTGCT

GATGGCGCTCGGCATGGACGGCGA

GGAAATCCTCGAGACGTTCTACAC

AAGTCGTTCTACCAGCGCGACGGC

AAGGGCTGGCGGATTCCGTTCCAG

CCGGACACGCTGAAGGGCCAGAGG

CTCTGTCCGACCTGATCGACGCCG

ATACTGGCGAAGTCGTGGTCGAAT

CCGGCAAGAAACTGACGCGCGCCT

GTTGAAGACGCTGAAGGAAAAGGG

CCTGAAGGCCATCAAGGCGTCTGA

CGACGATCTCTACGGAACTTCCTG

GCCGAAGACCTCGTCAACATGCAG

ACGGGCGAAATCTTCCTCGAAGCC

GGCGACGAAATCACGAGAAGACGC

TCGGCGTCATCCTCGGTGCTGGCT

TCGACGAAAT 

 

CGAGATCGAACCGTTTCGACGGGCTC

TTTGAGTCTCGACATCGCACTCGGGA

TCGGCGGGCTGCCCAAGGGGCGCATC

ATCGAAATCTACGGACCGGAAAGCTC

GGGCAAGACGACGCTGGCGCTGCAGA

CCATTGCCGAAGCGCAGAAAAAGGGC

GGTATCTGCGCCTTCGTCGACGCGGA

ACACGCGCTCGATCCGGTCTATGCCC

GCAAGCTCGGCGTCGATCTGGAAAAT

CTCTTGATCTCGCAGCCGGATACCGG

CGAACAGGCGCTGGAAATCACCGATA

CGCTGGTGCGCTCCGGCGCCATCGAC

GTTCTCGTCATCGATTCGGTCGCGGC

GCTGGTGCCGCGCGCTGAAATCGAAG

GTGAAATGGGCGACAGCCTGCCCGGC

CTGCAGGCCCGCCTGATGAGCCAGGC

GCTGCGCAAGCTGACCGCCTCGATCT

CCAAGTCGAACTGCATGGTCATCTTC

ATCAACCAGATCCGCATGAAGATCGG

CGTCATGT 

 
 

TCCGGTGGCCTGCACGGCGTCGGC

GTCTCGGTCGTCAATGCGCTCTCG

GTCAAGCTCAAGCTCAAGATCAAG

CGCCAGGGCAAGATCCACGAAATC

AACTTCACGCATGGTGTTGCGGAC

GCGCCGCTGGCCGTCATCGGCGAC

AGCAACGGCGAGACCGGCACGGAA

GTCACCTTCCTGCCGAGCACCGAA

ACCTTCACCATGATCGAATTCGAC

TACGGCACGCTGGAACACCGGTTG

CGCGAACTCGCCTTCCTGAATTCC

GGCGTTCGCATCCTGCTTACCGAC

AAGCGCCATTCCGATATCCGCCAG

GACGAGATGATCTATGACGGCGGC

CTTGAAGCATTCGTCGCCTATCTC

GACCGGGCAAAGAAGCCGCTGGTC

TCCAAGCCTGTCGCGATCCGCGGC

GAAAAGGACGGCATTACCGTCGAA

GTCGCGATGTGGTGGAACGACAGC

TACCACGAGAACGTGCTCTGCTTC

ACCAACAACATTCCGCAGCGCGAC

GGCGGCACCCATATGGCCGGCTTC

CGTGGCGCACTGACTCGCCAGATC

GTCTCCTACGCCGACAGTTCCGGC

ATCATGAAGAAGGAAAAGGTAACG

CTGACCGGTGACGACTGCCGTGAA

GGGTTGACGGCGGTTCTCTCGGTC

AAGGTGCCGGATCCGAAATTCTCC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Suite Annexe 2 

Les séquences nucléotidiques (GenBank) des différents gènes du Rhizobium spp 

 Gènes 

 
Espèces 

Nif H Nod C ARNr 16S 

R
. 
p
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i 

 

