Diversité génétique

Aprés le nettoyage et I’alignement des séquences, notre jeu de données se trouve

constitué a la fin de 38 séquences du géne cytochrome b d’une longueur de 393 nucléotides. De

ces 38 séquences, 21 sont de la forme voiliere de C. maculatus et 17 de la forme non voiliére.

Afin de confirmer que les séquences sont bien de la méme espéce, elles ont subi un blast (voir

annexe 4). Les valeurs de la variabilité sont présentées dans le tableau (1). Pour la forme

voiliére, 6,87% des sites sont variables parmi lesquels 55,55% d’entre eux sont des sites

variables en parcimonie (informatifs). Pour la forme voiliere, 10,18% des sites sont variables

dont 12,5% d’entre eux sont des sites informatifs. Le taux de substitution synonyme est plus

important que le taux de substitution non synonyme pour les deux formes.

Tableau 1: Paramétres basiques du jeu de données.

Parametres CmNV CmV
Nombre de séquences (n) 17 21
Nombre de site (N) 393 393

Site invariable

366 (93,13%)

353 (89,82%)

Site variable

27 (6,87%)

40 (10,18%)

- Singleton variable sites 12 (44,44%) 35 (87,5%)
- Site variable en parcimonie 15 (55,55%) 5(12,5%)
O 2 variants 15 5

Nombre total de mutation (Eta) 27 40
Nombre d’haplotype (h) 8 14
Diversité haplotypique (Hd) 0,779 +0,099 0,895 0,061
Diversité nucléotidique (Pi) 0,01512 +0,00501 0,01202 +0,00273
Nombre moyen de différence nucléotidique (k) 5,941 4,724
Taux de transversion (V) 0,0023 £0,0010 (12,6%) 0,0071 £0,0014 (61,66%)

Taux de transition (S)

0,0132 +0,0031 (87,4%)

0,0051 +0,0017 (38,33%)

Taux de mutation (R)

4,83

0,52

Taux de substitution synonyme (Ks)

0,0437 +0,0130

0,0193 +0,0075

Taux de substitution non synonyme (Kns)

0,0075 £0,0024

0,0094 +0,0020




Le tableau (2) présente la liste des haplotypes et le nombre d’individus qui les
composent. On observe que 8 haplotypes sont exclusifs a la forme voiliére et les autres a la

forme non voiliére. Aucun haplotype présentant les deux formes n’est noté.

Tableau 2 : répartition et composition des haplotypes

Forme non voiliére Forme voiliére

Haplo1:2 Haplo 1 :
Haplo 2 : 1 Haplo 2 :
Haplo3:1 Haplo 3 :
Haplo 4 :2 Haplo4:1 | Haplo10: 1;
Haplo 5: 8 Haplo5:2 | Haplo11: 1;
Haplo 6 : 1 Haplo6:1 | Haplo12:1;
1;

01

Haplo 9: 1;

N = = g =

Haplo 7 : 1 Haplo7:1 | Haplo13:
Haplo 8: 1 Haplo8:1 | Haplo 14

En travaillant avec les haplotypes, les mutations sont relevées et regroupées dans le
tableau (3). Ainsi, parmi les mutations observées, une transition C—T a la position 354 est
observée et commune a tous les individus de la forme voiliére par rapport a la forme non
voiliére.

Tableau 3: Mutations et positions des nucléotides par haplotype (surligner en jaune : transition
C-T a la position 354)

