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RÉSUMÉ 

Différents marqueurs moléculaires ont été utilisés au cours des deux dernières 
décennies pour des études systématiques des espèces bactériennes à différents 
niveaux taxinomiques. L'apparition de nouvelles méthodes d'identification et de 
classification des espèces bactériennes telles que la taxonomie numérique et la 
taxonomie phylogénétique ont amenées à la révision de plusieurs taxa bactériens. 
Dans l'Ordre des Bacillales et dans la Classe des y-protéobactéries par exemple, ces 
méthodes ont aboutit à la révision de la famille des Bacillaceae et du genre 
Xanthomonas, respectivement. Compte tenu de l'importance des bactéries des points 
de vue économique, environnemental et médical, le travail d'identification et de 
classification des bactéries demeure un enjeu majeur pour les bactériologistes. 

Nous proposons dans cette thèse d'évaluer un marqueur d'ADN basé sur une 
courte séquence nucléotidique située à l'extrémité 3' du gène 16S ARNr et l'extrémité 
5' de la région inter-génique 16S-23S (ITS) pour l'identification et la classification 
des bactéries à Gram-positif et à Gram-négatif à différents niveaux taxonomiques: 
Classe, Ordre, famille et genre. 

Dans le premier chapitre, la phylogénie des bactéries de l'ordre des Bacillales 
a été construite à l'aide d'un marqueur d'ADN de 220 paires de bases (pb). Il s'agit 
d'une combinaison des 150 dernières pb de l'extrémité 3' du gène 16S de l'ARNr et 
des 70 premières paires de bases de l'extrémité 5' de la région inter-génique 16S-23S 
(ITS). Au total, 72 espèces et souches de l'Ordre des Bacillales, réparties en huit 
familles et 21 genres ont été analysées. Un arbre phylogénétique a été construit et sa 
robustesse a été statistiquement établie par une analyse bootstrap. Huit groupes ont 
été révélés et chaque groupe a été subdivisé en sous-groupes et branches. L'arbre 
phylogénétique ainsi construit à l'aide du marqueur de 220 pb est en général 
conforme à l'arbre phylogénétique obtenu à partir du gène 16S de l'ARNr et basé sur 
les données phénétiques et moléculaires. Nos résultats indiquent que le marqueur 
présente un pouvoir résolution supérieur à celui du gène 16S de l'ARNr. 

Dans le deuxième chapitre, le pouvoir de résolution du marqueur de 220 pb a 
été évalué à un niveau taxonomique très inférieur à l'Ordre des Bacillales : le groupe 
Bacillus cereus. Au cours de cette étude, 129 allèles de huit espèces bactériennes dont 
entre autres quatre espèces du groupe B. cereus ont été analysés. L'arbre 
phylogénétique construit a révélé quatre groupes majeurs et des sous-groupes. Le 
marqueur de 220 pb a permis une discrimination au niveau du genre mais n'a pas 
permis de distinguer les quatre espèces phylogénétiquement très proches du groupe B. 
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cereus sous étude: B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis et B. weihenstephanensis. 
Nous avons atteint la limite du pouvoir de résolution du marqueur de 220 pb. 

Dans le troisième chapitre, un marqueur similaire à celui des bactéries Gram
positif a été développé pour l'établissement de la phylogénie chez les espèces de la 
Classe des y-protéobactéries. Une analyse comparative de l'extrémité 3' du gène 168 
de l'ARNr a permis de déterminer la portion la plus conservée à ce niveau. De même, 
une analyse comparée de la région inter-génique 16S-238 (ITS) des différents allèles 
d'une même souche bactérienne a permis de déterminer la partie la plus conservée de 
cette extrémité 5'. Les deux parties les plus conservées ont été combinées pour 
former un marqueur d'ADN de 232 pb: 157 pb de l'extrémité 3' du gène 168 de 
l'ARNr et 75 premières paires de bases de l'extrémité 5' de la région IT8. Un arbre 
phylogénétique dont la précision a été statistiquement établie par une analyse 
bootstrap a été construit. Quatre groupes majeurs ont été révélés et des sous-groupes 
et des clusters ont été formés. Cet arbre est dans l'ensemble, conforme à celui basé sur 
le gène 168 de l'ARNr. Il est intéressant de noter que le marqueur de 232 pb a permis 
une meilleure discrimination entre les espèces très proches que le gène 168 de 
l' ARNr en raison d'une part de la conservation de l'extrémité 3' du gène 16S de 
l'ARNr entre les allèles d'une même souche et d'autre part, de la conservation des 75 
pb de région inter-génique 16S-23S (ITS) entre les allèles d'une même souche. 

Dans le quatrième chapitre, le pouvoir de résolution d'un marqueur d'ADN de 
224 pb est évalué à un niveau taxonomique de beaucoup inférieur à la Classe des y
protéobactéries: le genre Xanthornonas de la classe des y-protéobactéries. Le 
marqueur est constitué d'une combinaison des 157 pb à l'extrémité 3' du gène 168 
ARNr et des 67 premières paires de bases de l'extrémité 5' région inter-génique 16S
238 (ITS). Un total de 23 espèces du genre Xanthornonas ont été analysées. Les 
espèces éloignées phylogénétiquement et certaines espèces proches du genre 
Xanthornonas sont discriminées par le marqueur de 224 pb. Les espèces très proches 
phylogénétiquement et les pathovars par contre ne sont pas discriminées par le 
marqueur. Ceci constitue la limite du pouvoir de résolution de ce marqueur. 

Le marqueur d'ADN universel évalué à différents niveaux hiérarchiques des 
bactéries à Gram-positif et Gram-négatif est un marqueur PCR (Polymerase Chain 
Reaction) facile d'utilisation du point de vue technique. Il est constitué des demières 
paires de bases conservées de l'extrémité 3' du gène 168 de l'ARNr et des premières 
paires de bases conservées de la région inter-génique 168-238. Or le gène 168 de 
l'ARNr est très conservé entre les espèces d'un même genre tandis que la région 
inter-génique est hyper-variable à l'intérieur d'une même espèce. Ainsi, ce seul 
marqueur pourrait servir à la fois aux études systématiques intra et inter-spécifiques 
aboutissant à l'identification des espèces bactériennes, à leur classification, voire 
même à la révision de certaines classifications. 



INTRODUCTION 

Le monde vivant a été divisé en trois domaines sur la base des travaux de 

phylogénie moléculaire réalisés par Carl Woese et collaborateurs: les Eubactéries, les 

Archaebactéries et les Eucaryotes (Woese et al., 1990) (Fig. 1). 

Eubactéries Archaebactéries Eucaryotes 

Bactéries vertes 
Spirochètes nramenteuses 

MelhallOS<lfC,ne 

Melhanobeclerium Halophiles
Prolèobactéries 

Met/Jallococcus
Cyanobactérles 

Planclomyces 

Bacteroides cytophaga 

Thermotoga- ~ 

Aqulfex-------------

Fig. 1. Arbre phylogénétique universel adapté de Woese et al., 1990. 

Les Archaebactéries et les Eubactéries forment les procaryotes. Les 

procaryotes sont des organismes vivants unicellulaires de petites tailles en général et 

caractérisés par une absence de noyau et d'organites intracellulaires. Les Eucaryotes 

sont des organismes vivants plus complexes que les procaryotes. Les· principales 

caractéristiques qui permettent de distinguer les Eucaryotes des Procaryotes sont: la 

présence d'un noyau renfermant l'information génétique, la présence d'organites 

intracellulaires pourvus de membranes (les mitochondries, les chloroplastes, les 

appareils de Golgi, le reticulum endoplasmique) et la présence d'un cytosquelette. 

Les Archaebactéries se distinguent des Eubactéries par l'absence d'acide muramique 
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dans leur paroi cellulaire (Kandler et Konig, 1993). Sur l'arbre phylogénétique 

universel décrit par Woese et al., 1990, seuls quelques organismes représentatifs de 

chaque domaine sont présentés. La topographie de l'arbre phylogénétique universel 

nous révèle que ces trois domaines tirent leur origine d'un ancêtre commun à partir 

duquel ils auraient divergé. Ce dernier ancêtre commun généralement appelé Luca 

(The last universel common ancestor) fait l'objet de plusieurs études (Forterre et al., 

2005). La racine des trois lignées de l'arbre universel serait dans le domaine des 

Eubactéries (Iwabe et al., 1989, Woese et al., 1990). L'arbre phylogénétique 

universel a permis également de révéler que bien que les Archaebactéries soient des 

Procaryotes, elles sont phylogénétiquement plus proches des Eucaryotes que des 

Eubactéries. Les Archaebactéries présentent certains caractères similaires à ceux des 

Eucaryotes tels que: la présence de plusieurs ARN polymerase complexes, les gènes 

en mosaïque et les protéines impliquées dans les systèmes de réplication d'ADN, la 

transcription et la traduction (Olsen et Woese, 1997; Forterre 1999; Kelman, 2000). 

Selon plusieurs études, les Archaebactéries et Eucaryotes auraient un ancêtre 

commun à partir duquel l'ancêtre des Eucaryotes aurait divergé plus tôt (Woese, 

1981, Woese et Gupta, 1981, Woese 1998, Gupta, 2000; Yutin et al., 2008). 

Le domaine des Eubactéries est très diversifié et regroupe les bactéries très 

variées quant à leur morphologie, leur distribution dans l'environnement, leurs niches, 

leurs besoins nutritifs et leur métabolisme. Un total de 24 phyla est reconnu dans la 

dernière édition du Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. Citons, les 

protéobactéries, les bactéries Gram-positif, les cyanobactéries, les spirochètes, etc. 

Les protéobactéries constituent le phylum le plus important. On y retrouve les 

bactéries de très grande importance des points de vue économique, médical, 

scientifique et environnemental connues à ce jour. L'identification moléculaire des 

bactéries a permis la caractérisation de bactéries non-cultivables des systèmes 

environnementaux (Ward et al., 1990; Amann et al., 1995; Dauga et al., 2005). Un 
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total de 3289 taxa bactériens sont présentement décrits sur le site web du "National 

Center for Biotechnology Information" (NCBI), (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

guide/taxonomy/). 

Compte tenu de la grande diversité des Eubactéries, nous avons 

volontairement limité notre étude aux niveaux taxinomiques suivants: l'Ordre des 

Bacillales chez les bactéries Gram-positif et la Classe des y-protéobactéries chez les 

bactéries Gram-négatif. 

Importance des bactéries de l'Ordre des Bacillales 

Les bactéries ont une grande importance des points de vue économique, 

environnemental et médical (Gordon et al. 1973; Hara et Veda 1982; Carr 1983). 

L'Ordre des Bacillales renferme entre autres des bactéries qui produisent les trois 

types de substances à grande valeur industrielle: les enzymes, les antibiotiques et les 

insecticides (Parry et al. 1983; Harwood, 1989; Devine, 1995). 

Dans l'industrie des enzymes, les bactéries du genre Bacillus constituent la 

source majeure d'enzymes hydrolytiques utilisées surtout dans le domaine alimentaire 

et dans celui des détergents (Parry et al. 1983; Harwood, 1989). Plus des deux tiers 

des enzymes produits industriellement par des bactéries, le sont par des espèces de 

Bacillus (Devine, 1995). Bacillus subtilis est utilisé pour produire des protéases. La 

subtilisine, protéase alcaline qu'elle produit représentent 60% de la totalité de la 

production d'enzymes à des fins industrielles. Ce marché est évalué à $ 26 millions 
. .. 

par année rien qu'aux USA (Devine, 1995). Cette enzyme est utilisée dans les 

lessives, dans les tanneries pour attendrir les cuirs et dans les conserves alimentaires 

comme additifs (Towalski et Rothman, 1986; Girard, 1997). Bacillus licheniformis 

est le principal producteur d'alpha-amylase, une enzyme très utilisée en agro
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alimentaire pour le traitement de l'amidon. L'alpha-amylase est également ajoutée 

dans certains savons liquides (Devine, 1995; Girard, 1997). Plusieurs espèces du 

genre Geobacillus produisent des enzymes thermostables. Les lipases et les amylases 

sont produits respectivement par Geobacillus stearothermophilus et Geobacillus 

thermoleovorans (Sifour et al., 2010; Uma Maheswar Rao et Satyanarayana 2007). 

Dans le genre Alicyclobacillus, plusieurs souches d'Alicyclobacillus acidocaldarius 

produisent des amylases (Schwerrnann et al., 1994) et des mannanases, enzymes qui 

jouent une rôle important dans l'hydrolyse des hémicelluloses (Zhang et al., 2008). 

Dans le domaine médical et vétérinaire, plusieurs genres de différentes 

familles de l'Ordre des Bacillales sont des pathogènes pour l'humain et certains 

animaux. Chez les humains, Listeria monocytogenes est responsable de plusieurs 

pathologies chez les humains et les animaux telles que la gastroentérite, la méningite, 

la septicémie et l'avortement (Doumith et al., 2004). Staphylococcus aureus est 

responsable des infections nosocomiales, des intoxications alimentaires, d'infections 

localisées suppurées (Klutmans et al., 1997). Une souche de St. aureus résistante à la 

méticilline (SARM) est responsable des cas de septicémies graves à fort taux de 

mortalité (Cosgrove et al., 2003; Klevens et al., 2006). Chez les animaux, 

Paenibacillus larvae est l'agent causal de la loque américaine, infection qui fait des 
J 

ravages dans les ruches de par le monde (Rieg et al., 2010). Chez les bovins et autres 

ruminants, St. aureus est la cause principale des mastites (Herron et al., 2002). 

En biotechriologie, certaines souches du genre Bacillus servent à la production 

d'antibiotiques. Brevibacillus brevis, B. polymyxa et B. subtilis produisent 

respectivement la gramicidine S, la polymyxine B et la bacitracine (Girard, 1997). 

Dans le genre Geobacillus, deux souches de Geobacillus thermoleovorans ont des 

activités bactériocines sur certaines bactéries d'importance médicale dont Salmonella 

typhimuriurn (Novotny et Perry, 1992). Récemment, le développement, des systèmes 

hôte/vecteur et des outils de génétique moléculaire tels que la techriologie de l'ADN 
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recombinant ont mis en exergue l'importance des membres du genre Bacillus plus 

précisément Bacillus subtilis. En effet, ils sont utilisés comme hôtes biologiques lors 

de l'expression de l'ADN recombinant. (Priest, 1981; Harwood, 1989). 

En agriculture, certains pesticides biologiques sont produits par des espèces 

du genre Bacillus telles que B. thuringiensis, B. sphaericus et B. popilliae. B. 

thuringiensis synthétise au moment de la sporulation une inclusion parasporale, le 

cristal (H6fte et Whiteley, 1989; Martin, 1994; Devine, 1995; Joung et Côté, 2000; 

Wellman-Desbiens et Côté, 2004). Il est pathogène chez les larves de plusieurs ordres 

d'insectes tels que les lépidoptères, les coléoptères, les diptères, etc. En 

environnement, des études ont montré l'utilisation de Geobacillus pallidius en 

biorémédiation (Bustard et al., 2002). 

Importance des bactéries de la Classe des y-protéobactéries 

La Classe des y-protéobactéries est constituée de bactéries ayant une grande 

importance du point de vue médical, scientifique et industriel. On distingue de 

nombreux genres pathogènes pour les humains et les animaux dans cette Classe. 

Dans le domaine médical et vétérinaire, la classe des y-protéobactéries 

renferme de nombreux genres pathogènes pour l'humain et certains animaux. Chez 

les humains, citons quelques genres tels que: Escherichia coli, responsable de 

gastro-entérites, Klebsiella, responsable d'infections urinaires et pulmonaires, 

Salmonella, responsable de gastro-entérite, de fièvres typhoïdes et d'intoxications 

alimentaires, Shigella, responsable de la dysenterie bacillaire, Vibrio, responsable du 

cholera, Yersinia, responsable de la peste (Kerster et al., 2006). Chez les animaux, 

citons: Actinobacillus, responsable de la shigellose du poulain (Blackall et al., 1998), 

Pasteurella responsable de plusieurs affections chez les mammifères et les oiseaux 

dont le cholera des poules et la septicémie hémorragique (Boyce et al., 2002). 
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En biotechnologie, certaines souches d'Escherichia coli, organisme modèle en 

physiologie et biochimie sont utilisées en biologie moléculaire comme hôtes 

biologiques lors de l'expression de l'ADN recombinant (Harwood, 1989). 

En agriculture, certains genres de la Classe des y-protéobactéries pathogènes 

de plantes causent des ravages dans les cultures ayant une grande importance 

économique: Pseudomonas, Xanthomonas et Xylella sont pathogènes pour les plantes 

(Kerster et al., 2006). En environnement, certaines espèces du genre Pseudomonas 

(Pseudomonas halodenitrificans) et le genre Methylococcus sont utilisés pour la 

dépollution des terrains contaminés, la biorémediation (Smith et Murell, 2009). 

Considérant leur grande importance, le travail d'identification et de 

classification des bactéries demeure un enjeu majeur pour les bactériologistes. 

Principales techniques de classification et d'identification des bactéries 

Au début du 1geme siècle, la taxonomie bactérienne était essentiellement basée 

sur des critères phénotypiques. Les premières classifications bactériennes étaient 

basées donc sur des caractères morphologiques, physiologiques et biochimiques 

(Smith et al., 1952; Wolf et Barker, 1968; Gordon et al., 1973; Gibson et Gordon, 

1974; Hobbs et Cross, 1983; Harwood, 1989). La taxonomie microbienne étant un 

domaine dynamique, les méthodes de classification ont évolué au rythme des 

découvertes scientifiques. La découverte de la structure de l'ADN par Watson et 

Crick en 1953 a permis l'avènement des techniques moléculaires d'identification des 

bactéries (Towner et Cockayne, 1993). Le développement de la méthode de 

séquençage des protéines par Sanger en 1955 et la publication de l'article " 

Molecules as documents of evolutionary history" par Zuckerkandl et Pauling en 1965 

qui démontre que les séquences des protéines et des acides nucléiques pouvaient 
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servir de chronomètres moléculaires ouvrent l'ère des phylogénies moléculaires. 

Ainsi de nouvelles méthodes d'identification et de classification des espèces font leur 

apparition amenant la révision de différents taxa bactériens. C'est le cas du genre 

Bacillus avec de la taxonomie numérique (Priest, 1981) et du genre Xanthomonas 

avec la taxonomie phylogénétique (Vauterin et al., 1990). 

Les techniques de classification et d'identification des bactéries peuvent être 

regroupées en fonction des critères utilisés, en deux catégories: les techniques de 

classification phénotypique et génotypique. Ces deux techniques de classification se 

combinent pour constituer la taxonomie polyphasique qui est l'approche utilisée 

depuis plus d'une vingtaine d'années pour l'identification des taxas bactériens à tous 

les niveaux (Vandamme et al., 1996). 

L'ARN ribosomal des bactéries. 