GACGTGCTCGGTGACGTTGTGTGCGG

CGGCTTCGCGATGCCGATCCGTGAAA

ACAAAGCTCAGGAAATCTACATCGTC

ATGTCCGGCGAAATGATGGCACTCTA

TGCCGCCAACAATATCGCCAGGGGCA

TCCTGAAATATGCTGCAGGCGGCAGC

GTACGCCTGGGTGGCCTCATTTGTAA

CGAGCGTCAGACCGACCGTGAACTCG

ACCTCGCCGAAGCGCTGGCTGCTAAA

CTCAATTCCAAGCTCATCCACTTCGT

GCCACGCGACAACATTGTCCAACATG

CCGAGCTTAGAAAGATGACGGTAATC

CAATATGCGCCGGACTCTCAGCAAGC

GGCCGAGTACCGGACACTTGCCCAAA

GAATACATGACAATTCTGGCAAAGGC

ACCGTCCCCACCCCGATCACCA 

 

 

TGGCTTGCCTGTAACGAGGAGCGCGCGGCACA

AGCTCGCTTCGGTGCAGTTATGTGTTGCTGCG

GCCCATGTGCGATGTACCGTCGGTCTGCTATG

CTTTCGCTGCTCGATCAGTACGAGACGCAGCT

TTATCGCGGCAAGCCGAGTGACTTCGGTGAAG

ATCGCCATTTGACGATTCTCATGCTGAGCGCA

GGCTTTCGAACTGAGTATGTTCCGAGCGCCAT

CGCGGCGACAGTCGTTCCTGACACAATGGGTG

TTTATTTGCGTCAACAACTACGGTGGGCACGC

AGCACCTTTCGGGATACTTTGCTTGCGCTCCC

CATACTGCCTGGCCTCGATCGGTATCTCACTC

TGGACGTAATCGGGCAAAATGGCGGCCTTCTG

CTTCTTGCGCTGTCGGTATTGACGGGTATTGG

CCAGTTTGCGCTGACCGCCACAGTACCATGGT

GGACGATCCTGGTGATCGGATCCATGACTCTT

GTACGATGCAGCGTGGCTGCCTATCGCGCCCG

CGAACTTAGGTTTCTGGGTTTTGCTCTCCACA

CGCTCGTGAACATCTTTCTCTTAATTCCCTTG

AAGGCCTATGCCCTTTGTACCTTGTCCAATAG

CGA 

 

 

 
TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAAC

ACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGT

AACGCGTGGGAACGTACCCTTTACTACGGAATAACGCAGGGAAACT

TGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTTGGGGGAAAGATTTATCGGTAA

AGGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTA

CCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACAT

TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAG

TGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAA

TGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGC

CGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGT

AAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGG

CTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAA

GAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTC

GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACG

CTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT

AGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTG

TTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACG

GTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC

GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA

GCCCTTGACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCG

GGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT

GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAG

TTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAG

CCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGG

GCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAG

CACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTG

CACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCG

GATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG

CCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAA

CCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAA

GTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCACCTCC

TTA 
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GACGTGCTCGGCGACGTCGTGTGCGG

CGGCTTCGCTATGCCGATCCGCGAGA

ACAAGGCCCAGGAAATCTACATCGTC

ATGTCCGGCGAGATGATGGCGCTTTA

CGCGGCAAACAACATCGCCAAGGGCA

TCCTGAAATATGCCCATGCAGGCGGC

GTGAGGCTCGGGGGTCTGATCTGCAA

CGAGCGCCAGACGGACCGCGAGATCG

ACCTCGCCGAGGCCCTGGCCTCCAGG

CTCAATTCCAAGCTCATCCATTTCGT

GCCGCGCGACAACATCGTCCAGCACG

CCGAGCTCAGGAAGATGACGGTCATC

CAGTATGCGCCGGATTCCAAACAGGC

CGGAGAATATCGCACCCTGGCTGAGA

AAATTCATGCCAATTCGGGTCAAGGG

ACCGTCCCGACCCCGATCACAA 

 