BORET UG 14 D5 M0 W4 52 56 18 1% 19 197 5F A0 27 20 D2 B B4 15 I R IW ITL T2 U3 M6 UE ED I MR M 3P 3D 303 34 B4 I X EL
Hpl | Cmlv [ A L A A € AT & AL A G AL ACAAAT T CACLA T A A A G A ACTC &
Hpz OV TTAGL TGAATTGGEGTGTATGAATAT A C A A € AT A AT A G AT ACLCAAATT CACLCAT A A A A A A CC &
Hp3 OV TTAGL TGAATTGGEGTGTATGAATAT A C A A € AT A A L A G AL ACAAAT T CACLA A A A G A ACC G A
Hipd OmWW TTAGE T AATT AAGT TAT AATAT A C A A C AT A AT A G A CACAAAT T CACLCA A A A & A ACLCTC &
Hps W TTAGLTGAATTGAGTETA AATAT A L A A € AT & AL A G AL ACAALAET T CACLA A A A G A ACC G A
Hps CnWv TTAGL TGAATTAGGTGTATGAATAT A C A A C AT & & T 6 G| CAKCESEAT T CATIA A A A A A ACC G A
Hp? Omv TTCGLCCCATTGGEGETET ATAAATAT A € G A C AT & & T 6 G |68 CAECESE AT T CA A A G G A G G CCGC A
Wp2 OmWv TTAGL TCCAATGEGETGETATAAATAT A C A A L AT & A& 4 5 & L AL A A AT T C A A E A A A A AL G C A
Hp? Omv ATAGLTGAATTGAGTGTATGAATAT A C A A € AT & A C A A AL AC A A AT T CATCLA A A A G A ATCLC GG
Hpld Cmv TTAGLTGAATTGAGTGTATGAATAT A C A A € AT & A L A G AL ACAAAT T CALA A A A G A AT
Hgll Gmv TTAGLTGAATTGAGTGTATGATTGET A T A A € AT A A C A G AL ACAAATTCACLA A A A G A ATC
Hpll omv TTAGEC T AATT GAGTGTAT AATAT A AT €C T €17 7T C A G A CACAAATTCACLCA A A A G A ATC
Hpl? Oomv TTACLTGAATTGAGTGTATGEAATAT A A A € AT & A L A G AL ACAALALT T CACLA A A A G A ATC
Hpld Omv TTAGLTGAATTAGGTGTATGAATAT A C A A € AT & A L A G AL ACAAAT T CALA A A A G A AT
Hpls mv TTAGLTGAATTGAGTGTATGAATAT A T A A € AT A A L A G AL ACAAAT T CACLA A A A G A ATC
Hiple v TTAGLC T AATAGAGT TAT AATAT & A A C AT A A C A G A CACAAAT T CACLCA A A A G A ATC
Wpl? Gmv TTAGLCTGAATTGGEGTGETATGAAAAA A A A € A T & A € A G A C & C A & & T T C AL 4 A A A G A AT C
Hpl2 v TATGETGATTTGEATTAACTGEGETTET A A A € AT & AL A G AL ACAALALT T CACLA A A A G A ATC
Hpls Cmv TTAGLTGAATTGAGTGTATGAATAT A C A A € AT & AL A G AL AT AALTTATTILOT A A A A G A AT
Hpll v TTAGL TGAATTGAGTGTATGAATAT A C A A A A AT A AL AGACLCATCLCAAATT A C AT A A A G A ATC
HipZl omv TTAGC T AATT GAGT TAT AATAT A C A A T C AT A A C A G A CTCAAAAT CATCLCA A A A A G A ATL
Wpll Omv TTAGLT ATTGAGCGETACEETTET A A A € AT & AL A G AL ACAALALT T CALA A A A G A ATC

Le tableau (4) présente la moyenne de la composition nucléotidique de la forme voilicre et de
la forme non voiliére de C. maculatus. Ce tableau révéle 1’existence d’une différence notable

au niveau des moyennes de thymine et cytosine entre la forme voiliere et la forme non voiliere.



Tableau 4: composition nucléotidigue moyenne selon chaque forme

T (U) C A G Total
Avg. CmNV 35,74315 23,3498 30,19009 10,71696 393
Avg. CmV 36,01115 23,05828 30,19508 10,73549 393

Les changements d’acide aminé sont répertoriés dans le tableau (5) selon les haplotypes. De ce
tableau, les mutations observées sont spécifiques a une forme ou une autre. Cependant ces
mutations ne sont pas suffisamment réparties dans une forme ou une autre pour en é&tre

caractéristique.

Tableau 5 : changements et positions des acides aminés par haplotype (surligner en jaune : les