Chez les bactéries le ribosome est formé de deux sous-unités: la sous-unité 

30S et la sous-unité 50S. La sous-unité 30, ou petite sous-unité, est composée de 

l'ARN 16S et de 21 protéines ribosomales. La sous-unité 50S, ou grande sous-unité, 

est composée respectivement des ARN 23S et 5S et de 31 protéines ribosomales 

(Mears et al., 2002). 

Les gènes codant pour les ARN ribosomaux (ARNr) des bactéries sont 

organisés en opéron, appelé opéron rrn, localisé sur le chromosome bactérien. Dans 

l'ordre 5' 3', l'opéron rrn est constitué comme suit: le gène 16S, une région inter

génique, aucun, un ou des gènes d'ARN de transfert (ARNt), une région inter

génique, le gène 23S, une région inter-génique, et le gène 5S (Watson et al., 1987; 

Gürtler et Stanisich, 1996; Garcia-Martinez et al., 1996) (Fig.2). Sa structure est 

semblable chez toutes les bactéries. De une à Il copies de l'opéron sont présentes 

dans les différentes espèces bactériennes (Gürtler, 1993; Garcia-Martinez et al., 
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1996). Œnococcus œni possède 1 copie (Le Jeune et Lonvaud-Funel, 1997), 

Escherichia coli en possède 7 (Hill et Hamish, 1981; Ellwood et Nomura, 1982) et B. 

subtilis en possède de 9 à 10 (Loughney et al., 1982). 

,? ~~m777777Tr2~;'/777Trr/77; tRNA 235 55
 

5~~
 

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 

Fig. 2. Représentation schématique de l'opéron rrn des Procaryotes 

Les techniques de classification phénotypiques. 

Il s'agit de toutes les techniques de classification n'utilisant pas directement 

l'ADN et l'ARN mais uniquement les caractères phénotypiques (Vandamme et al., 

1996). On y retrouve les caractères morphologiques, physiologiques, biochimiques et 

chimiques. 

Les techniques phénotypiques classiques. 

On regroupe sous ce terme les techniques se basant sur les caractéristiques 

morphologiques, physiologiques et biochimiques. Ces techniques constituent la base 

de la systématique bactérienne et sont nécessaires à la description des bactéries à tous 

les niveaux taxonomiques, de la sous espèce à l'espèce et du genre à la famille 

(Vandamme et al:, 1996). 

- L'étude des caractères morphologiques se fait à la fois au niveau de la 

cellule et au niveau de la colonie. On étudie la forme, la taille, l'aspect et la couleur 

des colonies, l'aspect des cultures liquides, la forme et la taille de la cellule, la 
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motilité, la nature, le nombre et la disposition des flagelles, les réactions de 

coloration; la présence de structures intracellulaires particulières. 

- Comme caractéristiques physiologiques, on étudie: la température optimale 

de croissance, le pH optimal de croissance, la tolérance à la salinité et à la pression 

osmotique etc. 

- Les caractères biochimiques étudiés sont: la nature des sources de carbone, 

d'azote et de soufre, le potentiel de fermentation, l'oxydation des hydrates de 

carbone, la présence et l'activité des enzymes, l'effet des antibiotiques, les produits 

terminaux du métabolisme etc. 

La technique de classification numérique. 

La classification numérique a pns son essor dans les a1U1ées 50 avec le 

développement des ordinateurs. Elle est basée sur le degré de ressemblance 

phénétique entre les organismes vivants (Sneath, 1984; Régnault, 1990). Elle 

consiste à étudier un grand nombre de caractères phénotypiques pour chaque souche 

d'un grand échantillon de souches bactérie1U1es et à attribuer le même poids à chacun 

des caractères qui seront codés 1 (présence du caractère) ou 0 (absence du caractère) 

et enfin à calculer le degré de ressemblance entre ces souches (Priest et al, 1988; 

Vandamme et al., 1996). Ce dernier est exprimé par un coefficient de similarité qui 

correspond au pourcentage de caractères partagés par deux organismes ou par deux 

groupes d'organismes. Enfin, on construit des dendrogrammes qui permettent 

d'établir les relations entre les différents groupes étudiés sur la base de leur 

pourcentage de similarité révélant ainsi le degré de parenté des espèces et des genres 

(Priest etai, 1988.; Régnault, 1990; Vandammeetal., 1996). 
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Les techniques chimiques de classification. 

Les caractéristiques chimiques constituent de bons outils de taxonomie 

bactérienne (Claus et Fritze, 1989). La chimiotaxonomie ou technique de 

classification chimique est basée principalement sur l'analyse de la composition 

chimique de la paroi cellulaire bactérienne, des acides gras présents dans la cellule et 

des quinones isoprenoïdes, etc... 

La composition chimique des parois cellulaires. 

La composition chimique de la paroi cellulaire est un important critère 

d'identification des bactéries (Pelczar et al., 1982). Le composant principal de la 

paroi, le peptidoglycane est un polymère constitué de différentes substances, N

acétyl glucosamine, l'acide N-acétyl muramique et un peptide. Ce dernier est 

composé de quatre ou cinq acides aminés, la L- et la D-alanine, l'acide D-glutamique 

et selon les espèces, la lysine ou l'acide diaminopimélique (Pelczar et al., 1982). La 

composition et la structure du peptidoglycane varient d'une espèce à l'autre chez les 

bactéries Gram-positif tandis qu'elles sont fixes chez les Gram- négatif ce qui en fait 

un bon outil de systématique (Schleifer, 1985; Schleifer et Seidl, 1985). Le 

peptidoglycane est responsable de la rigidité de la paroi. Environ 100 différents types 

de peptidoglycane ont été décrits (Schleifer et Kandler, 1972; Schleifer et Seidl, 

1985; Stackebrandt et al., 1987). 

Les acides gras de la cellule. 

Les acides gras sont les constituants essentiels des phospholipides et des 

lipopolysaccharides de la membrane cytoplasmique cellulaire (Embeley et Wait, 

1994; Vandamme et al., 1996). Ils diffèrent par leur longueur, par le nombre et la 

position de leur liaison double (Damel et al., 1993). Une molécule d'acide gras est 
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constituée d'une longue chaîne hydrocarbonée reliée à un groupe carboxyle de 

propriété acide. Ce sont ces critères qui servent à la caractérisation des bactéries 

(Suzuki et al., 1993). Plus de 300 différentes structures chimiques d'acide gras ont été 

identifiées (Vandamme et al., 1996). 

C'est en 1963 que Able et al. et Kaneda ont chacun démontré que l'analyse 

des acides gras par chromatographie en phase gazeuse pelmettait l'identification des 

bactéries (Able et al.; 1963; Kaneda, 1963; Siegel et al., 2000). Dans l'Ordre des 

Bacillales, cette méthode a été utilisée dans le genre Bacillus, chez les espèces 

entomopathogènes (Kaneda, 1968; Frachon et al., 1991; Schenkel et al., 1992; Stahly 

et Klein, 1992; Kampfer, 1994; Siegel et al., 1997; Siegel et al., 2000). Dans la 

Classe des y-protéobactéries, la méthode a été utilisée chez les genres Aeromonas 

(Canonica et Pisano, 1988), Pseudomonas (Moss et Dees. 1975; Peladan et Monteil, 

1984) et Legionella (Moss et al., 1983). 

Les quinones isoprénoïdes de la chaîne respiratoire des bactéries. 

Les quinones isoprénoïdes sont les constituants de la membrane 

cytoplasmique des bactéries qui jouent un rôle important dans le transport des 

électrons et dans la phosphorylation oxydative (Collins et Jones; 1981; Busse et al., 

1996; Vandamme et al., 1996). Ils sont utilisés comme critères taxinomiques à cause 

de leur structure qui varie en fonction des espèces et qui est constante au sein d'une 

même espèce (Collins, 1985; Vandamme et al., 1996; Hiraishi, 1999). On distingue 

deux types principaux de quinones isoprénoïdes: les benzoquinones et les 

naphtoquinones qui eux sont subdivisés en phylloquinones et menaquinones présentes 

chez les bactéries (Vandamme et al., 1996). 
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L'analyse des protéines totales de la cellule bactérienne. 

L'analyse comparative des protéines totales par migration électrophorétique 

sur un gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS PAGE) 

permet d'établir les relations systématiques au niveau du genre et de l'espèce 

(Kersters et al., 1994; Pot et al., 1994; Busse et al., 1996). Le degré de similarité 

entre les différents patrons protéiques permet d'établir la parenté, la relation, entre les 

souches étudiées. C'est une technique très utilisée en systématique bactérienne. 

Les techniques de classification génotypique. 

Ce sont des techniques de classification basées directement sur l'analyse de 

l'ADN et de l'ARN bactérien. Elles ont fait leur apparition suite aux progrès réalisés 

en biologie moléculaire. Différentes études basées sur l'analyse de l'ADN ont permis 

l'identification et la classification de plusieurs souches bactériennes ainsi que 

l'établissement des relations phylogénétiques entre les taxons (Gürtler et Mayall, 

2001). Il existe plusieurs méthodes moléculaires de classification: l'hybridation 

ADN-ADN et ADN-ARN, la détermination des pourcentages molaires des bases 

puriques et pyrimidiques, l'amplification aléatoire d'ADN polymorphe (Ramdom 

amplification of polymorphie DNA; RAPD) (Williams et al., 1990), le 

polymorphisme de longueur des fragments de restriction de l'ADN (Restriction 

fragment length polymorphism; RFLP), le ribotypage, l'électrophorèse en champ 

pulsé (Pulse-field gel electrophoresis; PFGE, Tenover et al., 1995), le polymorphisme 

de longueur des fragments amplifiés de l'ADN (Amplified fragment length 

polymorphism ; AFLP), (De Vos et al. ,1995); le séquençage de l'ARN ribosomal, 

etc. 
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La détermination des bases de l'ADN (G+C mol%). 

La détermination des pourcentages molaires de guanine et de cytosine (G+C 

mol%) contenus dans l'ADN est une méthode génotypique classique de description 

des espèces bactériennes (Vandamme et al., 1996; Busse et al, 1996). Ce pourcentage 

varie entre 24 et 76% chez les bactéries (Vandamme et al., 1996). Chez deux souches 

appartenant à la même espèce, la plage de variation du pourcentage doit être 

inférieure ou égale à 3, tandis que chez des espèces appartenant au même genre, elle 

doit être inférieure ou égal à 10 (Stackebrandt et Liesack, 1993). L'analyse du 

pourcentage molaire de guanine et de cytosine (G+C mol%) peut se faire par la 

méthode de dénaturation thermique (De Ley et al., 1970) ou par chromatographie 

liquide haute performance (High Perfomance Liquid Chromatography; HPLC, 

Mesbah et al., 1989). 

L'hybridation ADN-ADN. 

L'hybridation ADN-ADN est la technique la plus indiquée pour la 

classification de nouvelles souches au niveau de l'espèce. Il s'agit d'une ré

association des chaînes complémentaires d'un acide nucléique. Elle est basée sur la 

propriété que possède une molécule d'ADN monobrin de s'associer spontanément et 

de façon spécifique et réversible à une autre molécule monobrin si celle-ci lui est 

complémentaire (Wayne et al, 1987; Darnel et al., 1993). 

Différentes méthodes d'hybridation ADN-ADN ont été mises au point telles 

que la méthode de l 'hydroxyapatite, la méthode de la membrane filtrante et la . 

méthode à la nuclease SI. Cette dernière est la plus utilisée car contrairement aux 

autres, elle n'est pas basée sur le marquage radioactif de l'ADN (Legault-Démare et 

al., 1967; Brenner et al., 1969; De Ley et al., 1970; Crosa et al., 1973). 
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L'hybridation moléculaire peut se produire entre brins complémentaires 

d'ADN ou d'ARN mais également entre un brin d'ARN et son brin d'ADN 

complémentaire (De Vos et De Ley, 1983; Darnel et al., 1993). L'hybridation ADN

ARN a permis de démontrer l'hétérogénéité du genre Bacillus (Priest, 1981). Elle a 

permis également d'établir la phylogénie des Proteobacteria et de démontrer 

l'hétérogénéité des genres Pseudomonas, Xanthomonas par exemple (De Vos et De 

Ley, 1983; De Ley et al., 1986; De Vos et al., 1985a, b). Ainsi au sein d'une même 

espèce bactérienne, le taux d'homologie de l'ADN est de 70% (Johnson, 1973, 1985). 

Les marqueurs moléculaires d'identification et de classification des bactéries. 

Les méthodes phénotypiques d'identification et de classification des bactéries 

souffrent de plusieurs limitations telles que l'expression variable et la reproductibilité 

entres autres (Olive et Bean, 1999). Afin de pallier à ces limites, plusieurs techniques 

moléculaires basées sur la caractérisation directe de l'ADN et de l'ARN microbien 

ont été mises au point au cours de la dernière décennie (Vandamme et al., 1996; 

Olive et Bean, 1999). L'avènement de la réaction de polymérase en chaîne (Mullis et 

al., 1986) qui permet de dupliquer en très grande quantité les régions de l'ADN que 

l'on souhaite étudier, ainsi que la découverte d'enzymes de restriction bactériennes 

ont permis la mise au point de différents marqueurs moléculaires pour la 

caractérisation de la diversité bactérienne. Ceux-ci permettent le typage des souches 

bactériennes et l'établissement des relations phylogénétiques entre les micro

organismes. Ils ont l'avantage d'être faciles à réaliser, rapides, reproductibles et 

permettent l'établissement de bases de données interchangeables entre laboratoires 

(Vandamme et al., 1996; Olive et Bean, 1999). 
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La technique d'électrophorèse en champ pulsé (Pulsed-field gel electrophoresis; 

PFGE) 

Cette technique est utilisée pour l'analyse de grands fragments d'ADN (10

800 kb). Il s'agit dans un premier temps d'extraire l'ADN génomique total, puis de le 

faire digérer avec des enzymes de restriction et enfin de séparer et de visualiser les 

différents fragments d'ADN obtenus par électrophorèse sur un gel d'agarose 

(Vandamme et al., 1996; Olive et Bean, 1999). Elle a été utilisée lors de différentes 

études taxinomiques notamment pour des classifications intra-spécifique et inter

spécifique. Cependant, elle est plus indiquée pour des études épidémiologiques 

(Perales et Audicana, 1988; Olsen et al., 1994; Baggesen et al., 1997; Punia et al., 

1998; Baggesen et al., 2000). 

La technique de polymorphisme dans la longueur des fragments de restriction 

de l'ADN (Restriction fragment length polymorphism; RFLP) 

Cette technique est souvent utilisée pour la différenciation des espèces d'un 

même geme ou pour le typage des souches d'une même espèce (Lazo et al., 1987; 

Bouvet et al., 1991; Jacquet et al., 1992; Blanc et al., 1993). Elle permet la détection 

des réarrangements au sein du génome microbien et celle des mutations apparues au 

niveau des sites de reconnaissance des enzymes de restriction utilisées pour la 

digestion de l'ADN (Busse et al., 1996). 

Le principe de base de ce marqueur moléculaire est l'extraction de l'ADN 

suivie de sa digestion par les enzymes de restriction; les différents fragments d'ADN 

ainsi obtenus seront séparés en fonction de leur taille par migration sur un gel 

d'agarose, puis transférés soit sur une membrane de nylon soit sur un filtre de 

nitrocellulose par la technique de Southem Blot (Southem, 1975); Ils seront 

visualisés par l'intermédiaire de sondes radioactives ou de molécules fluorescentes 
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(Busse et al., 1996; Olive et Bean, 1999). C'est la haut.e spécificité des enzymes de 

restriction qui est exploitée pour la mise en évidence du polymorphisme. Les 

positions des sites de reconnaissance des enzymes de restriction au niveau d'un locus 

peuvent varier d'une souche à l'autre donnant ainsi des bandes de tailles différentes 

(Olive et Bean, 1999). 

Le ribotypage. 

Cette technique est basée sur le même principe que la technique RFLP, mais 

dans ce cas-ci, on analyse les gènes codant pour les ARN ribosomaux 16S et 23S, et 

la région inter-génique (ITS) de l'ARN ribosomal (rARN) bactérien (Olive et Bean, 

1999; de Caesar et al., 2001). 

Le ribotypage permet d'obtenir un nombre réduit de patrons à analyser et par 

conséquent une meilleure interprétation des résultats. Il a été utilisé avec succès dans 

de nombreuses études taxinomiques particulièrement lors de la différenciation des 

souches bactériennes présentant une forte hétérogénéité au niveau de l'opéron ARNr 

(Gemer-Smidt, 1992; Joung et Côté, 2000; de Caesar et al., 2001; Shaver et al., 

2002). 

Un système de ribotypage automatisé a été mis au point et est connu sous le 

nom de "Ribo Printer" (Andersson et al., 1999). 

La technique d'amplification aléatoire d'ADN polymorphe (Random amplified 

polymorphism DNA; RAPD). 

Cette technique. de classification repose sur la mIse en évidence du 

polymorphisme moléculaire généré par l'amplification aléatoire de fragments d'ADN 

grâce à des amorces dont les séquences ont été définies arbitrairement (Williams et 

al., 1990; Welsh et McClelland, 1990). Les amorces utilisées doivent être de courtes 

longueurs (10 nucléotides) et l'amplification est suivie de la séparation des fragments 
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par électrophorèse sur gel d'agarose. L'analyse comparative des patrons obtenus 

permet d'évaluer la similarité des souches étudiées. Elle permet de détecter les 

différences entre de petites séquences d'ADN et ainsi de différencier les souches 

entre elles (Stephan, 1996; Ronimus et al., 1997). C'est une technique surtout utilisée 

pour des études en épidémiologie clinique et en agro-alimentaire pour l'identification 

des espèces ou sous espèces bactériennes telles que d'une part Listeria (Mazurier et 

Wemars, 1992; Levett et al., 1993; Czajka et Batt, 1994; Faber et Addison, 1994), 

Bacillus lichenniformis (Stephan et al., 1994), B. cereus (Stephan, 1996) et B. 

thuringiensis (Brousseau et al., 1993) dans l'Ordre des Bacillales et d'autre part, 

E.coli et Yersinia dans la Classe des y-protéobactéries (Cavé et al., 1994; Rasmussen 

et al., 1994). 

Une variante de cette technique, l'amplification en chaîne par polymérisation 

à partir d'amorces aléatoires (arbritrarily primed PCR; AP-PCR) a été utilisée entre 

autres pour l'identification de souches bactériennes pathogènes ou non (Welsh et 

McClelland, 1990; Williams et al., 1993). 

La technique de polymorphisme de longueur des fragments amplifiés de l'ADN 

(Amplified fragment length polymorphism; AFLP). 

C'est une nouvelle approche de la mise en évidence du polymorphisme 

moléculaire des micro-organismes. Mise au point en 1995 par De Vos et al, l'AFLP 

est basée sur une amplification sélective de fragments de restriction obtenus suite à la 

digestion de l'ADN génomique (Vandamme et al., 1996; Meijer et al., 1999; Lan et 

Reeves, 2002). Elle se fait en trois phases successives: 'une digestion de l'ADN 

génomique, la fixation d'adaptateurs aux extrémités cohésives de l'ADN à l'aide 

d'une ADN ligase, une amplification pré-sélective suivie d'une amplification 

sélective qui permettent de réduire le grand nombre de fragments engendrés par la 

digestion (Lan et Reeves, 2002). Cette technique a été utilisée avec succès pour 
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l'étude de la diversité génétique de plusieurs organismes y compris les bactéries telles 

que Bacillus anthracis (Keim et al., 1997) et Xanthomonas vasicola (Janssen et al., 

1996). 