TGGCTAGCCTGTAATGAGGAGCGCGCGGCACA

GGCTCGTTTCGGTGCTGTCATGTGCTGCTGTG

GCCCATGCGCCATGTACCGCCGGACTGCGCTT

ACCATGCTACTCGACCAGTACGAAACGCAAAT

GTTCCGGGGAAAGCGAAGCGATTTCGGCGAAG

ATCGTCATCTTACGATTCTCATGTTGAAGGCC

GGATTTCGAACCGAATATGTTCCAACCGCCAT

CGCGGCAACTGTTGTTCCAAACAAGCTGCGCC

CTTATCTGCGTCAACAACTTCGCTGGGCACGC

AGCACTTTCCGTGACACGTTGCTTGCAATGAA

CCTTCTGCCTGGTCTTGACCGTTTTCTCACGT

TGGACGTCATTGGTCAGAACCTCGGACCGCTC

TTGCTCGCCCTATCGGTGCTAACCGGACTAGC

GCAGTTCGCGCTCACCGGGACCGTGCCCTGGT

GGACATGCCTGATGATCGCATCGATGACCATG

ATCCGCTGCAGCGTCGCAGCGGTTCGTGCTCG

CCAATTTCGATTTATCGGCTTCTCCCTGCATA

CCTTCATCAACATCTTTTTCCTGCTGCCCTTG

AAGGC 

 

TCGAGCGCCCCTCCTTCAAGCAAGCTTGAAGGATTTACTCCTTGGA

AAAGAAGATCAAGAGCGCTTCTAAGAAGCTTTCTTGATGGAGGGGA

GCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCCTTTTCTACGG

AATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGA

GAAAGATTTATCGGGAAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTT

GGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAG

AGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTAC

GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATC

CAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCT

TTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCT

AACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGT

TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCA

GGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGT

CGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGT

GAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCA

CTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGC

CGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACAT

TCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGA

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA

CGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCTGTGTTACCACTAGAG

ATAGTGGGTCCACTTCGGTGGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTG

TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC

GCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGG

GGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT

CCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGG

TGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGC

CATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGG

AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC

GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACC

CGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGG

TCAGC 
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GACGTGCTCGGCGACGTCGTGTGCGG

CGGCTTCGCATGCCGATCCGCGAGAA

CAAGGCCCAGGAAATCTACATCGTCA

TGTCCGGCGAGATGATGGCGCTTTAC

GCGGCAAACAACATCGCCAAGGGCAT

CCTGAAATATGCCCATGCAGGCGGCG

TGAGGCTCGGGGGTCTGATCTGCAAC

GAGCGCCAGACGGACCGCGAGATCGA

CCTCGCCGAGGCCCTGGCCTCCAGGC

TCAATTCCAAGCTCATCCATTTCGTG

CCGCGCGACAACATCGTCCAGCACGC

CGAGCTCAGGAAGATGACGGTCATCC

AGTATGCGCCGGATTCCAAACAGGCC

GGAGAATATCGCACCCTGGCTGAGAA

AATTCATGCCAATTCGGGTCAAGGGA

CCGTCCCGACCCCGATAACCATGGAA

GCA 

 

 

ATACAAAGGAACGCGCGGCGCAGCTCGCTTCG

GTGCAGTTATGTGCTGCTGCGGCCCATGCGCG

ATGTACCGGCGTTCTGCTATGCTCTCGCTGCT

GGATCAGTACGAGACGCAACTTTATCGCGGCA

AGCCGAGTGACTTCGGTGAAGATCGCCATTTA

ACGATTCTCATGCTGAGCGCAGGTTTTCGAAC

TGAGTATGTTCCGAGCGCCATCGCGGCGACAG

TTGTTCCTGACACAATAGGTGTTTATCTGCGT

CAACAACTACGGTGGGCACGCAGCACTTTTCG

GGATACTTTGCTTGCGTTCCCCGTACTGCCTG

GCCTTGATCGATATCTCACGCTGGACGTAATC

GGGCAAAATGGCGGCCCTCTACTTCTTGCGCT

GTCGGTGTTGACGGGTATTGGCCAGTTTGCGT

TGACCGCCACAGTACCATGGTGGACGATCATG

GTCATCGTCTCCATGACTCTTGTGCGATGCAG

TGTGGCTGCCTATCGCGCCCGCGAGCTTAGGT

TTCTGGGTTTTGCTCTCCACACGCTCGTGAAC

ATCTTTCTCTTAATTCCCTTGAAAGCCTATGC

CCTTTGTACCCTATCCAACAGCGACTGGCTGT

CACGA 

 

 

TTACACATGCAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTG

AGTAACGCGTGGGAATCTACCTTTTGCTACGGAATAACGCAGGGAA

ACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGG

CAAGAGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGC

CTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG

GGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT

GAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGA

TAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGC

AGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGG

CGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCA

GGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATG

GAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATA

TTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTG

ACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT

GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATA

CTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGT

ACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA

AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTA

CCAGCCCTTGACATCCTGTGTTACCTCTAGAGATAGGGGGTCCACT

TCGGTGGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT

CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCT

TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGAT

AAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTA

CGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGC

GAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGA

TTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATC

GCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

CCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGC

TAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTA 
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AGTGCGGTGGAGTCCGGTGGCCCAGA

GCCGGGCGTCGGCTGCGCCGGACGCG

GCGTTATCACCTCGATCAACTTCCTG

GAAGAGAACGGCGCTTACAACGATGT

CGATTACGTCTCATACGACGTGCTAG

GGGACGTAGTATGCGGCGGCTTTGCG

ATGCCTATTCGCGAAAACAAGGCTCA

GGAAATCTACATCGTCATGTCCGGTG

AGATGATGGCGCTCTATGCCGCCAAC

AACATCGCGAAGGGTATCCTGAAGTA

CGCCCATGCCGGCGGCGTGCGCCTGG

GGGGTTTGATTTGCAACGAGCGCCAG

ACCGATCGGGAGCTCGACCTCGCCGA

GGCACTTGCCGCCCGCCTCAATTCCA

AGCTCATCCACTTCGTGCCGCGCGAC

AATATCGTTCAGCACGCAGAGCTCAG

AAAGATGACAGTGATCCAATATGCGC

CGAACTCTAAGCAAGCCGGGGAATAT

CGCGCCCTGGCTGAAAAGATCCATGC

AAATTCCGGCCGAGGCACCGTCCCTA

CACCGATCACTATGGAGGAACTGGAG

GACACGATGC 

 

ATACAAAGGAACGCGCGGCGCAGCTCGCTTCG

GTGCAGTTATGTGCTGCTGCGGCCCATGCGCG

ATGTACCGGCGTTCTGCTATGCTCTCGCTGCT

GGATCAGTACGAGACGCAACTTTATCGCGGCA

AGCCGAGTGACTTCGGTGAAGATCGCCATTTA

ACGATTCTCATGCTGAGCGCAGGTTTTCGAAC

TGAGTATGTTCCGAGCGCCATCGCGGCGACAG

TTGTTCCTGACACAATAGGTGTTTATCTGCGT

CAACAACTACGGTGGGCACGCAGCACTTTTCG

GGATACTTTGCTTGCGTTCCCCGTACTGCCTG

GCCTTGATCGATATCTCACGCTGGACGTAATC

GGGCAAAATGGCGGCCCTCTACTTCTTGCGCT

GTCGGTGTTGACGGGTATTGGCCAGTTTGCGT

TGACCGCCACAGTACCATGGTGGACGATCATG

GTCATCGTCTCCATGACTCTTGTGCGATGCAG

TGTGGCTGCCTATCGCGCCCGCGAGCTTAGGT

TTCTGGGTTTTGCTCTCCACACGCTCGTGAAC

ATCTTTCTCTTAATTCCCTTGAAAGCCTATGC

CCTTTGTACCCTATCCAACAGCGACTGGCTGT

CACGA 

 