changements)
7 % %7 B % 10 14 15 16 17 23 25 32 33 47 51 52 63 66 73 74 79 8 90 91 93 94 95 100 102 105 127
Haplol  CmNV L GQWI WAV DNFEATFI1T QNNI HDI I T Y SY FLNT NR
Haplo2  CmNV L GQWIl WAV DNFEFATFI I QNNI HDI I T Y SY FLNT NR
Haplo3  CmNV L GQWI WAV DNTFEFATFI I QNNI HDI I T Y SYFLNT NR
Haplo4  CmNV L G QWI WAV DNTFEFATFI QNNI HDI I T Y S Y FLNT N R
Haplo5  CmNV L GQWI WAV DNTFEA ATFI QNN NI HDI I T Y S Y FLNT N R
Haplo6  CmNV L GQWI WAV DNTEA ATFI QNNIRDVI TY S Y FLNT N R
Haplo7  CmNV F GaQP Il WAV DNFETTF FEFIRNNII RDUVYVI TYSYF LN A G R
Haplo8  CmNV L GQS NWAVDNTETTF FEFI aQNNI HDUVI T Y SYF LD T N A
Haplo9  CmV M GAQWI WAV DNFEFATFI I QNNI HNI I T Y S Y FLNT N R
Haplo10  CmV L GQ WI WAV DNTFEFATFI QNN NI HDI I T Y S Y FLNT N R
Haplo1l  CmV L GQWI WAV DNTFATFUVQNNIHDI I T Y S Y FLNT N R
Haplo12  CmV L GQWI WAV DNTEA ATFI QNNTTLODI I TY S Y FLNT N R
Haplo13  CmV L RQWI WAV DNTEA ATFTI QNNI HDI I T Y S Y FLNT N R
Haplo14  CmV L GQWIl WAV DNFEATFI1T QNNI HDI I T Y SY FLNT N R
Haplo15  CmV L GQWIl WAV DNTFATFI I QNNI HDI I T Y SYFLNT NR
Haplo16  CmV L GQWwWIl S AV DNTFIATFI I QNNI HDI I T Y S Y FLNT NR
Haplo17  CmV L G QWI WAV DNTFEFA ATLTI QNN NI HDI I T Y S Y FLNT N R
Haplo18  CmV Y GE WF WS V KHTFAFVQNNI HDI I T Y SY FLNT N R
Haplo19  CmV L G QWI WAV DNTFEA ATFI QNNI HDI I MF I F 1 L N T N R
Haplo20  CmV L GQWI WAV DNFEATFI I QKKTI HDI I T Y SY FLNT N R
Haplo21  CmV L GQWI WAV DNFEATFI I QNNI HDI FT*SsS Y FaQNT N R
Haplo22  CmV L GQWIl WAADNS AFUVYAQNNI HDI I T Y S Y FLNT N R

III.1.2. Différenciation et structuration génétiques

Le tableau (6) présente les Fst obtenus avec en italique les Fsr intra population et en gras le
Fsr inter population. Avec un Fsr au sein de chaque population égale a 0,269 et 0,277 pour
respectivement la forme non voilicre et la forme voiliere de C. maculatus, on note une
différenciation treés importante entre les individus au sein de chacune de ces populations. Le Fsr
entre population montre également une différenciation trés importante. Pour les Fsr intra
population de méme que pour celui inter population, on note une p-value nulle et donc

hautement significative.



Tableau 6: Fst intra population en italique et inter population en gras

Fsr Intra population Inter population
CmNV 0,26860 0,27328

P-value 0,0000 0,0000
CmV 0,27707

P-value 0,0000

Les distances génétiques sont reportées dans le tableau (7). On y retrouve les distances
intra population en italique et la distance inter population en gras. Ces distances sont faibles

dans I’ensemble méme si 1’on observe une distance inter population légérement plus grande.

Tableau 7: Distances génétiques intra population en italique et inter population en gras

Distance Intra population Inter population
CmNV 0,0158 +0,0033 0,0193 +0,0038
CmV 0,0122 +0,0021

L’analyse de la variance moléculaire montre que 27,33% de la variance moléculaire est
expliquée par le degré de différenciation génétique entre la forme voiliére et la forme voiliere
(avec un Fsr de 0,27328) et 72,67% par la différence entre individus au sein de chaque

population.

Tableau 8 : résultat de I’analyse de la variance moléculaire

Composant dela  Pourcentage de

Source de variation d.f. Somme des carré
variance variation
Inter populations 1 21,232 0,98992 Va 27,33
Intra populations 36 94,768 2,63243 Vb 72,67
Total 37 116,000 3,62235

Indice de fixation Fsr:  0,27328

III.1.3. Evolution démographique

Les valeurs des indices d’évolution démographique sont présentées dans le tableau (9).
La forme non voili¢re présente un D de Tajima négatif et un Fs de Fu positif cependant ces
indices possedent une p-value non significative signe d’une population en expansion modérée.

La forme voiliére, avec un D de Tajima positif et un Fs de Fu négatif possédant des p-values



significatives, est en expansion démographique. Pour la forme voiliére, la statistique R2 de

Ramos-Onsins et Rozas est significativement positifs, signal d’une expansion démographique.

Tableau 9: indice d'évolution démographique

D de Tajima Fs de Fu Statistique R2
p-value p-value p-value
CmNV -1,03633 0,77198 0,1081
0,14700 0,66800 0,166
CmV 2,26753 -4,97595 0,0600
0,00300 0,00800 0,001

Les graphes du mismatch distribution tracés en prenant comme model attendu une
population constante révelent un tracé différant pour la forme voiliére et la forme non voilicre
de C. maculatus. Ces graphiques (figures 15 et 16) et présentent cependant une distribution

multimodale signalant une population stable.