Le séquençage de l'ADN. 

Le séquençage de l'ADN fait partie des grands progrès réalisés en biologie 

moléculaire. Cette technique qui consiste à déterminer l'ordre des nucléotides sur la 

molécule d'ADN a été mis au point dans les années 1970 (Maxam et Gilbert, 1977; 

Sanger et al., 1977). Les premières méthodes de séquençage sont la méthode 

chimique de Maxam et Gilbert qui est une technique de séquençage par coupure 

chimique et la méthode de synthèse enzymatique de Sanger (Sanger dideoxy 

sequencing). Les avancées technologiques réalisées au début du 21 ème siècle ont 

permit de mettre au point de nouvelles techniques de séquençage permettant de 

réduire le coût et le temps nécessaire au séquençage. On distingue, la technique de 

séquençage automatique (automated sequencing) (Hillis et al., 1996), la technique de 

pyroséquençage (Ronaghi et al., 1998), les technologies de séquençage de haut débit, 

la technologie 454 (Margulies et al., 2005) et la technologie CRT Solexalillumina 

(Illumina, San Diego, USA). 

Le séquençage du gène 16S de l'ARNr. 

L'ARN ribosomal s'associe aux protéines pour former le ribosome, siège de la 

synthèse protéique. Chez les bactéries, le ribosome est formé de deux sous-unités, la 

sous-unité 30S, ou petite sous-unité composée de 1'ARN 16S et de 21 protéines, et la 

sous unité 50S ou grande sous-unité composée des ARN 23S et 5S et de 31 protéines 

(Mears et al., 2002). Le gène 16S de l'ARNr est un gène universel qui a conservé une 

fonction identique durant l'évolution. Toute mutation pouvant être léthale, il subit de 

fortes pressions de sélection. Ce gène présente des régions très conservées entre les 
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espèces d'un même genre, régions qui jouent un rôle biologique critique, et de 

régions variables (Woese, 1987). Il constitue de ce fait un excellent marqueur 

moléculaire pour des études phylogénétiques entre les différents groupes de bactéries 

et pour l'identification de nouvelles espèces bactériennes (Woese et al., 1990; Amann 

et al., 1995; Cilia et al., 1996; Goto et al., 2000; Sacchi et al., 2002) (Fig. 3). 

Les premières études du gène 16S de l'ARNr étaient basées sur 

l'établissement des catalogues d'oligonucléotides. Le gène 16S était digéré par la 

ribonucléase Tl et les oligonucléotides ainsi obtenus étaient entièrement séquençés 

afin de constituer les catalogues (Fox et al., 1977; Stackebrandt et al., 1985; Fox et 

Stackebrandt, 1987). 

La découverte de la PCR ayant permis l'amélioration de la technique de 

séquençage des gènes, la première méthode d'analyse du gène 16S fut remplacée par 

le séquençage direct du gène codant pour la sous-unité 16S de l'ARN ribosomal 

(Busse et al., 1996; Cilia et al., 1996). On assiste alors à l'éclosion de bases de 

données de séquences du gène 16S de bactéries usuelles mais également de bactéries 

difficiles à cultiver (Ward et al., 1990; Amann et al., 1995). Parallèlement à cela, de 

nombreux programmes informatiques nécessaires à l'analyse des données et à la 

construction des arbres phylogéniques ont été mis au point. 

1 3 4 

[U------'I\J\..I\'------I~ ~r--~ 
B 27 1390 1525 15431=407;----='4g~50e 

50 nt
 

L--J
 

Fig. 3. Régions conservées de l'extrémité 3' du gène 16S de l'ARN ribosomal des 
bactéries (Adapté de Gürtler et Stanisich, 1996) 



20 

Le séquençage de la région inter-génique 168-238 de l'ARNr. 

La région inter-génique 16S-23S ITS, à cause de sa variabilité, a servi à 

l'étude de la diversité bactérienne au niveau de l'espèce et de la sous-espèce (Gürtler 

et Stanisich, 1996; Garcia-Martinez et al, 1999; Gonçalves et Rosato, 2002; Wang et. 

al., 2008). La taille de l'ITS varie non seulement en fonction des espèces mais 

également entre les différents opérons d'une même cellule dans le cas d'opérons 

multiples (Condon et al., 1995). Le typage par PCR de cette région a permis de 

démontrer l'existence d'un polymorphisme de longueur entre les espèces de Bacillus 

(Jensen et al., 1993 ; Wunschel et al., 1994; Gürtler et Stanisich, 1996; Daffonchio et 

al., 1998). De même une partie de l'ITS a été amplifiée et utilisée comme sonde pour 

l'identification et la phylogénie des espèces de Bacillus (de Silva et al., 1998). 

La région inter-génique 23S-5S est moms utilisée comme marqueur 

moléculaire d'identification en raison non seulement de sa grande taille mais aussi 

parce qu'on ne dispose pas d'autant de données sur les séquences du gène 5S que sur 

ceux du gène 16S (Yoon et al., 1997). 

Les limites des études de systématique bactérienne basées sur l'analyse des 

séquences des ARN ribosomaux 

Les ARN ribosomaux plus particulièrement les gènes 16S et 23S ont fait leur 

preuve en tant que marqueur moléculaire pour révéler des relations phylogénétiques 

et pour identifier des espèces bactériennes. Cependant, leur utilisation à ces fins 

. taxinomiques présente des limites (Garcia-Martinez et al., 1999; Kolbert et Persing, 

1999). 
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Le gène 168. 

L'analyse de la séquence du gène 168 communément utilisée pour les études 

phylogénétiques et celles de la diversité bactérienne présente également des limites. 

Les gènes codant pour la sous-unité 168 de l'ARNr ont une taille très constante ce qui 

fait qu'il est techniquement difficile de séparer plusieurs gènes en fonction de leur 

taille. Ceci limite par conséquent l'analyse comparative de grands nombres 

d'échantillons (Garcia-Martinez et al., 1999). En plus de cela, malgré sa structure 

composée d'une alternance de régions variables et très conservées, le nombre de 

substitutions nucléotidiques est trop faible pour permettre une analyse phylogénétique 

entre des espèces très proches (Garcia-Martinez et al., 1999 ; Kolbert et Persing, 

1999). Ceci a été mis en évidence lors de l'analyse phylogénétique d'espèces 

appartenant à un même genre, tel que le genre Bacillus (Ash et al., 1991a; Rossler et 

al., 1991). On peut pallier à cette insuffisance en amplifiant en plus du gène 16S, la 

région inter-génique 16S-23S, région hyper-variable par excellence dont l'analyse 

révèle un polymorphisme de longueur entre les espèces d'un même genre (Gürtler et 

Stanisich, 1996). 

Le gène 238. 

La sous-unité 23S de l'ARNr est plus indiquée pour la distinction des espèces 

très proches non seulement à cause de sa taille (environ 2.5 kb) mais aussi parce 

qu'elle renferme des domaines ayant eu une évolution rapide et contenant de forts 

taux de mutations (Garcia-Martinez et al., 1999 ; Kolbert et Persing, 1999). Elle est 

toutefois très peu utilisée comme méthode d'identification des espèces bactériennes. 
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La bio-informatique 

La modernisation de la technique de séquençage a eu pour conséquence la 

génération d'énonnes quantités de données qui sont utilisés pour l'établissement des 

phylogénies. Le besoin de stocker et de traiter ces données a amené à la création 

d'une nouvelle discipline qui est la bio-infonnatique. La bio-informatique est 

l'ensemble des concepts et techniques pennettant l'interprétation de l'information 

génétique dans le cas des séquences et de l'information structurale tel que le 

repliement 3D des protéines. li s'agit ici de la biologie "in silico", par opposition à la 

biologie in vivo ou in vitro. Elle a pour objectifs d'interpréter les infonnations 

génétique (séquences) et structurale (Repliement 3D des protéines), d'énoncer des 

hypothèses et de fonnuler les prédictions telles que la fonction d'un gène. 

Résumé de la problématique 

Les Eubactéries sont constituées d'espèces très variées quant à leur 

distribution dans l'environnement, leurs niches, leurs besoins nutritifs et leur 

métabolisme. 

La taxonomie microbienne étant un domaine dynamique, les méthodes de 

classification évoluent au rythme des progrès technologiques. De nouvelles méthodes 

d'identification et de classification des espèces bactériennes qui en découlent telles 

que la phylogénie moléculaire par exemple (Woese, 1987) ont amené à la révision de 

plusieurs taxa bactériens. 

Dans l'Ordre des Bacillales, il y a une dizaine d'années, les espèces 

bactériennes de la famille des Bacillaceae étaient regroupées essentiellement dans le 

genre Bacillus. Au cours de la dernière décennie, l'accumulation de données, 
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essentiellement moléculaires, a amené la création d'une dizaine de nouveaux genres. 

Ainsi une classification numérique basée sur l'utilisation de caractères phénétiques a 

permis de classer 368 souches de Bacillus en 79 groupes (Priest et al, 1988). Au 

début des années 2000, une partie de la séquence du gène 16S rDNA (Goto et al., 

2000) ainsi que des patrons de restriction du gène 16S (Joung et Côté, 2002) ont été 

utilisés respectivement pour une identification rapide et une classification des espèces 

de Bacillaceae et des genres proches. Contrairement à la région codante du gène 16S 

RNAr qui est très conservée, la région inter-génique 16S-23S (ITS) est hyper-variable 

ce qui fait qu'elle a servi à l'étude de la diversité des procaryotes (espèces et sous

espèces) (Gürtler et Stanisich, 1996; Garcia-Martinez et al., 1999). 

Dans la Classe des y-protéobactéries, il y a une qumzame d'année, la 

classification des espèces du genre Xanthomonas était basée sur un critère unique qui 

était la spécificité de l'hôte (Vauterin et al., 1990). Des études basées sur 

l'hybridation ADN-ADN ont amené à la réorganisation de ce genre en révélant 20 

espèces génomiques (Vauterin et al., 1995). 

Un marqueur d'ADN basé sur une courte séquence nucléotidique située dans 

la région 3' du gène 16S ARNr et 5' de la région région inter-génique (ITS) 16S-23S 

pour la reconstruction de la phylogénie de bactéries Gram-positif du genre Bacillus a 

été mis au point par Xu et Côté en 2003. Il s'agit d'un marqueur PCR facile 

d'utilisation du point de vue teclmique qui était composé de 220 paires de bases (Pb) 

à savoir les 150 dernières pb en 3' du gène 16S ARNr et en 5' des 70 premières 

paires de bases de la région inter-génique 16S-23S (ITS). Au cours de cette étude, un 

total·de 40 espèces du genre Bacillus étaient analysées. La phylogénie de ce genre a 

été établie à l'aide du marqueur de 220 pb. L'arbre phylogénétique construit est 

similaire celui du gène 16S ANRr qui est considéré comme arbre consensus et utilisé 

comme référence. Le gène 16S est très conservé entre les espèces d'un même genre 

tandis que la région inter-génique est une région hyper-variable par excellence dont 
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l'analyse a révèlé un polymorphisme de longueur entre les espèces d'un même genre 

(Gürtler et Stanisich, 1996). L'extrémité 5' de la région inter-génique 16S-23S (ITS) 

en revanche est conservée à l'intérieur d'une même espèce (Xu et Côté, 2003). Le 

marqueur aInSi constitué pourrait servir aux études systématiques intra et inter

spécifiques. 

Compte tenue de la grande diversité bactérielUle en particulier à l'intérieur de 

l'Ordre des Bacillales et de la Classe des y-protéobactéries, nonobstant toutes les 

techniques développées pour classifier ces bactéries, la classification des bactéries est 

en perpétuelle réorganisation. 

a 
L5165F 

~ ~ r
 
_1--------IVr-\----------_
 

165 rRNA gene IT5 <=J 235 rRNA gene
 
L5235R
 

0.5 ~b 

Fig. 4. Représentation schématique du marqueur universel d'ADN. 

Objectifs 

L'objectif général de cette thèse est d'évaluer un marqueur d'ADN basé sur 

une courte séquence nucléotidique située dans l'extrémité 3' du gène 16S ARNr et 

l'extrémité 5' de la région inter-génique 16S-23S (ITS) pour l'identification et la 

classification des bactéries Gram-positif de l'Ordre des Bacïllales et Gram-négatif de 

la Classe des y-protéobactéries à différents niveaux taxinomiques (Fig. 4). 
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Les quatre chapitres de la thèse ont les objectifs concrets suivants: 

1 Établir la phylogénie des bactéries de l'Ordre des Bacillales à l'aide d'un 

marqueur d'ADN de 220 pb. Il s'agit d'une combinaison des 150 pb de 

l'extrémité 3' du gène 16S de l' ARNr et des 70 premières paires de bases de 

l'extrémité 5' de la région inter-génique 16S-23S (ITS). Un total de 72 espèces 

et souches de l'Ordre des Bacillales réparties en huit familles et 21 gemes seront 

analysées. 

2 Évaluer le pouvoir de résolution du marqueur de 220 pb à un niveau 

hiérarchique inférieur de l'Ordre des Bacillales: le groupe Bacillus cereus : 

Bacillus anthracis, B. cereus, B. mycoides et B. thuringiensis. 

3 Développer un marqueur similaire à celui des bactéries Gram-positif pour les 

bactéries Gram-négatif. La phylogénie de la Classe des y-protéobactéries est 

établi à l'aide d'un marqueur d'ADN de 232 pb: 157 pb de l'extrémité 3' du 

gène 16S de l'ARNr et 75 premières paires de bases de l'extrémité 5' du de la 

région inter-génique 16S-23S (ITS). Un total de 64 y-protéobactéries réparties en 

13 Ordres, 22 Familles, 40 gemes et 59 espèces seront analysés. 

4 Évaluer le pouvoir de résolution d'un marqueur d'ADN de 224 pb à un niveau 

taxonomique inférieur de bactéries Gram-négatif de la classe des y

protéobactéries : le geme Xanthomonas. 

Hypothèses 

Hypothèse générale. 

L'amélioration des teclmiques d'identification et de classification des espèces 

bactériennes a permis de révéler l'hétérogénéité phénotypique et/ou génotypique des 

plusieurs espèces bactériennes tels que la famille des Bacillaceae et le geme 

Xanthomonas par exemple. Il s'en est suivi la révision de plusieurs taxa bactériens. 
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L'opéron rrn a une structure semblable chez toutes les bactéries et il existe plusieurs 

copies de l'allèle de cet opéron chez une même espèce. Le gène 16S est très conservé 

entre les espèces d'un même genre tandis que la région inter-génique est hyper

variable à l'intérieur d'une même espèce. La région inter-génique du fait de sa 

variabilité a été utilisée pour l'étude de la diversité des procaryotes au niveau espèce 

et sous espèce. Une courte séquence d'ADN composée des dernières paires de bases 

de l'extrémité 3' du gène 16S de l'ARNr et des premières paires de bases de 

l'extrémité 5' de la région inter-génique 16S-23S (ITS) développée comme marqueur 

moléculaire peut servir à l'identification des espèces bactériennes. 

À cause de l'importance des bactéries sur les plans économique, médical et 

environnemental, il est indispensable de développer un tel marqueur d'ADN pour 

l'identification rapide et la classification des espèces bactériennes à différents 

niveaux taxonomiques. 

Hypothèse chapitre 1 

Il est possible d'étudier les relations phylogénétiques des espèces de l'Ordre 

des Bacillales grâce .à l'élaboration de dendrogrammes basés sur l'analyse 

comparative des séquences de notre marqueur moléculaire. De plus en plus d'ADN 

génomiques bactériens sont connus et les séquences des gènes codant pour l'ARNr 

16S sont déterminées et conservées dans des banques de données telles que GenBank, 

EMBL, etc. Un court marqueur d'ADN composé des dernières paires de bases de 

l'extrémité 3' du gène 16S de l'ARNr et des premières paires de bases de l'extrémité 

5' de la région inter-génique 16S-23S (ITS) peut servir à l'identification rapide et la 

classification des bactéries de l'Ordre des Bacillales. 
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Hypothèse chapitre 2 

Certaines espèces bactériennes de par leur position sur l'arbre phylogénétique 

des Bacillus ont besoin de plus de caractérisation par des analyses complémentaires. 

C'est le cas de Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis et Bacillus 

weihenstephanensis qui constituent le groupe l du genre Bacillus ou groupe de 

Bacillus cereus. Une analyse comparative des séquences du marqueur de 220 pb de 

plusieurs souches de chacune des espèces précitées permettrait de les distinguer. 

Hypothèse chapitre 3 

Si le marqueur développé pour l'Ordre des Bacillales s'avérait robuste, il 

deviendrait possible d'évaluer un marqueur similaire pour l'identification rapide et la 

classification des bactéries Gram-négatif de la Classe des y-protéobactéries. 

Hypothèse chapitre 4 

Une fois le marqueur évalué au niveau de la Classe des y-protéobactéries, il 

serait possible de l'évaluer à un niveau taxonomique inférieur : le genre 

Xanthomonas. 
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Abstract 

A short 220 bp sequence was used to study the taxonomie organization of the 

bacterial Order Bacillales. The nuc1eotide sequences of the 3' end of the 16S rDNA 

and the 16S-23S Internai transcribed spacer (ITS) were determined for 32 Bacillales 

species and strains. The data for 40 additional Bacillales species and strains were 

retrieved directly from Genbank. Together, these 72 Bacillales species and strains 

encompassed eight families and 21 genera. The 220 bp sequence used here covers a 

conserved 150 bp sequence located at the 3' end of the 16S rDNA and a conserved 70 

bp sequence located at the 5' end of the 16S-23S ITS. 

A neighbor-joining phylogenetic tree was inferred from comparative analyses 

of ail 72 nucleotide sequences. Eight major Groups were revealed. Each Group was 

sub-divided into sub-groups and branches. In general, the neighbor-joining tree 

presented here is in agreement with the currently accepted phylogeny of the Order 

Bacillales based on phenotypic and genotypic data. The use of this 220 bp sequence 

for phylogenetic analyses presents several advantages over the use of the entire 16S 

rRNA genes or the generation of extensive phenotypic and genotypic data. This 220 

bp sequence contains 150 bp at the 3' end of the 16S rDNA which allows 

discrimination among distantly related species and 70 bp at the 5' end of the 16S-23S 

ITS which, owing to its higher percentage of nucleotide sequence divergence, adds 

discriminating power among clQsely related species from same genus and closely 

related genera from same family. The method is simple, rapid, suited to large 

screening programs and easily accessible to most laboratories. 
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Introduction 

In the 1st Edition of Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (1986), the 

genus Bacillus, a member of the Class Bacilli, encompassed the Gram-positive, rod- . 

shaped, endospore-forming, either obligate or facultative aerobe bacteria (Claus and 

Berkeley 1986). A total of 34 species and 26 additional species incertae sedis were 

described. The genus was highly heterogeneous, exhibiting a wide range of 

nutritional requirements, physiological and metabolic diversity and DNA base 

composition. In the following two decades, numerical classifications (Priest et al., 

1988) 16S rDNA sequence alignments (Ash et al., 1991 a), characterizations at the 

genotypic and phenotypic levels of selected Bacillus species, allied to the creation of 

several new genera (briefly reviewed in Xu and Côté 2003). 