TCCCTTGCGGGTTAGCGCAGCGCCTTCGGGTAAAACCAACTCCCAT

GGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCG

GCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGCACTCGA

GTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTC

ACACTCGCGTGCTTGCTGCCCACTGTCACCACCATTGTAGCACGTG

TGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCAC

CTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTG

AATGATGGCAACTAAGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA

CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGT

GTCCCGGTCCCCGAAGGGAACCATCCATCTCTGGATGTAGCCGGGC

ATGTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCA

CATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTT

AATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAATGTTTAATGCGTTAGCT

GCGTCACCGAACAGTAAACTGCCCGACGACTAACATTCATCGTTTA

CGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTT

TCGCACCTCAGCGTCAGTTGTGGACCAGTCAGCCGCCTTCGCCACT

GGTGTTCCTGCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGCAATT

CCACTGACCTCTTCCACACTCAAGACACCCAGTATCAAAGGCAGTT

CCAGAGTTGAGCTCTGGGATTTCACCCCTGACTTAAATGTCCGCCT

ACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCCCCTTC

GTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTCC

GGATACCGTCATTATCTTCTCCGGTGAAAGAACTTTACAACCCTAA

GGCCTTCATCATTCACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCAT

TGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTG

TCTCAGTCCCAATGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTATGGAT

CGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCAACGC

GGGCCGATCCTTTACCGATAAATCTTTCCCCCAAAGGGCACATACG

GTATTAGCTCCAGTTTCCCGGAGTTGTTCCGTAGTAAAGGGTACGT

TCCCACGCGTTACTCACCCGTCTGCCGCTCCCCTTGCGGGGCGCTC

GACTTGCATGTGTTAAGCCTGCCGCCAGCGTTCGTTCTGAGCCA 
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TCGATCTAGCCGCAACGAAAGGTTCT

GTCGAAGATCTGGAACTCGGCGATGT

GCTCAAAACTGGCTACGGCGGCATCA

AATGTGTGGAGTCGGGCGGCCCTGAA

CCCGGCGTCGGCTGCGCCGGGCGAGG

CGTCATCACATCGATAAATTTCCTGG

AAGAAAACGGCGCCTATGACGATGTC

GACTACGTCTCCTATGACGTGCTCGG

AGACGTGGTGTGCGGAGGCTTTGCTA

TGCCCATCCGCGAGAACAAGGCTCAG

GAAATTTACATCGTCATGTCCGGTGA

GATGATGGCCCTGTATGCTGCAAACA

ACATCGCGAGAGGCATCCTCAAATAT

GCCAGCGCCGGAAGCGTGCGGCTGGG

CGGCCTGATCTGTAATGAGCGGCAGA

CCGATCGAGAATTAGACCTGGCTGAA

GCGCTGGCCGCCAAACTCAATTCGAA

GCTTATTCACTTCGTGCCGCGCGACA

ACATTGTCCAGCACGCGGAGCTTAGA

AAGATGACCGTGATCCAATACGCGCC

ACGCTCCAAAC 

 

CGCTTCGGAGCCGTTATGTGCTGCTGCGGTCC

ATGTGCTATCTACCGTCGCTCTGCGCTCGCTT

CGCTGCTTGACCAGTACGAATCACAGTATTTT

CGGGGAAAGCCAAGCGATTTCGGTGAGGATCG

GCATCTCACCATTCTCATGCTGAAGGCAGGCT

TTCGAACGGAGTACGTGCCGAGCGCCATCGCA

GCGACAGTCGTTCCGAACAAGCTAGGACCGTA

TCTGCGCCAACAACTACGCTGGGCGCGGAGCA

CGTTCCGGGACACGTTGCTTGGGCTGCGCCTG

CTGCCCAACCTCAATCGCTTCCTTACGCTCGA

CGTTGTCGGACAGAACCTCGGACCGCTGCTTC

TGGCACTATCAGTGCTGACGGGGCTCGCACAG

CTTGCATTGACGGGCAACGTGCCTTGGTTGCC

AGCCCTGATGATTGTGGCCATGACGATGATCC

ACTGCAGCGTTGTCGCGCTTCGGGCCCGCCAA

CTACGGTTCCTCGGGTTCTCTCTGCACGCATT

TATCAGTATTTTTCTGCTACTTCCCTTGAAAG

CCTACGCGCTGTGCACGCTGAGCAATAGC 

 

AACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCG

CAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCCTT

TACTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCC

CTTTGGGGGAAAGATTTATCGGTAAAGGATCGGCCCGCGTTGGATT

AGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCT

GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAA

GCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGT

AAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAG

CCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCT

AGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCG

ATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTT

GATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGT

GTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAG

GCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGG

AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA

ATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCA

TTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAA

GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT

CGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGCCCGGCGAC

CTGCAGAGATGCAGGGTTCCCTTCGGGGACCGGGACACAGGTGCTG

CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

CAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTGGTTGGGCA

CTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGA

CGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTAC

AATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCT

CCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCAT

GAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAAT

ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTG

GTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCA

CGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAAG 
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TGTTCGGCAAAGCATCTGCTCGTCGG