Figure 13 : Graphe de mismatch distribution  Figure 14 : Graphe de mismatch distribution
pour la forme non voiliére avec pour model  pour la forme voiliére avec pour model de
de valeurs attendues une population constante  valeurs attendues une population constante

Afin de compléter les graphes de mismatch distribution, le SSD (somme des carrées des
déviations) et le Rg (indice d’irrégularité) sont présentés dans le tableau (10). Les p-values du
SSD et du Rg sont pour les deux formes non significatives. Les valeurs non significatives de
SSD montrent que 1’écart observé entre distribution des fréquences observées et attendues n’est

pas significatif.



Tableau 10 : SSD et indice d'irrégularité de chaque forme

CmNV CmV
SSD 0,02503 0,00492
p- value 0,85800 0,87800
Rg 0,04163 0,01519
p- value 0,85500 0,94100

Reconstructions phylogénétiques

Les figures (17), (18) et (19) représentent les arbres phylogénétiques obtenus selon
respectivement les méthodes de Neighbor-Joining, du maximum de vraisemblance et de
I’inférence bayésienne. Ces arbres montrent un regroupement des individus respectant la forme
voiliére ou non voiliére de I’insecte. La forme non voiliére étant plus proche de notre outgroup

Caryedon serratus.

Figure 16 : Représentation phylogénétique
réalisé avec la méthode du maximum de
outgroup vraisemblance

Figure 15 : Représentation phylogénétique
réalisé avec la méthode du Neighbor-
joining.

CmV CmNV

Figure 17 : Représentation phylogénétique réalisé avec la
méthode de I’approche bayésienne
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I11.2. Discussion

Dans cette étude, il a été question de connaitre les caractéristiques génétiques des formes
voiliére et non voiliere de C. maculatus au Sénégal. Elle se base sur les résultats du séquengage

du géne mitochondriale cytochrome b (Cyt B).

Ainsi, a la suite de ce séquengage, 38 séquences d’une longueur de 393 nucléotides sont
obtenues. De ces séquences, 17 appartiennent a la forme non voiliere et 21 a la forme voilicre.
Ces séquences présentent des pourcentages de sites conservés élevé (93,13% et 89,82%), ce qui
est également observé dans les travaux de Barry ef al. (2017). On note que la forme voiliére
possede plus de site variable que la forme non voiliére. Cependant, la forme non voiliére compte
plus de site variable informatif que la forme voiliere. Cette variabilité¢ plus importante dans la
forme voiliére que dans la forme non voiliére se ressent au niveau des haplotypes ou 1’on
observe plus d’haplotypes avec la forme voili¢res. La répartition de ces haplotypes (tableau 2)
montre qu’aucun d’entre eux n’est identifi¢ a la fois dans les deux formes C. maculatus.
Autrement dit, tous les haplotypes présentent uniquement une forme ou une autre de C.
maculatus. Ceci peut s’expliquer par la présence d’une transition entre T vers C a la position
354 existant uniquement chez les individus de la forme non voiliére néoténe. Cette mutation
synonyme qui semble sans effet direct sur le géne car I’acide aminé formé n’est pas modifié
pourrait faire partie des signaux si elle est couplée a d’autre existant dans d’autre geénes
entrainant 1’apparition de la forme voili¢re. Dans ce cas présent, on peut penser que la transition
T - C a la position 354 serait importante dans le phénomeéne de méthylation permettant la
régulation de I’expression des génes. Ainsi en changeant le nucléotide T en C méthylé, on aurait
une « inhibition » permettant I’apparition de la forme non voiliére ce qui concorde avec
I’hypotheése de Utida (1972) et Nahdy et al,(1999). L’importance du phénomene de
méthylation dans ce type de dimorphisme est notée par Brisson (2010) dans ces travaux sur le
dimorphisme des ailes chez les pucerons. L’existence du phénomeéne de méthylation dans le

cytochrome b est également démontrée dans les travaux de lacobazzi, et al., (2013).