In 2003, we developed a method for the identification, classification and 

phylogenetic analyses of Bacillus species and species from closely related genera (Xu 

and Côté 2003). The method was simple, rapid, suited to large screening programmes 

and easily accessible to most laboratories. In summary, the method relied on 

comparisons of a 220 bp nucleotide sequence marker among Bacillus species. This 

220 bp marker was a combination ofa 150 bp sequence at the 3' end of the 16S rRNA 

gene and a 70 bp sequence at the 5' end of the 16S-23S ITS sequence. In our original 

study, a total of 40 species was analyzed. We showed that the phylogeny inferred 

from the 220 bp marker was in agreement with then current classifications based on 

phenetic and molecular data, with exceptions. It revealed species and genera which 

appeared misassigned and for which additional characterization appeared warranted. 

In the 2nd Edition of Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Ludwig et al., 

2009), a new taxonomy of the Class Bacilli, is presented. It is the result of 

phylogenetic and principal-component analyses of comprehensive datasets of 16S 
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rDNA sequences (Ludwig et al., 2009; Garrity et al., 2005). The Bacillus genus 

belongs to the arder Bacillales. The arder Bacillales contains nine families: 

Alicyclobacillaceae, Bacillaceae, Listeriaceae, Paenibacillaceae, Pasteuriaceae, 

Planococcaceae, Sporolactobacillaceae, Staphylococcaceae and 

Thermoactinomycetaceae. Ali nine families contain a total of 51 genera. 

Today, we further assess the usefulness of the 220 bp marker by extending its 

analyses beyond the genus Bacillus, to a higher taxa level, the arder Bacillales. 

Whereas our first study focused on species from the genus Bacillus and species from 

c10sely related genera (Xu and Côté 2003), we report here the phylogenetic analyses 

of 72 species and strains from eight Bacillales families and 21 genera. 

Materials and Methods 

8acterial strains and culture conditions. 

A total of 72 strains of the arder Bacillales were used in this study. These 

encompassed eight families, 21 genera and 67 species. A total of 31 Bacillales strains 

were obtained from the "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen" (DSMZ) GmbH, Braunschweig, Germany and were grown according to 

the DSMZ guidelines (http://www.dsmz.de/microorganisms /mediaJist.php). 

Jeotgalibacillus alimentarius was obtained from the "Czech Collection of 

Microorganisms" (CCM), Masaryk University, Brno, Czech Republic and grown 

according to the CCM guidelines (http://www.sci.muni.cz/ccrn/index.html). The 

nuc1eotide sequences of the 40 remaining strains were retrieved' directly from 

GenBank. Ali bacterial strains and their sources are listed in Table 1. 
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Escherichia coli strain TOP10 (Invitrogen Inc., Burlington, ON, Canada) was used 

for cloningPCR fragments. Strain TOP10 was cultured on Luria-Bertani (LB) 

agar plates to select transformants or in LB broth to multiply the cells, with shaking at 

180-200 rpm at 37°C, 1 h. 

DNA extraction. 

Bacterial cells were washed with TESS buffer [10 mM Tris/HCl (pH 8.0), 

1 mM Na2EDTA, 0.1 M NaCI and 0.1 % Sarkosyl (N-Iauroylsarcosine)] and 

resuspended in TE buffer [10 mM Tris/HCI (pH 8.0), 1 mM Na2EDTA]. Cells were 

Iysed with 10 mg/ml lysozyme and 0.1 % SDS. The subsequent phenollchloroform 

extractions and ethanol precipitation were carried out as described by Sambrook and 

Russel (Sambrook and Russel, 2001). 

Recombinant plasmid from E. coli strain TOP 10 was isolated using the 

alkaline-Iysis method (Stephen et al., 1990) with sorne modifications as described 

elsewhere (Xu and Côté 2003). 

Amplification of the 3' end 168 rDNA and the 168-238 IT8 region. 

A pair of primers: L516SF (5'-TCGCTAGTAATCGCGGATCAGC-3') and 

L523SR (5'-GCATATCGGTGTTAGTCCCGTCC-3'), (Xu and Côté 2003) was used 

for the amplification of the 3' end of 16S rDNA, the 16S-23S ITS region and the 5' 

end of 23S rDNA. Amplification was performed in a Thennal Cycler 9600 (Perkin 

Elmer, Waltham, MA, USA) and the reaction mixtures contained 50 ng- template 

DNA, 0.25 !-lM each primer, 200 !-lM dNTP, 1.5 mM MgCh and 1.25 U Taq DNA 

polymerase (QIAGEN Inc. Mississauga, ON, Canada) in a final volume of 50 /lI. 

PCR was performed under the following conditions: 45 s at 95°C and then 30 cycles 



37 

of 15 s at 94°C, 30 s at 53°C and 90 s at 72°C. Amplification products were 

visualized on agarose gels. 

Cloning and sequencing methods. 

The amplified DNAs were cloned into a pCRIl-TOPO cloning vector using 

the TOPO TA cloning kit (Invitrogen, Inc.), following the manufacturer's instructions. 

Escherichia coli strain TOPlO transfonnants were selected on LB agar plates 

containing kanamycin (50 flg/ml), 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D

galactopyranoside (X-Gal) (40 flg/ml). Multiple clones were submitted for futher 

analyses for each Bacillales species. The recombinant plasmids were isolated using 

the modified alkaline-lysis method, digested with EcoRI and visualized on agarose 

gels to confinn the presence of an inserted fragment. 

The nucleotide sequences of cloned fragments were detennined by the 

dideoxynucleotide chain tennination method (Sanger et al., 1977), using a capillary 

array automated DNA sequencer (ABI 3730xl DNA analyzer; Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA). The sequences ofboth strands were detennined. 

Sequence analysis. 

The 3' end of the 16S rDNA and the 16S-23S ITS of the 32 Bacillales species 

and strains sequenced in this study were used for analysis. Forty sequences publicly 

available from GenBank were added for comparison purposes to coyer a wider range 

of Bacillales families and genera, for a total of 72 Bacillales species and strains. A 

neighbor-joining tree was constructed (Saitou and Nei, 1987) based on the alignment 

of the 72 3' end of the 16S rDNA and the 5' end of the 16S-23S ITS sequences. The 

tree was bootstrapped using 1,000 random samples of sites from the alignment, ail 

using CLUSTAL W software (Thompson et al., 1994) at the DNA Data Bank of 
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Japan (DDBJ) (http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-e.htrnl), with the Kimura's parameter 

method (Kimura, 1980). The neighbor-joining phylogenetic tree was drawn using 

TreeView (version 1.6.6) (Page 1996; Page 2000). 

Results 

Two primers, one located about 200 nt upstream from the 3' end of the 16S 

rRNA gene, the other about 80 nt downstream from the 5' end of the 23S rRNA gene 

(Fig. 1), were used to amplify the last 200 bp of the 16S rRNA gene and the entire 

16S-23S InternaI transcribed spacer (ITS) region from 32 Bacillales species and 

strains (Table 1). The amplicons ranged in length from 450 to 1,200 bp. The number 

of amplicons per strain ranged from 1 to 6. A subset of these results is shown in Fig. 

2. Each amplicon was cloned and its nucleotide sequence determined. The 

homologous DNA sequences from 40 more Bacillales species and strains were 

retrieved directly from GenBank and added in the study (Table 1). Together, these 72 

Bacillales species and strains belong to eight Bacillales families and 21 genera. 

a b 
l516Sf [!:::IDI

s' = 3' 

~r---------\\\\---~ 
165 rRNA gent ilS ~Î' 

l523SR 

Fig. 1-1. Schematic representation of the 16S and 23S rRNA genes separated by an 
InternaI transcribed spacer (ITS). 
Orientations and positions of the primers used for amplification, L516SF and 
L523 SR, are shown. The contiguous small grey and black boxes, indicated by the 
letters "a" and "b" correspond to the last 150 bp at the 3' end of the 16S rRNA gene 
and the first 70 bp at the 5' end of the ITS, respectively. Together, these boxes 
correspond to the 220 bp marker used in this study. 
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
 

100 

Fig. 1-2. Agarose gel electrophoresis of the amplification products in selected species
 
in the Order Bacillales using the L516SF/L523 SR primer pair.
 
Lane M, 100 bp DNA marker; lane 1, 'Alieyclobaeillus aeidoealdarius subsp.
 
acidoealdarius; lane 2, Alieyclobacillus herbarius; lane 3, Geobaeillus uzenensis;
 
lane 4, Graeilibacillus halodurans; lane 5, Geobacillus kaustophilus; lane 6,
 
Amphibacillus tropieus; lane 7, Virgibacillus proomii; lane 8, Virgibaeillus
 
salexigens; lane 9, Marinibaeillus marinus; lane 10, Aneurinibaeillus aneurinilytieus;
 
lane Il, Filobaeillus milensis.
 

The last 150 bp located at the 3' end of 16S rDNA and the first 70 bp located 

at the 5' end of 16S-23S ITS, were combined into a 220 bp sequence. A multiple 

alignment of these nucleotide sequences from the 72 Baeillale species and strains was 

performed (supplementary data) and a bootstrapped neighbor-joining tree was 

constructed (Fig. 3). 
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At first sight, eight major Groups are revealed at the 80% nucleotide sequence 

identities, Group 1 to VIII. Group 1 contains ail eleven Geobacillus species and 

strains. Alicyclobacillus herbarius fonns a single branch between Groups 1 and II. 

Group II contains both Pasteuriaceae species. Group III contains ten species and 

strains from two genera of the Paenibacillaceae family. Two sub-groups can be 

revealed. Sub-group i encompasses the three Aneurinibacillus species. They share at 

least 82% nucleotide sequence identities. Sub-group ii encompasses the seven 

Brevibacillus species and strains. They share at least 80% nucleotide sequence 

identities. Group IV contains aIl Il Paenibacillus species. Group V contains five of 

the six species and strains in the Alicyclobacillaceae family. Alicyclobacillus 

herbarius is the sixth species, and fonns a single branch as explained above, because 

it shares less than 80% nucleotide sequence identities with members of Group V. 

Group VI is more heterogenous. It contains 12 species and strains from five genera 

from three families: the Planococcaceae, Bacillaceae and Listeriaceae. Four sub

groups and two branches are revealed. Jeotgalibacillus alimentarus fonns the first 

branch of Group VI, and belongs to the Planococcaceae family. Sub-group i contains 

two Bacillus species of the Bacillaceae family, B. clausii and B. subtilis. 

Marinibacillus marinus fonns the second branch of Group VI. It is the second genus 

of the Planococcaceae family. Sub-group ii contains three highly related Bacillus 

species and strains, the two B. thuringiensis strains and B. weihenstephanensis. Sub

group iii contains aIl three Listeria species of the Listeriaceae family. Sub-group iv 

contains both species of the third Planococcaceae genus, Ureibacillus. Next, a branch 

is fonned by Sporolactobacillus terrae. This genus is the only one kriown in the 

Sporolactobacillaceae family. This is foilowed by a branch fonned by Filobacillus 

milensis, a: member of the Bacillaceae family. Group VII contains five 

Staphylococcus and one Macrococcus species. Both genera belong to the 

Staphylococcaceae family. Group VIII contains 12 species from six genera, ail in the 

Bacillaceae family. Three subgroups and thee branches can be revealed. Sub-group i 

contains Oceanobacillus and Halobacillus. 
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Fig. 1-3. Bootstrapped neighbor-joining tree of72 Bacillales species and strains 
inferred from the alignment of the 220 bp marker. 
Major Groups are indicated in capital roman numerals. Sub-groups are indicated in 
lower case riman numerals. Bootstrap values higher than 50% are indicated 
(expressed as percentage of 1000 replication). The horizontal bar represents 1% nt 
difference. 
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They share 87% nucleotide sequence identities. The grouping of Oceanobacillus and 

Halobacillus species in sub-group i is in agreement with the work of Lu et al., based 

on morphology, physiological and biochemical properties, and genetic data (Lu et al., 

2001). Sub-group ii contains five species from two genera. It can be further divided 

into two clusters. The first one contains Virgibacillus (Vir.) pantothenticus, Vir. 

proomii and Gracilibacillus halotolerans, the second cluster contains Vir. marismortui 

and V salexigens. The subdivision of aH four Virgibacillus species into two sub

groups is in agreement with the work of Heyrman et al., based on genetic, 

chemotaxonomic and phenotypic data (Heyrman et al., 2003). Sub-group iii contains 

two of the three Amphibacillus (Am.) species, Am. xylanus and Am. tropicus. Group 

VIII is completed by three branches: Gracilibacillus dipsosauri, Anoxybacillus 

flavithermus and Amphibacillus fermentum. AH members of Group VIII are halophilic 

and alkaliphilic bacilli. This grouping is in agreement with the one proposed by 

Zhilina et al., based on physiology and genetic data (Zhilina et al., 2001). 

When each of the eight major Groups of this neighbor-joining tree are 

analyzed separately, strains from same species, species from same genus and genera 

from same family are grouped together. Each Group corresponds to a single 

Bacillales family, exclusive of other families, with one exception, Group VI which 

contains three families. In sorne cases, Groups were divided into sub-groups which 

corresponded to genera, with one exception, Group VIII where sub-groups 

encompassed different genera. The family Sporolactobacillaceae forms a branch 

between Groups VI and VII. Three Bacillales families: Bacillaceae, Paenibacillaceae 

and Alicyclobacillaceae, show sorne level ofheterogeneity. Genera of the Bacillaceae 

family are found into three Groups, Groups l, VI and VIII, and in a branch between 

Groups VI and VII. Genera of the Paenibacillaceae family are found into two 

Groups, Groups III and IV. Analysis of the Alicyclobacillaceae family reveals a 

different story. Five of the six species and strains are clustered together in Group V. 
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The sixth, Alycyclobacillus herbarius, is more distant. It forms a branch between 

Groups 1and II. This is in agreement with the work of Goto et al., (Goto et al., 2000). 

Although distinct from all other Alycyclobacillaceae based on genomic data, 

including l6S rDNA sequences, Alycyclobacillus herbarius was grouped with the 

family based on the presence of ro-cycloheptane fatty acids Goto et al. (Goto et al., 

2000). 

Discussion 

ln a 2003 study (Xu and Côté 2003), on Bacillus and closely-related genera, a 

multiple alignment of the 3' end of the l6S rRDA sequence showed that the last 157 

nucleotides shared extensive identities among closely related species from same 

genus. This 157 nucleotide sequence, however, was not conserved among species 

from different genera. In the same study, a multiple alignment of the 16S-23S InternaI 

transcribed spacer (ITS) sequence showed that the first 70 nucleotides were 

conserved between alleles of the same strain and between alleles of different strains 

from same species. This sequence, however, was not conserved among alleles of 

different species of the same genus. These two sequences, the last 150 bp at the 3' end 

of the l6S rRNA gene and the first 70 bp at the 5' end of the 16S-23S rRNA ITS, 

were combined into a single 220 bp marker. This marker was used to infer the 

phylogeny ofBacillus species and species from closely related genera. It could cluster 

Bacillus species and species from closely related genera into taxa akin to genera and 

could also distinguish closely related species. In this 2003 study, a total of 40 species 

was analYzed. 



45 

In the current study, we further assessed the usefulness of the 220 bp marker at 

a higher taxonomie level, the Order Bacillales. A total of 72 Bacillales species and 

strains from eight Bacillales families and 21 genera were covered. The number of 

Bacillus species included in this current study on Bacillales was deliberately kept low 

since this genus had already been covered extensively in our earlier study (Xu et Côté 

2003). The neighbor-joining tree presented here was compared with the revised road 

map of the Order Bacillales shown in the 2nd Edition of Bergey's Manual of 

Systematic Bacteriology (Ludwig et al., 2009). This revised road map is a consensus 

phylogenetic tree of the Order Bacillales (Ludwig et al., 2009). It is the consensus 

tree inferred from numerous phylogenetic and principal-component analyses of 

comprehensive datasets of 16S rDNA sequences (Ludwig et al., 2009; Gan-ity et al., 

2005). Our phylogenetic tree presented here is in agreement with the currently 

accepted phylogeny of the Order Bacillales, based on phenotypic and genotypic data. 

It is, in general, in agreement with the revised road map of the Order Bacillales 

(Ludwig et al., 2009). In addition, sorne bacterial species that were not grouped at the 

genus level in our neighbor-joining tree, exemplified by Alicyclobacillus herbarius, 

were also confirmed by others to be different based on phenotypic and genotypic data 

(Goto et al., 2000). 

The maindiscrepancy between our results, obtained with the 220 bp marker, 

and the revised road map shown in the 2nd Edition of Bergey's Manual of Systematic 

Bacteriology (Ludwig et al., 2009), rests on the grouping of the Bacillaceae family. 

In our study, members of the Bacillaceae family are present in three of the eight 

Groups. In the revised road map (Ludwig et al., 2009), two major Bacillaceae groups 

are presented. It is recognized, however, that sorne species have been misassigned to 

the Bacillaceae family. The revised road map is constructed based on 16S rDNA 

sequences (Ludwig et al., 2009). Our 220 bp marker contains 150 bp from 16S rDNA 

and 70 bp from ITS. Owing to its higher rate of nucleotide substitutions, this 70 bp 
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adds discriminating power among species from same genera and genera from same 

fam ily. As indicated by Ludwig et al., and as shown here, the reorganization of the 

Bacillaceae family is still a work in progress (Ludwig et al., 2009). 

The use of this 220 bp marker presents several advantages over the use of the 

entire 168 rRNA gene or the generation of extensive phenotypic and genotypic data 

in phylogenetic analyses. As shown in an earlier study (Xu and Côté 2003), the 

method is simple, rapid, suited to large screening programmes and easily accessible 

to most laboratories. We have shown here that it can group Bacillales families and 

genera in accordance with established phylogenies. Because the 220 bp marker shows 

a higher percentage of nucleotide sequence divergence than the 168 rRNA gene, it 

can better discriminate among c1bsely related Bacillales species. It can also reveal 

Bacillales species which may appear misassigned and for which additional 

characterization appear warranted. 

In conclusion, in an earlier study (Xu and Côté 2003), a 220 bp marker, based 

on 3' end of 168 rRDA and 5' end of 168-238 rRNA 1T8, was developed and used to 

classify species in the Bacillus genus and in closely related genera. Here, we showed 

that this 220 bp marker could be used to reconstruct the phylogeny at a higher taxa 

level: the Order Bacillales. We are planning to follow-up this work by assessing the 

resolving power of this marker in reconstructing the phylogeny at a lower taxa level: 

the Bacillus cereus group, sensu lato. 