TCTTCATGATCCCGAAATCGAGAAGC

ATGTCCTCAAGCTCTTCCATGGTGAT

GGGGGTCGGGATGGTGCCTTTGCCGG

AGTTGTCATGTATTCTTTGGGCAAGT

GTCCGGTACTCGGCCGCTTGCTGAGA

GTCCGGCGCATATTGGATCACCGTCA

TCTTTCTAAGCTCGGCGTGTTGGACG

ATGTTGTCGCGTGGCACGAAATGGAT

GAGCTTAGAATTTAGTTTGGCAGCCA

GCGCTTCGGCGAGGTCGATTTCGCGG

TCGGTCTGACGCTCGTTACAAATGAG

GCCACCCAGGCGCACGCTCCCGCCTG

CAGCATATTTTAGAATGCCCCTGGCG

ATATTGTTGGCGGCATAGAGGGCCAT

CATTTCGCCGGACATGACGATATAGA

TTTCCTGAGCTTTGTTTTCACGGATC

GGCATCGCGAAGCCGCCGCAGACAAC

GTCACCGAGCACGTCATAAGACACGT

AGTCGACATCGTTGTAGGCGCCGTTC

TCTTCGAGAAAGTTGATCGACGTGAT

AACGCCGCT 

 

GTGCAGGCCGTTTATTCTCTGCCGACCGATGT

TTCATTGGCGTCCCAGAGCTTGGCCGGCTTTG

AGGAGCTGCCCAGCGTAGATGTCATCGTGCCA

AGCTTCAACGAGGATCCCCGCACGCTTTCGGA

GTGCCTGGCTTCTATTGCGGGTCAGGAATACG

GGGGAAGGCTGCAGGTTTACCTAGTTGATGAC

GGTTCCGAAAATCGCGAGGCTTTGCGACCTGT

GCACGAGGCCTTCGCACGAGACCCCAGATTCA

ATATTCTCCTGCTTCCCCAGAATGTTGGTAAA

CGGAAGGCACAGATCGCCGCGATACGCCGCTC

TGCTGGAGATATGGTGTTAAACGTCGACTCCG

ACACGATCCTCGCATCTGACGTCATCAGGAAG

CTCGTGCCTAAAATGCAAGATCCGGCTGTCGG

CGCGGCCATGGGACAGTTGACGGCCCGCAACC

GAAACGATAGTTGGCTGACCCGTTTGATCGAT

ATGGAGTACTGGCTGGCTTGCAACGAGGAGCG

TGCGGCACAAGCTCGCTTCGGAGCCGTTATGT

GCTGCTGCGGTCCATGTGCTATCTACCGTCGC 

 

 

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAAC

ACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGT

AACGCGTGGGAATCTACCCTTGACTACGGAATAACGCAGGGAAACT

TGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGTCA

AGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTA

CCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACAT

TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG

AATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAG

TGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAA

TGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGC

CGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGT

AAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGG

CTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAA

GAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTC

GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACG

CTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT

AGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTANCCGTCGGGCAGTATACTG

TTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACG

GTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC

GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA

GCCCTTGACATGCCCGGCTACTTGCAGAGATGCAAGGTTCCCTTCG

GGGACCGGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT

GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAG

TTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAG

CCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGG

GCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAG

CACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTG

CACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCG

GATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG

CCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAA

CCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAA

GTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGNGGCTGGATCACCTCC

TTA 
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CCGGAGCCGGGCGTAGGTTGCGCCGG

TCGCGGCGTTATCACCTCCATCAATT

TCCTCGAGGAAAACGGCGCCTACGAC

AATGTCGACTATGTCTCCTATGACGT

GCTCGGCGACGTCGTGTGTGGCGGCT

TCGCCATGCCGATCCGCGAGAATAAG

GCCCAGGAAATCTACATCGTCATGTC

CGGCGAGATGATGGCGCTTTATGCGG

CAAACAACATCGCCAAGGGCATCTTG

AAATATGCCCATGCAGGCGGCGTGCG

GCTCGGCGGTCTGATCTGCAACGAGC

GTCAGACAGACCGCGAAATCGATCTC

GCCGAGGCGCTGGCTTCCAGGCTCAA

TTCCAAGCTCATCCATTTCGTGCCGC

GCGACAACATCGTCCAGCACGCCGAG

CTCAGGAAAATGACAGTCATCCAGTA

TGCGCCGGAGTCCAAACAGGCTGGAG

AATATCGCACGCTGGCGGAGAAGATC

CATGCCAATTCGGGTCAAGGGACCGT

CCCGACCCCGATCACCATGGAAGAGC

TCGAGGACATGCTGCTCGACTTCGGC

ATCATGAAGACC 

 