Recently, in parallel, ~ similàr maker was tested and shown to be. able to 

reconstruct the phylogeny of the Class y-proteobacteria (Yakoubou and Côté 2010). 
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Abstract 

A short phylogenetic marker previously used in the reconstruction of the 

Order Bacillales and the genus Bacillus was assessed here at a lower taxa level: 

species in the Bacillus cereus group: B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis and B. 

weihenstephanensis. This maker is 220 bp in length. It is a combination of 150 bp at 

the 3' end of the 16S rDNA and 70 bp at the 5' end of the 16S-23S ITS sequence. 

Three additional Bacillus species, B. halodurans, B. licheniformis and B. subtilis, and 

Clostridium tetani were included for comparison purposes. A total of eight bacterial 

species and 12 strains were analyzed. 

A bootstrapped neighbor-joining tree was inferred from comparative analyses 

of all allelic sequences of the bacterial species and strains under study. Based on its 

topology, four major Groups were revealed at the 90% nucleotide sequence identities, 

Group 1 to IV. Group 1 contains all alleles of the Bacillus cereus group. Group II 

contains aH alleles of B. halodurans. Group III contains all alleles of B. licheniformis 

and B. subtilis. Group IV contains all alleles of Clostridium tetani. 

The 220 bp phylogenetic marker used here could resolve different species 

from different genera. At the genus level, distant species could be distinguished. Very 

closely-related species, however, were undistinguishable. Species in the B. cereus 

group, most notably B. cereus, B. anthracis and B. thuringiensis, could not be 

distinguished. After successfully inferring the phylogenies of the Order Bacillales and 

the genus Bacillus, we have met the resolving limit of this short phylogenetic marker: 

B. cereus, B. anthracis and B. thuringiensis. 
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Introduction 

The Bacillus cereus group comprises six genetically highly related species: B. 

cereus sensu stricto, B. anthracis, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis, B. 

mycoides (Claus and Berkeley, 1986) and B. pseudomycoides (Nakamura, 1998). 

They are Gram-positive, rod-shaped, endospore-forming, either obligate or facultative 

aerobic bacteria (Claus and Berkeley, 1986). 

Bacillus cereus is an ubiquitous soil bacterium. It can be a contaminant of a 

variety of foods: meats, vegetables and dairy products (Drobniewski, 1993; Schoeni 

and Wong, 2005). It can cause diarrheal, and emetic food poisoning syndromes 

(Kramer and Gilbert, 1989). It can also be the etiologic agent of sorne opportunistic 

infections (Das et al., 2001; Le Scanff et al., 2006). Bacillus anthracis is the etiologic 

agent of anthrax, an acute disease in herbivorous mammals, transmissible to other 

animais, including humans (Logan and De Vos, 2009). This species has been studied 

and developped as a biological weapon (Inglesby et al., 2002). Virulent strains of B. 

anthracis carry two plasmids, pXOl (181 kb) and pX02 (96 kb) which may be 

transmitted to others members of Bacillus cereus group (Turnbull, 2002). Bacillus 

thuringiensis is an insect pathogen. It is characterized by the synthesis upon 

sporulation of a parasporal inclusion body. This inclusion body is made of proteins, 

the ô-endotoxins, which are toxic to several insect larvae (Hofte and Whiteley, 1989; 

Garcia-Robles et al., 2001) and other invertebrates (Feitelson, 1993). B. thuringiensis 

formulations have been developped for the control of insect pests in agriculture and 

forestry (Schnepf et al., 1998; Otvos et al., 2005; Bravo et al., 2007) and for the 

control of insect vectors of human diseases such as malaria, yellow fever, 

onchocerciasis, etc (Guillet et al., 1997). Bacillus weihenstephanensis is a 

psychotolerant species characterized by the ability to grow at 7°C and the absence of 

growth at 43°C. It is also characterized by the presence of specific signature 
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sequences on the 16S rRNA gene (small subunit ribosomal RNA gene) and the cspA 

gene (gene encoding the major cold shock protein) (Lechner et al., 1998). B. 

mycoides is characterized by the formation of rhizoid colonies and the absence of 

motility (Nakamura and Jackson, 1995). B. pseudomycoides is phenotypically similar 

to B. mycoides and is distinguished by DNA relatedness and fatty acid composition 

(Nakamura, 1998). 

The 16S rDNA is the macromolecule of choice III the reconstruction of 

bacterial phylogenies (Woese et al., 1990; Amann et al., 1995; Cilia et al., 1996; 

Goto et al., 2000; Sacchi et al., 2002). The 16S rDNA, however, cannot distinguish 

among species in the Bacillus cereus group (Ash et al., 1991 a; Ash et al., 1991 b). 

Genomic approaches have been used in an attempt to elucidate the genetic diversity 

of three highly closely related species in the B. cereus group: B. cereus, B. anthracis 

and B. thuringiensis. They appear as a single species on the basis of genetic evidence 

(Vilas-Boa et al., 2007). 

In a previous study, a 220 bp marker was developed' and used to infer the 

phylogeny of species in the genus Bacillus and closely-related genera (Xu and Côté, 

2003). This marker was a combination of the last 150 bp at the 3' end of the 16S 

rDNA and the first 70 bp at the 5' end of the 16S-23S rDNA internaI transcribed 

spacer (ITS). More recently, we assessed the usefulness of the 220 bp marker at a 

higher taxonomie level, the Order Bacillales (Yakoubou et al., 2010). This marker 

showed several advantages over the use of 16S rDNA sequences or the generation of 

extensive phenotypic and genotypic data in phylogenetic analyses. First, the 150 bp at 

the 3' end of the 16S rDNA allowed discrimination among distantly Telated species. 

Owing to its higher rate of nucleotide substitutions, the 70 bp at the 5' end of the 16S

23S rDNA (ITS) added discriminating power among closely related species from 

same genus and closely related genera from same family. Because of its higher 

percentage ofnucleotide sequence divergence than the 16S rDNA, the 220 bp marker 
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could better discriminate among closely related Bacillus (Xu and Côté, 2003) and 

Bacillales species (Yakoubou et al., 2010). Second, the method was simple, rapid, 

suited to large screening programs and easily accessible to most laboratories. Third, 

the marker also revealed species which appeared misassigned and for which 

additional characterization appeared warranted. 

In the current study, we further analyze the resolving power of this short 

marker in inferring phylogenies at a much lower taxa level: the Bacillus cereus group. 

Materials and Methods 

Bacterial species and strains. 

Four specles In the Bacillus cereus group: B. anthracis, B. cereus, B. 

thuringiensis and B. weihenstephanensis were analyzed. Three additional Bacillus 

species, B. halodurans, B. licheniformis and B. subtilis, and Clostridium tetani were 

included for comparison purposes. A total of eight bacterial species and 12 strains 

were analyzed (Table 1). They were selected on the basis that their complete genome 

sequences were freely available in GenBank at the National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) completed microbial genomes database 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi. August 2009). Bacillus mycoides 

and B. pseudomycoides were not included because their complete genome sequences 

have not been determined. 

Sequences 

The 16S rDNA and 16S-23S ITS for the 12 bacterial species and strains were 

retrieved from GenBank, for a total of 129 allelic sequences. The last 150 bp at the 3' 

end of 16S rDNA and the first 70 bp at the 5' end of16S-23S ITS were merged into a 
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Table 2-1. Bacterial species used in this study. 

Genera Species	 Strains GenBallk accession no. 

Bacillus anthracis	 Ames AE016879
 
Ames Ancestor AE017334.2
 
Sterne AE017225.1
 

cereus	 ATCC 14579 AEOI6877.1 
ATCC 10987 AE017194.1 
E33L CPOOOO01.1 

thuringiensis serovar konkuk.ian	 97-27 AE017355.1 

weihenstephanensis	 KBAB4 NC 010184.1 

halodurans	 C-125 BAOOOO04.3 

licheniformis	 ATCC 14580 AE017333.1 

subtilis subsp. subtilis	 168 AL009126.3 

Clostridium tetani	 E88 AE015927.1 

single 220 bp sequence for each of the 129 alleles under study as described before 

(Xu and Côté, 2003). This 220 bp sequence will be used as a phylogenetic marker for 

the 12 bacterial species and strains under study. 

Phylogenetic analyses 

All 129 allelic sequences were aligned using ClustalW (Thompson et al., 

1994) (data not shown). A neighbor-joining tree was constructed (Saitou and Nei, 

1987), based on the alignment of the 129 alleles of the 220 bp sequence (Fig. 1). The 

tree was bootstrapped using 1,000 random samples. The neighbor-joining tree was 
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Fig.2-1. Bootstrapped neighbor-joining tree inferred from comparative alignment of 
the 220 bp marker from the 129 alleles from the 12 bacterial species and strains under 
study. 
Major Groups are indicated in capital roman numerals. Sub-groups are indicated in 
arabic numerals. Bootstrap values higher than 50% are indicated (expressed as 
percentage of 1000 replication). The horizontal bar represents 1% nt difference. 
Bacïllus anthracis 's strains and alleles· Bacillus cereus 's strains and alleles; Bacillus 
thuringiensis 's alleles; Bacillus weihenstephanensis 's alleles 
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drawn and printed with Tree explorer, aIl components of the Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis (MEGA, version 3.1) software package (Kumar et al., 2004). 

Results and Discussion 

ln a previous study, a 220 bp sequence was developed as a DNA marker and 

used to infer the phylogeny of species in the Gram-positive genus Bacillus and 

closely-related genera (Xu and Côté, 2003). This marker was a combination of the 

last 150 bp at the 3' end of the 16S rDNA and the first 70 bp at the 5' end of the 16S

23S rDNA internaI transcribed spacer (ITS). More recently, we assessed the 

usefulness of the 220 bp marker by extending its analyses at a higher taxonomic level, 

the Gram-positive Order Bacillales (Yakoubou et al., 2010). In paraIlel, a similar 

marker was used to infer the phylogeny of the Gram-negative Class y-proteobacteria 

(Yakoubou and Côté, 2010). In the current study, we further analyze the resolving 

power of this market in inferring the phylogeny at a much lower taxa level: the 

Bacillus cereus group. 

A bootstrapped neighbor-joining phylogenetic tree was inferred from 

comparative analyses of the 220 bp marker from the 129·aIleles from the bacterial 

species and strains under study (Fig. 1). Four major Groups were revealed based on 

the topology of the neighbor-joining tree at the 90% nucleotide sequence identities, 

Group 1 to IV. Group 1 contains aIl alleles of the species in the Bacillus cereus group. 

Group II contains an aIleles of B. halodurans. Group III contains aIl aIleles of B. 

licheniformis and B. subtilis. 'Group IV contains aIl' aIle1es of Clostridium tetani. 

Based on nucleotide sequence identities, sub-groups and branches can be revealed. 

Group 1 can be sub-divided into three sub-groups at the 95% nucleotide sequence 

identities. Sub-group 1-1 encompasses 27 alleles from the B. anthracis strains, 36 
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alleles from the B. cereus strains, Il alleles from B. thuringiensis and one allele from 

B. weihenstephanensis. Sub-group 1-2 encompasses six alleles from B. anthracis, two 

alleles from B. cereus and one allele from B. thuringiensis. Sub-group 1-3 

encompasses 12 alleles from B. weihenstephanensis. A branch corresponding to an 

allele from B. weihenstephanensis is present between sub-groups 1-2 and 1-3. Group 

II contains ail eight alleles from B. halodurans. They show .at least 20% nucleotide 

sequence divergences with alleles from the other Bacillus species. Group III contains 

aIl alleles from B. licheniformis and B. subtilis. It can be sub-divided into two sub

groups at the 95% nucleotide sequence identities. Sub-group III-I encompasses all 

seven alleles from B. licheniformis. Sub-group III-2 encompasses aIl ten alleles 

from B. subtilis. Group IV contains all six alleles from Clostridium tetani. These 

alleles show at least 26% nuc1eotide sequence divergence with alleles from species 

and strains in the genus Bacillus. 

In accordance with our previous work on the Order Bacillales, the 220 bp 

sequence used as a phylogenetic marker was able to group alleles from same species 

for B. halodurans, B. licheniformis, B. subtilis, and Clostridium tetani, respectively. 

However, this 220 bp sequence could not group most alleles from same species, 

exclusive of alleles from others, for the B. cereus group. Sub-group 1-1 is 

heterogeneous. It contains alleles from all four species from the B. cereus group. The 

close proximity of B. cereus, B. anthracis and B. thuringiensis is in agreement with 

previous works based on whole-genome DNA hybridization (Kaneko et al., 1978), 

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (Carlson et al., 1994), multilocus enzyme 

electrophoresis (MEE) (Helgason et al., 2000), amplified fragment length 

polymorphism (AFLP) fingerprinting'(Ticknor et al., 2001) and multilocus sequence 

typing (MLST) (Helgason et al., 2004; Olsen et al., 2007), which showed that aIl 

three species are genetically highly related. They appear as a single species on the 

basis of genetic evidence (Vilas-Boas et al., 2007). Sub-groups 1-2 is more 
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homogeneous. It mostly contains alleles from B. anthracis. Sub-groups 1-3 IS 

homogeneous. It only contains alleles from B. weihenstephanensis. 

As shown earlier, on the genus Bacillus (Xu and Côté, 2003) and the arder 

Bacillales (Yakoubou et al., 2010), this 220 bp sequence contains 150 bp at the 3' 

end of 16S rDNA which allowed discrimination among distantly related species and 

70 bp at the 5' end of 16S-23S ITS which, owing to its higher percentage of 

nucleotide sequence divergence, added resolving power among closely related 

species. Here, species in the B. cereus group, most notably B. cereus, B. anthracis 

and B. thuringiensis, are too closely related to be discriminated with the 220 bp 

sequence previously used as a phylogenetic marker. Our work, however, has shown 

that the alleles in sub-group 1-3 could distinguish B. weihenstephanensis from all 

other species. 

Conclusion 

Previous genetic analyses have shown that B. cereus, B. anthracis and B. 

thuringiensis should be regarded as a single species. We have shown here that a 220 

bp marker, used to reconstruct the phylogeny of the arder Bacillales and the family 

Bacillaceae, was unable to discriminate between these three highly-related species. 

We have reached the limit of the resolving power of the 220 bp sequence as a 

phylogenetic marker: B. cereus, B. anthracis and B. thuringiensis. 
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Abstract 

The phylogeny of y-proteobacteria was inferred from nucleotide sequence 

comparisons of a short 232 nucleotide sequence marker. A total of 64 y

proteobacterial strains from 13 Orders, 22 families, 40 genera and 59 species were 

analyzed. The short 232 nucleotide sequence marker used here was a combination of 

a 157 nucleotide sequence at the 3' end of the 16S rRNA gene and a 75 nucleotide 

sequence at the 5' end of the 16S-23S Internal Transcribed Spacer (ITS) sequence. 

Comparative analyses of the 3' end of the 16S rRNA gene nucleotide sequence 

showed that the last 157 bp were conserved among strains from same species and less 

conserved in more distantly related species. This 157 bp sequence was selected as the 

first part in the construction of our nucleotide sequence marker. A bootstrapped 

neighbor-joining tree based on the aligrunent of this 157 bp was constructed. This 157 

bp could distinguish y-proteobacterial species from different genera from same 

family. Closely related species could not be distinguished. 

Next, an aligrunent of the 16S-23S ITS nucleotide sequences of alleles from 

same bacterial strain was performed. The first 75 bp at the 5' end of the 16S-23S ITS 

was highly conserved at the intra-strain level. lt was selected as the second part in the 

construction of our nucleotide sequence marker. 

Finally, a bootstrapped neighbor-joining tree based on the alignment of this 232 

bp sequence was constructed. Based on the topology of the neighbor-joining tree, 

four major Groups, Group I to IV, were revealed with several sub-groups and 

clusters. Our results, based on the 232 bp sequence were, in general, in agreement 

with the phylogeny of y-proteobacteria based on the 16S rRNA gene. The use of this 

232 bp sequence as a phylogenetic marker presents several advantages over the use of 
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the entire 16S rRNA gene or the generation of extensive phenotypic and genotypic 

data in phylogenetic analyses. First, this marker is not allele-dependant. Second, this 

232 bp marker contains 157 bp from the 3' end of the 16S rRNA gene and 75 bp from 

the 5' end of the 16S-23S ITS. The 157 bp allows discrimination among distantly 

related species. üwing to its higher rate of nucleotide substitutions, the 75 bp adds 

discriminating power among c10sely related species from same genus and c10sely 

related genera from same family. Because of its higher percentage of nucleotide 

sequence divergence than the 16S rRNA gene, the 232 bp marker can better 

discriminate among closely related y-proteobacterial species. Third, the method is 

simple, rapid, suited to large screening programs and easily accessible to most 

laboratories. Fourth, this marker can also reveal y-proteobacterial species which may 

appear misassigned and for which additional characterization appear warranted. 

Keywords: y-proteobacteria; 16S rRNA; 16S-23S ITS; Phylogeny. 
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Introduction 

The phylum proteobacteria or" purple bacteria and their relatives" encompasses 

bacteria with a wide variety of phenotype and physiological attributes and habitats 

(Stackebrandt et a!., 1988; Gupta, 2000). Proteobacteria have been classified based on 

the homology of 16S ribosomal RNA or by hybridization of ribosomal DNA with 

16S and 23S ribosomal RNA (Fox et a!., 1980; Woese et a!., 1985a; Woese, 1987; De 

Ley, 1992). They have been subdivided in five major classes: u, p-, y-, 6- and E

(Woese et al., 1984a et b; Woese et a!., 1985a et b). 

Most y-proteobacteria are Gram-negative. This class comprises 14 Orders and 

more than 200 genera. The y-proteobacteria exhibit a wide range of metabolic 

diversity. Most are chemo-organotrophs, sorne are phototrophs or chemolitotrophs 

(Stackebrandt et a!., 1988; Gupta, 2000; Brenner et a!., 2005; Kersters et a!., 2006). 

This class include several medically and scientifically important bacteria. Sorne 

genera are human (Klebsiella, Shigella, Salmonella, fersina, Vibrio) , animal 

(Pasteurella) or plant pathogens (Pseudomonas, Xanthomonas, Xylella). Others are 

obligate endosymbionts (Buchnera, Sodalis, Wigglesworthia and Coxiella) (Brenner 

et al., 2005; Kersters et a!., 2006; Belda et al., 2005). Because of their biological 

importance, y-proteobacteria are extensively studied. 

The 16S ribosomal RNA (rRNA) gene has been established as the 

macromolecule of choice for phylogenetic analyses (Woese, 1987; Woese et al., 

1990). The CUITent phylogeny of y-proteobaéteria is based on the homology of 168 

rDNA nucleotide sequences (Fox et a!., 1980; Woese et a!., 1985a; Woese, 1987; De 

Ley, 1992; Kersters et a!., 2006; Ludwig et Klenk 2005). 
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The 16S-23S internai transcribed spacer (ITS) region is more variable than the 

16S rRNA gene. It has been used, among others, in the study of specifie y

proteobacterial diversity at the species level, including Escherichia, Haemophilus, 

Xanthomonas, Klebsiella and Pseudomonas (Anton et al., 1998; Giannino et al., 

2001; Gonçalves et Rosato, 2002; Wang et al., 2008; Tambong et al., 2009). 

Additional approaches, based on different genes, have been used for the study of 

y-proteobacterial phylogeny (Belda et al., 2005; Kunisawa, 2001; Lerat et al., 2003); 

Brown and Volker, 2004; Ciccardelli et al., 2006; Mrazek et al., 2006; Lee and Côté, 

2006). Very recently, Gao et al., (2009) have used a combination of phylogenomic 

and comparative genomic approaches to reconstruct the phylogeny of y

proteobacteria. 

In an earlier work on the bacterial Gram-positive Bacillus genus and related 

genera (Xu and Côté, 2003), a short 220 bp nucleotide sequence "marker" was used 

to reconstruct their phylogeny. This 220 bp marker was a combination of a 150 bp 

sequence at the 3' end of the 16S rRNA gene and a 70 bp sequence at the 5' end of the 

16S-23S ITS sequence. Owing to its higher rate of nucleotide substitution, the 70 bp 

sequence at the 5' end of the 16S-23S ITS sequence added a greater discriminatory 

power among closely related species than 16S rRNA gene nucleotide sequences 

alone. They showed that the phylogeny inferred from the 220 bp marker was in 

agreement with then CUITent classifications based on phenetic and molecular data. 

The marker also indentified species which appeared mis-assigned. It also created new 

clusters suggesting the creation of new taxa levels. In a very recent study, we have 

tested whether or not this marker could reconstruct the phylogeny of the bacterial 

Gram-positive Order of the Bacillales (Yakoubou et al., 2010). 

In the current study, we further assess the usefulness of a similar marker among 

13 of the 14 y-proteobacterial Orders. The last 157 bp at the 3' end of the 16S rRNA 
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gene was combined with the first 75 bp at the 5' end of the 16S-23S Internai 

Transcribed Spacer (ITS) to yield a single 232 bp DNA marker. This marker was 

used to reconstruct the phylogeny of y-proteobacteria. A total of 64 y-proteobacteria 

from 13 Orders, 22 families, 40 genera and 59 species was analyzed. 

Materials and Methods 

Bacterial species and strains 

A total of 64 y-proteobacterial species and strains were analyzed. They were 

selected on the basis that their complete genome sequences were freely available in 

GenBank, at the National Center for Biotechnology Information (NCBI) completed 

microbial genomes database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

/genomes/MICROBES/Complete.html). They encompassed 13 Orders, 22 families, 

40 genera and 59 species. These 13 y-proteobacterial Orders inc1uded six 

Aeromonadales families, one Cardiobacteriales family, two Chromatiales families, 

one Enterobacteriales family, two Legionellales families, one Methylococcales 

family, two Oceanospirillales families, one Pasteurellales family, two 

Pseudomonadales families, two Thiotrichales families, one Vibrionales family and 

one Xanthomonadales family. Ail bacterial species and strains and the GenBank 

accession number for their fully sequenced genome are listed in Table 1. 

Sequences analysis 

The 16S rRNA gene nuc1eotide sequences were retrieved from GenBank 

(Table 1) for the 64 y-proteobacteria species and strains understudy. First, all 64 

sequences were aligned using ClustalW (Thompson et al., 1994) (data not shown). 
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Table 3-1. y-proteobacteria strains used in this study. 

Orders, Families, Genera, Species 

Aeromonadales 
Aeromonodaceae
 

Aeromonas hydrophyla
 
Aeromonas salmonida
 

Alteromonadales 
Alteromonadaceae
 

Marinobacter aquaeolei
 
Saccharophagus degradans
 

Colwelliaceae
 
Colwellia psychrerythrea
 

ldiomarinaceae
 
ldiomarina ihoihiensis
 

Pseudoalteromonadaceae 
Pseudoalteromonas atlantica 
Pseudoalteromonas haloplanktis 

Shewanellaceae
 
Shewanella amazonensis
 
Shewanella denitrificans
 
Shewanella frigidimarina
 
Shewanella oneidensis
 

Cardiobacteriales
 
Cardiobacteriaceae
 

Dichelobacter nodosus
 
Chromatiales
 

Chromatiaceae
 
Nitrosococcus oceai'li
 

Ectothiorhodospiraceae
 
Alkalilimnicola ehrlichei
 
Halorhodospira halophila
 

Enterobacteriales 
Enterobacteriaceae 

Buchnera aphidicola 
Citrobacter koseri 
Enterobacter sakazakii 
Enterobacter sp 
Escherichia coli 
Escherichia coli 
Klebsiella Pneumoniae 
Photorhabdus luminescens 
Salmonella enterica 
Salmonella enteric 
Salmonella enteric 
Shigella boydii 
Shigella dysenteriae 
Sh igella flexineri 
Sodalis glossinidus 
Wigglesworthia glossinidia 

Source/Strain 

ATCC 7966 
A449 

YT8 
2-40 

34H 

L2TR 

T6c 
TAC125 

SB2B 
OS217 
NCIMB 400 
MR-l 

YCS1703A 

ATCC 19707 

MLHE-l 
SU 

APS 
ATCC BAA-895 
ATCC BAA-894 
638 
CFT073 
O\57:H7 Sakai 
342 
NTUH-K2044 
ITO\ 
Ty2 
arizonae 
Sb227 
Sd197 
2457T 
morsitans 

GenBank accession no. 

NC 008570.1 
NC 009348.1 

NC 008740.1 
NC 007912.1 

NC 003910.7 

NC 006512.1 

NC 008228.1 
NC 007481.1 

NC 008700.1 
NC 007954.1 
NC 008345.1 
NC 004347.1 

NC 009446.1 

NC 007484.1 

NC 008453.\ 
NC 008789.\ 

NC 002528.\ 
NC 009792.\ 
NC 009778.\ 
NC 009436.1 
NC 004431.\ 
NC 002695.\ 
NCO\\283.\ 
NC 0\2731.1 
NC 005\26.\ 
NC 00463\.\ 
NC 0\0067.\ 
NC 0076\3.\ 
NC 007606.\ 
NC 004741.1 
NC 0077\2.\ 
NC 004344.2 
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Table 3-1. y-proteobacteria strains used in this study. 
Orders, Families, Genera, Species 

Enterobacteriales 
Enterobacteriaceae
 

Yersinia enterocolitica
 
Yersinia pestis
 
Yersinia pseudotuberculosis
 

Legionellales 
Coxiellaceae
 

Coxiella burnetii
 
Coxiella burnetii
 

Legionellaceae
 
Legionella pneumophila
 
Legionella pneumophila
 

Methylococcales 
Methylococcaceae 

Methylococcus capsulatus 
Oceanospirillales 

Alcanivoraceae 
Alcanivorax borkumensis 

Halomonadaceae 
Chromohalobacter salexigens 

Pasteurellales 
Pasteurellaceae 

Actinobacillus pleuropneumoniae 
Actinobacillus succinogenes 
Haemophilus ducreyi 
Haemophilus influenzea 
Mannheimia succiniciproducens 
Pasteurella multocida 

Pseudomonadales 
Moraxellaceae 

Acinetobacter baumannii 
Acinetobacter sp. 
Psychrobacter arcticus 
Psychrobacter cryohalolentis 

Pseudomonadaceae
 
Pseudomonas jluorescens
 
Pseudomonas syringea
 

Thiotrichales 
Francisellaceae
 

Francisella philomiragia
 
FranciselLa- tularensis
 

Piscirickettsiaceae
 
Thiomicrospira crunogena
 

Vibrionales
 
Vibrionaceae
 

Photobacterium profundum
 
Vibrio cholerae
 

Source/Strain 

808\ 
con 
IP3\758 

Dugway 5j \08-\\\ 
RSA493 

Lens 
Corby 

Bath 

SK2 

DSM 3043 

L20 
l30Z 
35000HP 
Rd KW20 
MBEL55E 
Pm70 

ATCC 17978 
ADPl 
273-4 
K5 

Pf5 
DC3000 

philomiragia 
horlatica 

XCL-2 

SS9 
N16961 

GenBank accession no. 

NC 008800.\ 
NC~003\43.\ 

NC 009708.\ 

NC 009727.\ 
NC 00297\.3 

NC 006369.1 
NC 009494.\ 

NC 002977.6 

NC 008260.\ 

NC 007963.\ 

NC 0090053.\ 
NC 009655.\ 
NC 002940.2 
NC 000907.\ 
NC 006300.\ 
NC 002663.1 

NC 009085.1 
NC 005966 
NC 007204.1 
NC 007969.\ 

NC 004\29.6 
NC 004578.1 

NC 010336.1 
NC 007880.1 

NC 007520.2 

NC 006370.\ 
NC 002505.1 
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Table 3-1. y-proteobacteria strains used in this study. 
Orders, Families, Genera, Species Source/Strain GenBank accession no. 

Vibrion ales 
Vibrionaceae 

Vibrio parahaemolyticus 
Vibrio vulnificus 

RlMD 2210633 
CMCP6 

NC 004603.1 
NC 004459.2 

Xanthomonadales 
Xanthomonadaceae 

Xanthomonas axonopodis 306 NC 003919.1 
Xanthomonas campestris 8004 NC 007086.1 
XylellaJas tidiosa 9a5c NC 002488.3 

Next, the 3' end of the 16S rRNA gene nucleotide sequences of alle1es from 

same bacterial strain, of alleles from different strains from same species, and of 

alle1es from different species from same genus (data not shown) were aligned using 

ClustalW (Thompson et al., 1994). The length of the nucleotide sequence most 

conserved was determined at 157 bp. Likewise, the I6S-23S InternaI Transcribed 

Spacer (ITS) nucleotide sequences of alle1es from same bacterial strain were also 

aligned using ClustalW. The length of the nucleotide sequence rnost conserved was 

determined at 75 bp. These two most conserved nucleotide sequences, the 157 bp at 

the 3' end of 16S, and the 75 bp at the 5' end of I6S-23S ITS were combined into a 

single 232 bp sequence for each bacterial species and strain under study. This 232 bp 

sequence will be used here as a phylogenetic marker for the y-proteobacteria under 

study 

Phylogenetic trees 

Two neighbor-joining trees were constructed (Saitou and Nei, 1987), a first 

one based on the alignment of the last 157 bp at the 3' end of the 16S rRNA gene 

described above, a second one based on the alignment of the 232 bp sequence also 

described above. Both trees were bootstrapped using 1,000 random samples of sites 

from the alignment, all using CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) at the DNA Data 
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Bank of Japan (DDBJ) (http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-e.html), with the Kimura's 

parameter rnethod (Kimura, 1983). The neighbor-joining tree was drawn using 

TreeView (version 1.6.6) (Page, 1996; Page, 2000). 

Results and discussion 

In a previous study (Xu and Côté, 2003), on the bacterial genus Bacillus and 

closely-related genera, we reported the development of a short DNA marker that 

could be used to reconstruct their phylogeny. This marker was a combination of the 

last 150 bp at the 3' end of the 16S rRNA gene and the first 70 bp at the 5' end of the 

16S-23S rRNA internaI transcribed spacer (ITS) into a single 220 bp "marker". It 

could c1uster Bacillus species and species from c10sely related genera into taxa akin 

to genera and could also distinguish c10sely related species. The 3' end of the 16S 

rRNA gene contained three regions that were known to be highly conserved among 

bacteria (Gürtler and Stanisich, 1996). The 5' end of the 16S-23S rRNA ITS was 

conserved among alleles from same strains (Xu and Côté, 2003). 

In the CUITent study on y-proteobacteria, we further assessed the usefulness of 

this rnarker. The sizes of the 3' end of the 16S rRNA gene and the 5' end of the 16S

23S rRNA ITS retained here for the construction of our phylogenetic marker for y

proteobacteria are slightly different at 157 and 75 bp, respectiveIy, for a total marker 

size of 232 bp. These sizes were selected as follows: tirst, an alignment of the 16S 

rRNA gene nucleotide sequence of alleles from same strain showed that these 

sequences were highly conserved. The intra-strain alleles ·shared 99% nucleotide 

sequence identities. Alleles from species from same genus, however, covered a wider 

spectrum of nucleotide sequence identities. Whereas alleles from Pseudomonas (Ps.) 

fluorescens Pf-5 and from Ps. syringae pv. tomato strain DC3000 share 98% 

nucleotide sequence identities, alleles from Vibrio (V) cholerae and from V 
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parahaemolyticus RIMD 2210633 share 92% nucleotide sequence identities. 

Comparative analyses of the 3' end of the 16S rRNA gene nucleotide sequence 

showed that the last 157 bp were in many cases highly conserved among strains from 

same species. This is exemplified by Salmonella (Sal.) enterica arizonae and Sa!. 

enterica Ty2 which share 99% nucleotide sequence identities over the last 157 bp at 

the 3' end of the 16S rRNA gene. Species from same genus share lower nucleotide 

sequence identities. This is exemplified by Shewanella (She) amazonensis and She. 

denetrificans which share 94% nucleotide sequence identities over the last 157 bp at 

the 3' end of the 16S rRNA gene. 

A bootstrapped neighbor-joining tree based on the alignment of this 157 bp 

located at the 3' end of the 16S rRNA gene was constructed (Fig.. 1). Although, in 

most cases, this 157 bp could distinguish species from different genera from same 

family, in sorne cases, closely related species from different genera from same family 

appeared undistinguishable. This is the case for Mannheimia succiniciproducens and 

both Actinobacillus (Act), species, Act. pleuropneumonia and Act. succinogenes. This 

is also true for Xylella (Xy.) fastidiosa and both Xanthomonas (X.) species, X. 

axonopodis pv. ci/ri str.306 and X campestris pv. campestris str.8004. And this is 

true for the human and animal pathogenic Enterobacteriaceae: the Yersinia, Shigella, 

Klebsiella, Escherichia, 
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Fig. 3-1. Bootstrapped neighbor-joining tree of y -proteobacteria species inferred 
from the alignment ofa 157 nuc1eotide sequence at the 3' end of the 16S rRNA gene. 
Bootstrap values higher than 50% are indicated (expressed as percentage of 1000 
replication). The horizontal bar represents 1% nuc1eotide difference. 
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Enterobacter and Citrobacter species. In sorne cases, this 157 bp could distinguish 

species from same genus as exemplified by the Psychrobacter, Pseudomonas, 

Shewanella and Vibrio species. In other cases, closely related species from same 

genus could not be distinguished as exemplified by the Francisella, Aeromonas, 

Actinobacillus, 'Haemophilus, Acinetobacter and Xanthomonas species. 

In al1 cases, this 157 bp could distinguish species from different families, with 

one exception: She. amazonensis and Photobacterium (Ph.) profundum, members of 

the Shewanellacea and Vibrionacea family, respectively. Both appear 

undistinguishable. Clearly, this 157 bp sequence cannot distinguish c1osely-related 

species. An additional DNA sequence appears necessary to better distinguish c1osely

related species. 

Next, an aligrunent of the 16S-23S ITS nucleotide sequences of al1eles from 

same bacterial strain with a subset of the bacteria under study: Xanthomonas 

campestris pv. campestris str. 8004, Ps. syringae pv. tomato str. DC3000, 

Actinobacillus succinogenes 130Z, E. coli K12, V parahaemolyticus RIMD 2210633 

and Shigella flexneri 2a str. 301 (Figure 2). The total number of alleles vary from two 

to ten for X campestris pv. campestris str. 8004 and V parahaemolyticus RIMD 

2210633, respectively. The allelic sequences were highly homologous for sorne 

species and highly hererologous for others. Xanthomonas campestris pv. campestris 

str. 8004 and Ps. syringae pv. tomato str. DC3000 carry two and five identical 

alleles, respectively. Actinobacillus succinogenes 130Z, E. coli K12, V 

parahaemolyticus RIMD 2210633 and Shigellaflexneri 2a str. 301 carry five, eight, 

ten and six alle1es respectively, with varying level of heterogeneity, where highly 

homologous alleles are grouped together and can be distinguised from different 

al1e1es in same strain (Figure 2). Alleles carry from zero to four tRNA genes. An 

aligrunent of the nuc1eotide sequences among alleles at the intra-strain level required 

the introduction of several gaps. 
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Xanthomonas campestris pv. campestris 

XC_4300XC_4393 1--------11======:=::::::::JIlIiIIIIll!El'I~~=====:::J~§, f'SS\SSSSSI 
1 