GCTGGCCTGTAATGAGGAGCGCGCGGCACAGG

CTCGTTTCGGTGCTGTCATGTGCTGCTGTGGC

CCATGCGCCATGTACCGCCGGACTGCGCTTAC

CATGCTACTCGACCAGTACGAAACGCAAATGT

TCCGGGGAAAGCGAAGCGATTTCGGCGAAGAT

CGTCATCTTACGATTCTCATGTTGAAGGCCGG

ATTTCGAACCGAATATGTTCCAACCGCCATCG

CGGCAACTGTTGTTCCAAACAAGCTGCGCCCT

TATCTGCGTCAACAACTTCGCTGGGCACGCAG

CACTTTCCGTGACACGTTGCTTGCAATGAACC

TTCTGCCTGGTCTTGACCGTTTTCTCACGTTG

GACGTCATTGGTCAGAACCTCGGACCGCTCTT

GCTCGCCCTATCGGTGCTAACCGGACTAGCGC

AGTTCGCGCTCACCGGGACCGTGCCCTGGTGG

ACATGCCTGATGATCGCATCGATGACCATGAT

CCGCTGCAGCGTCGCAGCGGTTCGTGCTCGCC

AATTTCGATTTATCGGCTTCTCCCTGCATACC

TTCATCAACATCTTTTTCCTGCTGCCCTTGAA

GGCCTACGCGCTCTGTACGTTGAGCAATAGCG 

 

GGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCTTTTGCT

ACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTC

GGGAGAAAGATTTATCGGCAAGAGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCT

AGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTC

TGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTC

CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCT

GATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAG

CTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCC

GGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCG

TTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCA

GTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATA

CTGTCGATCTGGAGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAG

AGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG

CTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA

AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGT

TAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAA

ACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAA

TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA

GCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCTGTGTTACCTCT

AGAGATAGGGGGTCCACTTCGGTGGCGCAGAGACAGGTGCTGCATG

GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC

GAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCT

AAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTC

AAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATG

GTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAA

AAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAG

TTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT

TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTT

TACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGT

AGGGTCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGA

ACCTGC 
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GACGTGCTCGGCGATGTGGTGTGCGG

TGGCTTTGCGATGCCGATCCGTGAGA

ACAAGGCCCAGGAGATCTACATCGTG

ATGTCCGGCGAGATGATGGCGCTCTA

TGCCGCCAACAACATCGCCAAGGGCA

TCCTGAAATATGCCCATTCCGGCGGC

GTGCGGCTCGGCGGCCTGATCTGTAA

CGAGCGCCAGACGGACCGCGAGCTCG

ACCTCTCCGAGGCGCTGGCTGCCAGG

CTCAATTCCAAGCTCATCCACTTTGT

GCCGCGTGACAACATCGTCCAGCACG

CCGAGCTCAGGAAGATGACGGTGATC

CAGTACGCGCCGGACTCCAAGCAGGC

CGGGGAATATCGGGCGCTAGCCGAGA

AGATCCATGCCAATTCGGGCCAAGGG

ACCATTCCGACCCCGATCACAA 

 

 

GTGCAGGCCGTTTATTCTCTGCCGACCGATGT

TTCATTGGCGTCCCAGAGCTTGGCCGGCTTTG

AGGAGCTGCCCAGCGTAGATGTCATCGTGCCA

AGCTTCAACGAGGATCCCCGCACGCTTTCGGA

GTGCCTGGCTTCTATTGCGGGTCAGGAATACG

GGGGAAGGCTGCAGGTTTACCTAGTTGATGAC

GGTTCCGAAAATCGCGAGGCTTTGCGACCTGT

GCACGAGGCCTTCGCACGAGACCCCAGATTCA

ATATTCTCCTGCTTCCCCAGAATGTTGGTAAA

CGGAAGGCACAGATCGCCGCGATACGCCGCTC

TGCTGGAGATATGGTGTTAAACGTCGACTCCG

ACACGATCCTCGCATCTGACGTCATCAGGAAG

CTCGTGCCTAAAATGCAAGATCCGGCTGTCGG

CGCGGCCATGGGACAGTTGACGGCCCGCAACC

GAAACGATAGTTGGCTGACCCGTTTGATCGAT

ATGGAGTACTGGCTGGCTTGCAACGAGGAGCG

TGCGGCACAAGCTCGCTTCGGAGCCGTTATGT

GCTGCTGCGGTCCATGTGCTATCTACCGTCGC 

 