PSTPTO ROl 

PSTPTO-R04 Pseudomonas syringae pv. tomato str. 
~~~~~g==~~ ~ 
PSTPTO:R015 L--e==:::::J:~~:C:::=JlIlIIII!l!IIœm=====:===:::J 

il ICJ 
! ~ Il 
~DI 1c:J 

fMMBii 

IVpI'001 Vibrio paraheaemolyticus RIMD 
IVpr007 

~ 
~ o 1 .n 1 1 
IVp<OO5 1 7777;,1 l"~'"~ 

lll!!I liII 

10 20 30 40 50 60 70 80 85 

Fig. 3-2. Schematic representation of allelic 16S-23S rDNA Internai Transcribed 
Spacer of y -proteobacteria. 
The non filed boxes represent regions of homologus nucleotide sequences between 
allelic ITS of the same bacteria. Filed boxes represent tRNA. The blank spaces 
between boxes represent non conservation regions between allelic ITS of the same 
bacteria. 
~ tRNAAla ~ lIl.NAnc~ lR.J~AGlu ~ lRNALy~ ~ IRNAV:I[ 

The first 75 bp at the 5' end of the 16S-23S ITS, however, was highly conserved 

at the intra-strain level. It was retained here for the construction of our phylogenetic 

marker. The two conserved nucleotide sequences identified above, the 157 bp at the 

3' end of 16S rRNA gene and the 75 bp at the 5' end of 16S-23S ITS, were combined 

into a single 232 bp sequence. This will be used here as a phylogenetic marker for the 

y-proteobacteria under study. 
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A bootstrapped neighbor-joining tree based ort the alignment of a 232 bp 

sequence was constructed (Figure 3). Based on the topology of the neighbor-joining 

tree, four major Groups, Group 1 to IV are revealed (Figure. 3). Based on nucleotide 

sequence identities, sub-groups and clusters can be formed. Group 1 contains seven 

Orders and nine families. Group II contains eight Orders and eleven families. Group 

III contains three Orders and five families. Group IV contains one Order and one 

family. Of the 13 Orders under study, four are present in more than one Group. The 

Thiotrichales are present in Groups 1 and III. The Alteromonadales are present in 

Groups l, II and III. The Legionellales are present in Groups 1and II. The Vibrionales 

are present in Groups 1and III. Ali other nine Orders are present in a single Group. Of 

the 22 families under study, four are present in more than one Group. The 

Alteromonadaceae are present in Groups 1 and II. The Pseudoalteromonadaceae 

(Pse) are present in Groups 1 and III. The Vibrionaceae are present in Groups 1 and 

III. The Shewanellaceae are present in Groups 1 and III. Ali other 18 families are 

present in a single Group. Ali species from same genus are present in same Group 

with the exception of Pse. haloplanktis and Pse. atlantica present in Group 1and III, 

respectively. 

Group 1 can be sub-divided into six sub-groups, sub-group 1-1 to 1-6. Sub-group 

1-1 contains both species of the Francisellaceae family. Sub-group 1-2 contains three 

species, members of two families: Pseudomonadaceae and Alteromonadaceae. Sub

group 1-3 comprises Pse. haloplanktis and both Legionella pneumophila strains. 

Although in the same sub-group, Pse. haloplanktis shows 20% nucleotide sequence 

divergence with the two Legionella strains. Both Legionella strains are tightly 

. grouped together and form cluster 1-3-1. Sub~group 1-4 contains Ph. profundum and 

She. amazonensis, two species from two different families, Vibrionaceae and 

Shewanellaceae, respectively. Although they appear very similar on the neighbor

joining tree, both sequences show 15% nucleotide divergence. Sub-group 1-5 contains 

both Aeromonas species, tightly grouped together. Sub-group 1-6 contains all six 
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Fig. 3-3. Bootstrapped neighbor-joining tree of y -proteobacteria species inferred 
from the alignment of232 nucleotide sequence marker . 
This 232 nucleotide sequence marker is a combination of a 157 nucleotide sequence 
at the 3' end of the 16S rRNA gene and a 75 nucleotide sequence at the 5' end of the 
16S-23S InternaI Transcribed Spacer (ITS) sequence. Major Groups are indicated in 
capital roman numerals. Sub-groups and clusters are indicated in arabic numbers. 
Bootstrap values higher than 50% are indicated (expressed as percentage of 1000 
replication). The horizontal bar represents 1% nt difference. 
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Pasteurellaceae species. The Mannheimia species is tightly grouped with the two 

Actinobacillus species and fonu cluster 1-6-1. Both Haemophilus species fonu cluster 

1-6-2. In Group l, clusters comprised species from same genus or closely related 

species from different genera from same family. AlI other branches corresponded to 

families. 

Group II can be sub-divided into four sub-groups, sub-group 11-1 to 11-4, and one 

ungrouped species, Methylococcus capsulatus. Sub-group 11-1 comprises members of 

four families from four Orders. Members of sub-group 11-1 share up to 30% 

nucleotide sequence divergences. Closely related species can be further grouped 

together. This is the case for the two Acinetobacter species and aIl three 

Xanthomonadaceae species which fonu cluster 11-1-1 and 11-1-2, respectively. Sub

group 11-2 contains Nitrosoccocus oceani and Halorhodospira halophila, member of 

the Chromatiaceae and Ectothiorhodospiracea family respectively. Both speCles 

show 42% nucleotide sequence divergences. Both families belong to the 

Chromatiales Order. Sub-group 11-3 contains six species, from five families and three 

Orders. Members of sub-group 11-3 share up to 24% nucleotide sequence divergences. 

Two closely related species, Psychrobacter (Psy) cryohalolentis and Psy. arcticus 

fonu cluster 11-3-1. Sub-group 11-4 comprises both strains of Coxiella burnetti, 

members of the Coxelliaceae family. In Group II, clusters comprised species from 

same genus or closely related species from different genera from same family. Al! 

other branches corresponded to families. 

Group III can be sub-divided into two sub-groups, sub-groups III-I and 11I-2, and 

one ungrouped species, Thiomicrospira crunogena. Sub-group 11I-1 contains three 

Shewallenaceae and three Vibrionaceae species. She. denitrificans. and She. 

jrigidimarina, and the three Vibrio species fonu two clusters, III-1-1 and 11I-1-2, 

respectively. Sub-group 111-2 contains two genera from two families of the same 

Order. Both species, on two separate branches, show 23% nucleotide sequence 
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divergence. In Group III, both clusters comprised species from same genus. AU other 

branches corresponded to families. 

Group IV contains aU the Enterobacteriaceae species under study. Three sub

groups can be revealed: sub-group IV-l to IV-3. Sub-group IV-l contains two insect 

obligate endosymbionts. Sub-group IV-2 contains Salmonella enterica Ty2 and 

Photorhabtus luminescens. AU other Enterobacteriaceae species are in sub-group IV

3. The latter are closely related to each others. 

Our results, based on the 232 bp phylogenetic marker described here are, in 

general, in agreement with the phylogeny of y-proteobacteria based on the 16S rRNA 

gene with sorne exceptions. In the neighbor-joining tree, clusters comprised species 

from same genus or closely related species from different genera from same family. 

AU other branches corresponded to families. As indicated above, of the 22 families 

under study, 18 are present in a single Group and four are present in more than one 

Group. These latter four families encompass the marine bacteria (Suen et al., 2007). 

They are Vibrionaceae, in Groups 1 and III; and the Alteromonas-related 

protobacteria (lvanova et al.. 2004): Alteromonadaceae, in Groups 1 and II; 

Pseudoalteromonadaceae, in Groups 1 and III; and Shewanellaceae, in Groups 1 and 

III. Interestingly, within a Group, these marine bacteria are found in close proximity 

of one another. It reflects the varying level of heterogeneity among Alteromonas

related protobacteria. The grouping showed here is based on a 232 bp marker. The 

biological significance of this grouping is unknown. Clearly, however, the 

phylogenetic analyses of these re1ated marine heterotrophic bacteria is a work in 

progress (lvanova et al., 2004). 

Conclusion 

ln conclusion, the use of this 232 bp marker presents several advantages over 

the use of the entire 16S rRNA gene or the generation of extensive phenotypic and 
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genotypic data in phylogenetic analyses. First, this marker is not allele-dependant. 

The 3' end of the 16S rRNA gene is highly conserved at the intra-strain level. We 

have shown here that although the16S-23S ITS allelic sequences can be very 

heterogeneous within a strain, the first 75 bp, however, are conserved among alleles 

from same strain in 'Y-proteobacteria. Clearly, any allele would generate the same 

results. Second, this 232 bp marker contains 157 bp from the 3' end of the 16S rRNA 

gene and 75 bp from the 5' end of the 16S-23S ITS. The 157 bp is highly conserved 

among closely related species. Owing to its higher rate of nucleotide substitutions, the 

75 bp adds discriminating power among closely related species from same genus and 

closely related genera from same family. Because of its higher percentage of 

nucleotide sequence divergence than the 16S rRNA gene, the 232 bp marker can 

better discriminate among closely related 'Y-proteobacteria species. Third, the method 

is simple, rapid, suited to large screening programmes and easily accessible to most 

laboratories. More importantly, however, this 232 bp marker can group '1

proteobacteria families and genera in accordance with established phylogenies, with 

the exceptions indicated above. It can also reveal 'Y-proteobacteria species which may 

appear misassigned and for which additional characterization appear warranted. 
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Abstract 

A short phylogenetic marker previously used in the reconstruction of the class 

y-proteobacteria was assessed here at a lower taxa level, th~ genus Xanthomonas. 

This maker is 224 nucleotides in length. It is a combination of a 157 nucleotide 

sequence at the 3' end of the 16S rRNA gene and a 67 nucleotide sequence at the 5' 

end of the 16S-23S ITS sequence. A total of 23 Xanthomonas species were analyzed. 

Species from the phylogenetically related genera Xylella and Stenotrophomonas were 

included for comparison purposes. 

A bootstrapped neighbor-joining phylogenetic tree was inferred from 

comparative analyses of the 224 bp nucleotide sequence of ail 30 bacterial strains 

under study. Four major Groups were revealed based on .the topology of the neighbor

joining tree, Group 1 to IV. Group 1 and II contained the Stenotrophomonas and 

Xylella, respectively. Group III included five Xanthomonas species: X theicola, X 

sacchari, X albineans, X transluscens and X hyacinthi. This group of Xanthomonas 

species is often referred to as the hyacinthi group. Group IV contained the other 18 

Xanthomonas species. 

The overall topology of the neighbor-joining tree was in agreement with 

cUlTently accepted phylogenetic. The short phylogenetic marker used here could 

resolve species from three different Xanthomonadacea genera: Stenotrophomonas, 

Xylella and Xanthomonas. At the level of the Xanthomonas genus, distant species 

could be distinguished, and whereas sorne closely-related species could be 

distinguished, others were undistinguishable. Pathovars could not be distinguished. 

We have met the resolving limit of this marker: pathovars and very closely related 

species from same genus. 
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Introduction 

The genus Xanthomonas comprises 27 species. These species are primarily 

characterized by the production of xanthomonadins, a water-insoluble yellow 

pigment, and the production of an exo-polysaccharide, the xanthan gum, which is 

used as a thickening, stabilizing and gelling agent in food, pharmaceutics, cosmetics 

and oil industries (McNeely Kang 1973; Kennedy BradsrlawI984). Most 

Xanthomonas species are plant pathogens (Vauterin et al., 1990). They cause diseases 

on several economically important plants including crucifers, Solanaceae, citrus, 

cotton, cereals, ornamentals, fruit and nut trees (Vauterin et al., 1990; Hayward, 

1993). It is estimated that at least 124 monocotyledons and 268 dicotyledons are 

infected by Xanthomonas species (Hayward, 1993; Leyns et al., 1984; Vauterin et al., 

1995). 

Up to the mid-90's, the classification of Xanthomonas species and isolates was 

based on phenotypic data. The main criteria for the creation of new species rested on 

host specificity. The taxa "pathovar" was added to distinguish Xanthomonas species 

at the infrasubspecific level. Sorne species, e.g. X axonopodis, X transluscens or X 

campestris, comprised more than ten, 40 and 125 pathovars, respectively (Vauterin et 

al., 1990). Several methods were used in an attempt to classifY Xanthomonas species 

and pathovars: restriction fragment-length polymorphism (RFLP) (Lazo et al., 1987; 

Lazo et Gabriel, 1987), protein profiles (Vauterin et al., 1991) and fatty acid methyl 

ester profiles (Chase et al., 1992; Yang et al., 1993). Vauterin et al. reorganized the 

classification of the genus Xanthomonas based on DNA-DNA hybridization 

(Vauterin et al., 1995). They revealed 20 DNA homology groups which they 

considered genomic species. Since then, other approaches based on different 

nucleotide sequences have been used to study the phylogeny of Xanthomonas: the 

16S rRNA gene (Hauben et al., 1997), a multilocus sequence typing (MLST), 
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(Maiden et al., 1998), the 16S-23S intergenic spacer (Gonçalves and Rosato, 2002), 

the repetitive palindromic-based polymerase chain reaction fingerprinting (Rep-PCR) 

(Rademaker et al., 2005), the gyrB gene (Parkinson et al., 2007) and a multilocus 

sequence analysis (MLSA) (Young et al., 2008). Seven additiona1 Xanthomonas 

species have now been described (Trébaol et al., 2000; Jones et al., 2004; Euzéby, 

2006; Euzéby, 2007; Schaad et al., 2005; Schaad et al., 2006; Schaad et al., 2007). 

In a recent study (Yakoubou and Côté, 2010), a short 232 bp nucleotide 

sequence "marker" was used to reconstruct the phylogeny of the Class y

proteobacteria. This 232 bp marker was a combination of the last 157 bp at the 3' end 

of the 16S rRNA gene and the first 75 bp at the 5' end of the 16S-23S rRNA internaI 

transcribed spacer (ITS). We showed that the 157 bp sequence was high1y conserved 

among closely re1ated species. Owing to its higher rate of nucleotide substitutions, the 

75 bp added discriminating power among species from same genus and closely 

related genera from same family. This marker could reconstruct the phylogeny of the 

species, genera, families and Orders within the Class y-proteobacteria in accordance 

with the accepted classification. 

In the CUITent study, we further assess the resolving power of this marker at a 

much lower taxa level: species within the genus Xanthomonas. 

Materials and Methods 

Bacterial species and strains. 

A total of 25 Xanthomonas strains from 23 specles were ana1yzed. Four 

Xylella fastidiosa strains and one Stenotrophomonas maltophila stain were added for 

comparison purposes. They were se1ected on the basis that their complete genome 
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sequences were freely available in GenBank, at the National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) completed microbial genomes database 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lproks.cgi.August2009).AlIbactelial strains 

and their GenBank accession number are listed in Table 1. 

Sequences analysis 

First, the 16S rRNA and the 16S-23S ITS sequences of the 30 bacterial strains 

under study were retrieved from GenBank. Second, the 16S rRNA gene nucleotide 

sequences were aligned using ClustalW (Thompson et al., 1994) (data not shown). 

The length of the nucleotide sequence most conserved was determined at 157 bp. 

Third, the 16S-23S ITS were aligned using ClustalW (data not shown). The length of 

the nucleotide sequence most conserved was determined at 67 bp. These two most 

conserved nucleotide sequences, the 157 bp at the 3' end of 16S, and the 67 bp at the 

5' end of 16S-23S ITS, were combined into a single 224 bp sequence for each 

bacterial species and strain under study. This 224 bp sequence will be used here as a 

phylogenetic marker for the Xanthomonas speCies and related genera under study. 

Phylogenetic trees 

A neighbor-joining tree was constructed (Saitou and Nei, 1987) based on the 

alignment of the 224 bp sequence of the 30 bacterial strains under study. The tree was 

bootstrapped using 1,000 random samples of sites from the alignment, ail using 

CLUSTAL W software (Thompson et al., 1994) at the DNA Data Bank of Japan 

(DDBJ) (http://clustalw.ddb-j.nig.ac.jp/top-e.html), with the Kimura's parameter 

method (Kimura, 1983). The neighbor-joining tree was drawn using TreeView 

(version 1.6.6) (Page, 1996; Page 2000). 
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Table 4-1. Xanthomonadaceae species used in this study 

Genera Species Pathovars/Strain GenBank accession no. 

Stenotrophomonas 
maltophilia R551-3 NC 011071 

Xanthomonas 
albilineans LMG 494T X95918 

alfalfae FI AF44274 1 

arboricola pv. juglandis LMG 747 T . YI0757 

axonopodis LMG 538 T X95919 

bromi LMG 947 T AF209754 

campestris pv. campestris ATCC 33913 T NC 003902 
pv. campestris BIOO NC 010688 
pv. campestris 8004 NC 007086 

cassavae LMG 673 T AF209756 

codiaei LMG 8678 T YI0765 

cucurbitae LMG 690 T YI0760 

euvesicatoria 85-10 NC 007508 

fragariae LMG 708 T X95920 

gardneri CNPH496 AY288083 

hortorum LMG733 T YI0759 

hyacinthi LMG 739 T YI0754 

melonis LMG 8670 T YI0756 

oryzae pv. oryzae MAFF 311018 NC 007705 

perforans CNPH411 AY288081 

pisi LMG 847 T YI0758 
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Table 4-1. Xanthomonadaceae species used in this study (Continued) 

Genera Species Pathovars/Strain GenBank accession no. 

Sacchari LMG 471 T	 Y10766 

theicola LMG 8684 T	 Y10763 

transluscens pv. graminis	 AY247064 

vasicola LMG 736 T	 Y10755 

vesicatoria LMG911 T	 Y10761 

Xylella 
fastidiosa	 9a5c NC 002488 

M12 NC 010513 
M23 NC 010577 
Temecula 1 NC 004556 

Results and Discussion 

A bootstrapped neighbor-joining tree based was inferred from the alignment of the 

224 bp sequence of aU 25 Xanthomonas species and pathovars, four Xylella fastidiosa 

strains and Stenotrophomonas maltophila under study (Fig. l). Four Groups, Group 1 

to IV, were revealed at the 95% nucleotide sequence identities. Group 1 contains 

Stenotrophomonas maltophila. Group II encompasses aH four Xylella fastidiosa 

strains. They share 99% nucleotide sequence identities. Group III includes five 

Xanthomonas species: X theicola, X sacchari, X albineans, X transluscens and X 

hyacinthi. They share at least 96% nucleotide sequence identities. This group of 

Xanthomonas species is often referred to as the hyacinthi group (Hauben et al., 1997; 

Gonçalves et Rosato, 2002). Our results are in agreement with the first identification 

of the hyacinthi group based on the homology oftheir 16S rRNA 
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Groups 

.------Slenolrophomonas mallophilia 

Xylella faslidiosa 9a5c 
.------------------""""1 XylellafaslidiosaM12 

, Xylella faslidiosa M23 
'00 Xylella faslidiosa Temecula1 

Xanlhomonas Iheicola 
Xanlhomonas sacchari 

Xanlhomonas albilineans 
Xanlhomonas /ranslucens 

.Xenlhomonas hyacinlhi
Xanlhomonas axonopoo/s
 

" Xanlhomonas codiaei
 

Xanlhomonas perforans
 
Xanlhomonas euvesicaloria sIr 85-10
 
Xanlhomonas alfalfae
 
Xanlhomonas fragariae
 
Xanlhomonas campes/ris campes Iris 8100
 
Xanlhomonas campes/ris campes Iris 8004
 

.. Xanlhomonas campes Iris campes Iris ATee 33913
 

Xan/homonas hor/orum
 
,. Xan/homonas vasicola
 

Xanlhomonas oryzae
 
Xanlhomonas bromi
 

Xanlhomonas cassavae
 

Xan/homonas melonis 

Xan/homonas gardneri
 
Xanlhomonas vesicaloria
 
Xanlhomonas cucurbilae
 
Xanlhomonas arboricola
 
Xanlhomonas pisi
 

FigA-l. Bootstrapped neighbor-joining tree of ail 30 bacterial strains inferred from 
the alignment of the 224 bp marker. Major Groups are indicated in capital roman 
numerals. Bootstrap values higher than 50% are indicated (expressed as percentage of 
1000 replication). The horizontal bar represents 1% nt difference. 

IV 
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(Hauben et al., 1997), 16S-23S ITS (Gonçalves and Rosato, 2002) and gyrB 

nucleotide sequences (Parkinson et al., 2007) and MLSA (Young et al., 2008). Group 

IV contains 18 Xanthomonas species. These species share at least 95% nucleotide 

sequence identities. Six species can be distinguished: X axonopodis, X codiaei, X 

fragariae, X campestris, X cassavae and X melonis. Xanthomonas perforans, X 

euvesicatoria and X alfalfae are grouped together and appear undistinguishable. 

These species share 100% nucleotide sequence identities. The grouping of these six 

species is in agreement with the work of Parkinson et al. (Parkinson et al. 2007) 

based on comparison of gyrase B gene sequences. Furthennore, the grouping of X 

perforans, X euvesicatoria and X alfalfae is in agreement with the work of Young et 

al. (Young et al. 2008) based on MLSA. Xanthomonas hortorum and X vasicola, and 

X oryzae and X bromi are grouped together, respectively, and appear 

undistinguishable. Both pair of species share 99% and 100% nticleotide sequence 

identities, respectively. Five other Xanthomonas species, X gardneri, X vesicatoria, 

X cucurbitae, X arboricola and X pisi are grouped together and appear 

undistinguishable. These species share 100% nucleotide sequence identities. The 

tlrree X campestris strains appear undistiguishable. They share 100% nucleotide 

sequence identities. 

Of the 23 Xanthomonas species under study, 15 species or group of species 

could be distinguished by the 224 bp sequence used as marker. Very closely r~lated 

species, such as those in Group IV could not be dinstinguished. Pathovars could not 

be distinguished, as exemplified by the three X campestris pathovars. The overall 

topology of the neighbor-joining tree was, however, in agreement with phylogenetic 

trees based on the 16S rRNA (Hauben et al., 1997) and the 16S-23S ITS (Gonçalves 

and Rosato, 2002). 
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In previous studies, we showed that a DNA sequence from 3' end 16S rRNA 

gene and 5' end 16S-23S ITS could be used as a marker in the reconstruction of 

phylogenies in the Gram-positive genus Bacillus and closely-related genera (Xu and 

Côté, 2003), the Gram-positive Order Bacillales (Yakoubou et al., 2010), and the 

Gram-negative Class y-proteobacteria (Yakoubou et Côté, 2010). This maker ranged 

in size from 220 bp to 232 bp. It contained 150-157 bp from the 3' end of the 16S 

rRNA gene and 67-75 bp from the 5' end of the 16S-238 ITS. The 150-157 bp from 

the 3' end of the 168 rRNA gene was often sufficient to distinguish bacterial Orders, 

families, and species from different genera. This sequence was, however, highly 

conserved among closely related species. Owing to its higher rate of nucleotide 

substitutions, the 67-75 bp from the 5' end of the 16S-23S ITS added resolving power 

among closely related species from same genus. This marker had proven useful in 

reconstructing the phylogenies of the genus Bacillus and closely-related genera (Xu 

and Côté, 2003), the Order Bacillales (Yakoubou et al., 2010) and the Class y

proteobacteria (Yakoubou and Côté, 2010) in accordance with accepted phylogenies 

inferred from much more comprehensive datasets. This marker presented several 

advantages over the use of the entire 168 rRNA gene or the 16S-23S ITS or the 

generation of extensive phenotypic and genotypic data in phylogenetic analyses. We 

showed that the method was simple, rapid, suited to large screening programmes and 

easily accessible to most laboratories. It also proved very valuable in revealing 

bacterial species which appeared misassigned and for which additional 

characterization appeared warranted. The resolving power of this marker has been 

further analyzed here in a much deeper branch of the Class y-proteobacteria: the 

genus Xanthomonas. As expected, we have shown here that this marker could resolve 

species from three different Xanthomonadacea genera: Stenotrophomonas, Xylella 

and Xanthomonas. At the level of the Xanthomonas genus, distant species could be 

distinguished. However, although sorne closely-related specles could be 

distinguished, others were grouped together and sorne were undistinguishable. 
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Clearly, pathovars could not be distinguished. We have met the resolving limit of this 

marker: pathovars or very closely-related species. 

Conclusion 

We have shown here that a ShOli DNA marker based on 3' end 16S rDNA and 

5' end ITS, previously used to reconstruct the phylogeny of the Class y

proteobacteria, was unable to discriminate between Xanthomonas very closely-related 

species and pathovars. We have reached the limit of the resolving power of the 224 

bp sequence as a phylogenetic marker. 



CONCLUSION 

Compte tenu de l'importance économique, industrielle, médicale et 

scientifique des bactéries, leur identification et leur classification demeurent l'un des 

enjeux majeurs des bactériologistes. Différentes techniques d'identification et de 

classification ont été utilisées au fil des avancées technologiques. Elles sont 

principalement regroupées en deux catégories: les techniques de classification 

phénotypique et génotypique. 

La phylogénétique est l'établissement de relation génétique entre organismes. 

Elle a COlUlU son essor avec les travaux de phylogénie moléculaire réalisés par Carl 

Woese en 1987 et qui ont permis de révéler le monde vivant en 3 grands domaines 

(Woese, 1987). Grâce aux travaux de Woese, le gène 16S de l'ARNr s'est imposé 

comme la macromolécule de choix pour la réalisation des études phylogénétiques. 

Les études de phylogénie chez les bactéries ont permit la re-classification de taxa 

bactériens et la caractérisation de bactéries non-cultivables (Ward et al., 1990; 

AmalUl et al., 1995). Outre le gène 16S de l'ARNr, de nombreux autres marqueurs 

moléculaires ont été développés et utilisés en phylogénie bactérienne. Aujourd'hui 

pourtant, la phylogénie de nombreux taxa bactériens, espèces, genres, familles, 

Ordres, Classes de grande importance, demeure un travail en perpétuel changement. 

L'objectif général de cette thèse était d'évaluer un marqueur d'ADN pour la 

classification de bactéries Gram-positif et Gram-négatif à différents niveaux 

taxonomiques. Ce marqueur d'ADN était basé sur une courte séquence nucléotidique 

située aux extrémités 3' du gène 16S de l'ARNr et 5' de la région inter-génique 16S

23S (ITS). Les niveaux taxinomiques étudiés ici correspondaient: 

1) à des bactéries Gram-positif de l'Ordre des Bacillales, 
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3) et à des bactéries Gram-négatif de la Classe des y-protéobactéries, 

4) et du genre Xanthomonas. 

Chaque niveau taxonomique étudié correspond à un chapitre de la thèse. Les 

conclusions majeures tirées des résultats obtenus dans chacun des quatre chapitres 

suivent. 

Phylogénie de l'Ordre des Bacillales basée sur les séquences nucléotidiques des 

extrémités 3' 168 rDNA et 5' 168-238 IT8 

Phylogeny of the Order Bacillales inferred from 3' 168 rDNA and 5' 168-238 

IT8 nucleotide sequences 

L'objectif de cette première étude consistait à évaluer le marqueur 

phylogénétique à un niveau taxonomique élevé de bactéries Gram-positif: l'Ordre 

des Bacillales. Ce marqueur d'ADN est composé de 220 pb: les 150 dernières pb à 

l'extrémité 3' du gène 168 de l'ARNr et des 70 premières pb à l'extrémité 5' de la 

région inter-génique 168-238. Les résultats obtenus dans ce premier chapitre nous 

permettent de confirmer 1'hypothèse émise: ce court marqueur d'ADN permet 

l'identification rapide et la classification des espèces bactériennes de l'Ordre des 

Bacillales. 

Notre étude a porté sur huit des neuf familles que compte l'Ordre des 

Bacillales. Les bactéries de ces huit familles sont réparties en 21 genres et 72 espèçes. 

Notre arbre phylogénétique construit à l'aide du marqueur est similaire à celui 

considéré comme l'arbre consensus utilisé comme référence (Ludwig et al., 2009). Ce 

dernier, très robuste, a été construit à partir de données exhaustives de séquences du 

gène 168 de l'ARNr . Dans notre étude, huit groupes ont été révélés. Chaque groupe 
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correspond à une famille de l'Ordre des Bacillales à une exception près. Sur notre 

arbre phylogénétique, certaines familles apparaissent comme hétérogènes. C'est le cas 

des Bacillaceae, Paenibacillaceae et Alicyclobacillaceae. Dans notre étude, les 

membres de la famille des Bacillaceae sont répartis en quatre groupes. Ces membres 

sont répartis en deux groupes sur l'arbre consensus utilisé comme référence. Cette 

différence est due à la présence sur notre marqueur de la séquence des 70 premières 

pb de la région inter-génique qui augmente le pouvoir de discrimination entre les 

espèces. Nous en concluons que le marqueur phylogénétique analysé ici présente un 

pouvoir de résolution supérieur à celui du gène 16S de l'ARNr. Il permet aussi de 

révéler les espèces requérant une caractérisation additionnelle telle que 

Alicyclobacillus herbarius. 

É.valuation d'un court marqueur phylogénétique basé sur la comparaison des 

séquences nucléotides des extrémités 3' 168 rDNA et 5' 168-238 IT8 du groupe 

Bacillus cereus 

Assessment ofa short phylogenetic marker based on comparison of 3' end 168 . 

rDNA and 5' end 168-238 IT8 of the Bacillus cereus group 

L'objectif de cette deuxième étude consistait à évaluer le pouvoir de 

résolution du marqueur phylogénétique de 220 pb à un niveau taxonomique inférieur 

de l'Ordre des Bacillales : le groupe Bacillus cereus. Ce marqueur d'ADN, 

strictement identique à celui utilisé pour l'Ordre des Bacillales, est composé de 220 

pb: les 150 dernières pb à l'extrémité 3' du gène 16S de l'ARNr et des 70 premières 

. pb à l'extrémité 5' de la région inter-génique 16S-23S. Les résultats obtenus dans ce 

deuxième chapitre ne nous permettent pas de confirmer l'hypothèse émise: ce court 

marqueur d'ADN permet l'identification rapide et la classification un nIveau 

taxonomique inférieur de bactéries Gram-positif: le groupe Bacillus cereus. 
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Cependant, ils nous ont permis de déterminer la limite du pouvoir de résolution du 

marqueur phylogénétique de 220 pb au niveau de l'Ordre des Bacillales: les trois 

espèces phylogénétiquement très proches: B. cereus, B. anthracis et B. thuringiensis. 

Notre étude a porté sur 129 allèles de 12 souches bactériennes réparties en 

deux genres et huit espèces. Notre arbre phylogénétique construit à l'aide du 

marqueur a permis de révéler quatre groupes. Chaque groupe correspond à 

l'ensemble des allèles d'une même espèce à une exception près, le groupe I. Le 

groupe 1 a été subdivisé en trois sous-groupes. Les sous-groupes 1-1 et 1-2 sont 

hétérogènes. Le sous-groupe 1-1, le plus hétérogène, contient des allèles des quatre 

espèces du groupe B. cereus. La grande proximité des allèles de B. cereus, B. 

anthracis et B. thuringiensis observée dans ce sous-groupe est en accord avec 

plusieurs études antérieures qui ont démontré que ces trois espèces étaient très 

proches. De nombreux auteurs ont suggéré de considérer ces trois espèces comme une 

seule et même espèce (Vilas-Boas et al., 2007). D'autre part, le sous-groupe 1-3 est 

homogène. Il contient uniquement des allèles de B. weihenstephanensis. 

Ici, le marqueur phylogénétique n'a pu discriminer les trois espèces très 

proches du groupe B. cereus: B. cereus, B. anthracis et B. thuringiensis. Certaines 

allèles spécifiques ont permis de distinguer B. weihenstephanensis de B. cereus, B. 

anthracis et B. thuringiensis. Nous concluons que cette étude nous a permis de 

révéler la limite du pouvoir de résolution du marqueur phylogénétique de 220 pb au 

niveau de l'Ordre des Bacillales : les trois espèces très proches du groupe Bacillus 

cereus. 
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Phylogénie des y-protéobactéries basée sur la comparaison des séquences 

nucléotidiques des extrémités 3' du gène 168 rRNA et 5' de l'IT8 168-238. 

Phylogeny of y-proteobacteria inferred from comparisons of 3' end 168 rRNA 

gene and 5' end 168-238 IT8 nucleotide sequences 

L'objectif de cette troisième étude consistait à évaluer le marqueur 

phylogénétique à un niveau taxonomique élevé de bactéries Gram-négatif: la Classe 

des y-protéobactéries. Ce marqueur d'ADN est composé de 232 pb: les 157 dernières 

pb à l'extrémité 3' du gène 168 de l'ARNr et des 75 premières pb à l'extrémité 5' de la 

région inter-génique 168-238. Les résultats obtenus dans ce troisième chapitre nous 

permettent de confirmer l'hypothèse émise: ce court marqueur d'ADN permet 

l'identification rapide et la classification des espèces bactériennes de la Classe des y

protéobactéries. 

Notre étude a porté sur 64 espèces et souches de y-protéobactéries réparties en 

13 ordres, 22 familles, 40 genres et 59 espèces. Notre arbre phylogénétique construit 

à l'aide du marqueur est similaire à celui considéré comme l'arbre consensus utilisé 

comme référence (Ludwig et Klenk, 2005). Ce dernier, très robuste, a été construit à 

partir de données exhaustives de séquences du gène 168 de l'ARNr . Dans notre 

étude, les 22 familles sont classées dans quatre groupes majeurs. 8ur les 22 familles 

étudiées, 18 sont homogènes. Les quatre autres familles se retrouvent dans plus d'un 

groupe et apparaissent comme hétérogènes. C'est le cas des Alteromonadaceae, 

Pseudoalteromonadaceae, Vibrionaceae et Shewanellaceae. Ces quatre familles sont 

constituées d'espèces de bactéries marines chez lesquelles des études antérieures ont 

révélé une hétérogénéité. Leur phylogénie est en cours de révision (Ivanova et al., 

2004). Dans notre étude, le marqueur de 232 pb a permis de distinguer les espèces 

proches d'un même genre ainsi que les genres proches d'une même famille. Cette 
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discrimination est due à la présence sur notre marqueur de la séquence des 75 

premières pb de la région inter-génique qui augmente le pouvoir de résolution entre 

les espèces et genres proches, respectivement. 

Nous en concluons que le marqueur phylogénétique analysé ici présente un 

pouvoir de résolution supérieur à celui du gène 168 de l'ARNr. Il permet aussi de 

révéler les espèces requérant une caractérisation additionnelle. 

Évaluation d'un court marqueur phylogénétique basé sur la comparaison des 

séquences nucléotides des extrémités 3' 168 rDNA et 5' 168-238 de l'IT8 du 

genre Xanthomonas. 

Assessment of a short phylogenetic marker based on comparisons of 3' end 168 

rDNA and 5' end 168-238 IT8 nucleotide sequences on the genus Xanthomonas 

L'objectif de cette quatrième étude consistait à évaluer le pOUVOIr de 

résolution du marqueur phylogénétique de 224 pb à un niveau taxonomique inférieur 

de la Classe des y-protéobactéries : le genre Xanthomonas. Ce marqueur d'ADN est 

composé de 224 pb: les 157 dernières pb à l'extrémité 3' du gène 168 de l'ARNr et 

des 67 premières pb à l'extrémité 5' de la région inter-génique 168-238. Les résultats 

obtenus dans ce quatrième chapitre nous pelmettent de confilmer l'hypothèse émise: 

ce court marqueur d'ADN permet l'identification rapide et la classification à un 

niveau taxonomique inférieur de bactéries Gram-négatif: le genre Xanthomonas. 

Notre étude a porté sur 23 espèces du genre Xanthomonas. Deux genres 

additionnels de la famille des Xanthomonadaceae, Stenotrophomonas et Xylella, ont 

été rajoutées pour comparaison. Dans notre étude, quatre groupes ont été révélés. Les 
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genres Stenotrophomonas et Xylella de retrouvent dans les groupes 1 et II, 

respectivement. Le genre Xanthomonas est plus hétérogène. Les espèces se retrouvent 

dans les groupes III et IV. Le marqueur phylogénétique a discriminé Il espèces sur 

les 23 espèces de Xanthomonas analysées. Les espèces très proches et les pathovars 

n'ont pas été discriminés. 

Nous en concluons que cette étude nous a permis de révéler la limite du 

pouvoir de résolution du marqueur phylogénétique de 224 pb au niveau de la Classe 

des y-protéobactéries : les espèces très proches et les pathovars du genre 

Xanthomonas. 

Cette thèse a permis de construire quatre arbres phylogénétiques différents 

basés sur un court marqueur d'ADN dont la taille varie entre 220 pb et 232 pb. Le 

marqueur d'ADN est composé: des 150 à 157 dernières pb à l'extrémité 3' du gène 

16S de l'ARNr et des 67 à 75 premières pb à l'extrémité 5' de la région inter-génique 

16S-23S. Les quatre arbres phylogénétiques sont similaires aux arbres consensus 

construits à partir de données exhaustives de séquences du gène 16S de l'ARNr et 

utilisés comme référence dans chaque niveau taxonomique étudié. Les résultats 

obtenus lors de ces quatre études permettent de confirmer l'hypothèse générale de 

cette thèse qui stipule que le court marqueur d'ADN composé des dernières paires de 

bases de l'extrémité 3' du gène 16S de l'ARNr et des premières paires de bases de 

l'extrémité 5' de la région inter-génique 16S-23S permet l'identification rapide et la 

classification de bactéries à Gram-positif et à Gram-négatif à différents niveaux 

taxonomiques. 

La limite du pouvoir de résolution du marqueur phylogénétique a été révélée 

au niveau de la Classe des y-protéobactéries chez les espèces très proches et les 
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pathovars du genre Xanthomonas et au niveau de l'Ordre des Bacillales chez les trois 

espèces très proches du groupe Bacillus cereus. Ces niveaux taxinomiques pourraient 

être discriminés soit par l'ajout de séquences additiüImelles de la région variable 16S

23S ITS, soit par une étude basée sur les gènes de ménage. Ces gènes codent pour des 

protéines indispensables au fonctionnement cellulaire de base. Mentionnons entre 

autres, la sous-unité B de l'ADN gyrase (gyrB) , la protéine RecA (recA), la sous

unité ~ de l'ARN polyrnérase (rpoB), etc. Ils sont présents chez la plupart des 

bactéries et ont un taux d'évolution, donc un taux de substitutions nucléotidiques 

supérieur à celui du gène 16S et ne pas transmis horizontalement. 

L'originalité de cette thèse réside dans la nature même du court marqueur 

d'ADN. La séquence de 150-157 pb a permis de distinguer certaines espèces de 

genres différents, au niveau de l'Ordre, de la Famille et des espèces. Cette séquence 

très conservée au niveau des espèces très proches n'anive pas à discriminer ces 

dernières. La séquence des 67 à 75 premières pb à l'extrémité 5' de la région inter

génique 16S-23S, à cause de son taux de substitution de nucléotides élevé, augmente 

le pouvoir de résolution du marqueur d'ADN au niveau des espèces très proches d'un 

même genre. Il s'agit d'une méthode simple d'utilisation qui peut être utilisée dans 

les programmes rapides de criblages de plusieures centaines de souches bactériennes 

et accessible à tous les laboratoires. Le court marqueur d'ADN peut servir à la fois 

aux études systématiques intra et inter-spécifiques aboutissant à l'identification des 

espèces bactériennes et à la révision de certaines classifications. Par la même 

occasion, cette thèse permettra d'apporter une contribution à la définition de la notion 

d'espèce au niveau bactérien. 

À moyen terme, hors du cadre des présentes études doctorales, il pourrait 

devenir possible de développer une puce biologique (Phylo-BioChip) pour la 

détection, et l'identification des espèces bactériennes. Une puce biologique, ou 

biopuce, est un support solide de petite taille qui peut être en verre ou en silicium et 
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qui contient plusieurs milliers de courtes séquences d'ADN simple brin marquées 

avec une molécule fluorescente. Celles-ci servent de sondes pour l'hybridation 

spécifique avec des séquences d'ADN complémentaires de bactéries provenant 

d'échantillons à tester. Ces derniers peuvent être d'origine alimentaire, 

environnementale, médicale, industrielle etc. Elle permet l'analyse simultanée de 

plusieurs milliers de séquences d'ADN différentes. 
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