 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACA

CATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTA

ACGCGTGGGAATCTACCCATCTCTACGGAATAACTCAGGGAAACTT

GTGCTAATACCGTATACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGAGAT

GGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTAC

CAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATT

GGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA

ATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGT

GATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAAT

GACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCC

GCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTA

AAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTAGAGTATGGAAG

AGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCG

GAGGAACACCAGTGGCGAGGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGC

TGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA

GTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGCAAGTTTACTTG

TCGGTGGCGCACGTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGG

TCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG

GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAG

CTCTTGACATCCCGATCGCGGACAGTGGAGACATTGTCCTTCAGTT

AGGCTGGATCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT

CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCT

TAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGAT

AAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTA

CGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGC

GAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGA

TTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATC

GCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

CCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACTCGAAGGTAGTGCGC

TAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGT

GAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCACC

TCCTT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Annexe 3 

 

 Codes d’accession (GenBank) des différents gènes de ménage de Rhizobium spp 

            Gènes 

Espèces 
rpoA rpoB recA gyrB ARNr 16S 

R. pisi KC293535.1 KC293535.1 DQ431676.1 JQ795183.1 AY509899.1 

R. leucaenae JF318203.1 JF318203.1 JF318197.1 KC293524.1 JF318176.1 

R. multihospitium JF318207.1 JF318207.1 EF490039.1 KC293528.1 NR_044053.1 

R gallicum EU488840.1 EU488840.1 EU518354.1 AM418828.1 FR728933.1 

R. etli JN129370.1 JN129370.1 KF483575.1 JN129340.1 AB680905.1 

R. leguminosarum JN129371.1 JN129371.1 JQ302792.1 KC293526.1 AY509900.1 

R. tropici JN129357.1 JN129357.1 EU488828.1 JN129327.1 JF318177.1 

R. giardinii EU488829.1 EU488829.1 EU532142.1 AM418827.1 U86344.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe 4 

Le code  des nucléotides selon UIB
1
 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1
 http://www.chick.manchester.ac.uk/SiteSeer/IUPAC_codes.html 

 

Symbole  signifiant acide nucléique 

A 

C 

G 

T 

U 

M 

R 

W 

S 

Y 

K 

V 

H 

D 

B 

X 

N 

 A 

C 

G 

T 

U 

A ou C 

A ou G 

A ou T 

C ou G 

C ou T 

G ou T 

A ou C ou G 

A ou C ou  T 

A ou G ou T 

C ou G ou T 

G ou A ou T ou C 

G ou A ou T ou C 

Adenine 

Cytosine 

Guanine 

Thymine 

Uracil 



Annexe 5 

Intérface principale du programme Mega 4.0 

 

Annexe 6   

Insertion des huit séquences sur Mega 4.0 

 

 



Annexe 7  

Résultat de  l’alignement multiple des séquences par Mega 4.0 

 

Annexe 8 

La matrice distances d’arbre ARN 16S 
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it
iu

m
 

R
.t

ro
p
ic

i 

R
.g

ia
rd

in
ii

 

R
..
 l

eu
ca

en
a
e 

R
..
 e

tl
i 

R. gallicum         

R.leguminosarum 0.90826        

R.pisi 0.90505 0.00547       

R.multihospitium 0.92374 0.01099 0.01651      

R. tropici 0.92374 0.01099 0.01651 0.00000     

R.giardinii 0.91524   0.04059 0.04624 0.03955 0.03955    

R. leucaenae 0.93610     0.01497 0.02050 0.00394 0.00394 0.03528   

 R .etli 0.90505   0.00802 0.00251 0.01395 0.01395 0.04364 0.01794  
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