En se penchant du c6té de la nature des mutations, on observe un taux de transition plus élevé
que le taux de transversion chez la forme non voiliére mais pour la forme voiliére I’inverse est
observé avec une différence moins importante entre les deux taux. Ceci se confirme au niveau
du taux de mutation R qui est supérieur a 1 (4,83) pour la forme non voiliere et inférieur a 1
(0,52) pour la forme voiliere. Apres traduction des séquences nucléotidiques en séquences
d’acides aminés, le codon 118 portant la transition T - C a la position 354 n’a pas changé la

nature de 1’acide aminé car la mutation intervient a la troisiéme position du codon. La



répartition des changements d’acides aminés retrouvés dans nos séquences montrent qu’aucune
mutation présente dans une forme n’est retrouvée dans 1’autre. Cependant, cette répartition ne
permet pas de déterminer une caractérisation des formes de C. maculatus a partir des acides
aminés. Ces mutations peuvent étre une conséquence de I’adaptation a I’environnement ou des
erreurs spécifiques a 1’individu. L’absence d’un changement d’acide aminé caractéristique a
une forme ou une autre peut montrer que 1’apparence d’une forme ou I’autre ne serait pas régie

par un acide amin¢é au niveau du cytochrome B.

L’analyse des indices de différenciation (Fst) a permis de constater une différenciation
importante entre les individus de la forme voiliére et ceux de la forme non voiliére. Ceci est
confirmé par la distance génétique inter-population qui est plus importante que les distances
intra-population. Cette valeur de différenciation est plus grande que celle observée entre les
populations de zones agroécologiques différentes dans les travaux de Barry et al. (2017) ou les
Fsr significatifs révelent une faible différenciation. Donc d’un point de vue génétique le
dimorphisme de C. maculatus implique une plus grande différenciation que les individus
appartenant a différentes zones agroécologiques. A la suite du calcul des distances génétiques,
on note que la valeur obtenue pour la distance génétique entre les deux formes (0,0193) est plus
importante que celle obtenue par Barry et al. (2017) pour les populations de zones
agroécologiques différentes. Dans ces travaux, méme si les insectes appartenaient a des zones
différentes, du fait des échanges commerciaux existant, un brassage est possible. Ce brassage a
donc comme effet d’atténuer les distances génétiques. Pour notre cas, les populations de C.
maculatus  échantillonnées sont deux formes distinctes. Ces formes distinctes
morphologiquement réduisent le risque de mélange pouvant affecter les valeurs des distances
génétiques. A cela, on ajoute la transition T - C a la position 354 observée entre la forme non

voiliere et la forme voiliere qui elle augmente la divergence génétique.

Les résultats de I’analyse de la variance moléculaire montrent que la variabilité intra
populations (72,67%) est plus importante que celle observé entre les populations (27,33%). Ces
résultats associés a I’indice de fixation (Fst) qui est de 0,27 et supérieur a 0,25 témoignent d une
forte structuration de C. maculatus en fonction des populations. La variabilité entre les
populations a été affecté par la présence d’une mutation spécifique a une des formes de notre
insecte. La forte variabilité intra population est quant a elle illustrée dans nos populations par
la diversité des haplogroupes. Ces haplogroupes, majoritairement formés par un individu a
I’exception de quatre sont des représentations des différentes formes de mutations liées a une

adaptation ou une erreur spécifique a ce groupe.



Les valeurs du D de Tajima et du Fs de FU montrent a premiére vue que les populations non
voiliére et voiliere de C. maculatus présentent des évolutions démographiques différentes. En
effet, avec un D de Tajima et un Fs de Fu non significatif, la forme non voiliére présente les
caractéristiques d’une population en expansion modérée. Ces valeurs sont cependant différentes
de ceux obtenus par Kebe et al., (2017) pour une population africaine de C. maculatus. Ceci
peut s’expliquer d’une part par la taille de notre échantillon, la nature spécifique mas également
I’origine diverses des échantillons. Pour la forme voili¢re, le D de Tajima positif et significatif
suggere une sélection stabilisante. A cela s’ajoute le Fs de Fu négatif et significative qui est
signe d’une population qui a subi une récente expansion. Ces résultats pour la forme voilicre
s’expliquent par la nature périodique voir saisonnicre de cette forme de C. maculatus que 1’on
retrouve que lorsque certaines conditions sont réunies. Les graphes de mismatch tous deux a
distribution multimodale sont signe d’une population stable mais a ces derniers, on doit associer
les indices de la somme des carrées des déviations (SSD) et d’irrégularité (Rg) pour valider la
qualité. Ces indices étant tous deux non significatifs suggerent qu’il n’y a pas écart entre les
valeurs simulées ou attendues et les valeurs observées car les deux courbes se suivent sur toutes
les paires de distance. Ainsi, I’hypothése pronant une population stable est donc rejetée en
faveur de celle d’une population en expansion démographique. On retient donc que dans
I’ensemble, les populations de C. maculatus sont en expansion démographique comme observé
dans les travaux de Kébé ef al. (2017) ou ses résultats confirment ce fait dans la population

africaine.

L’analyse des arbres phylogénétiques révele une structuration de nos séquences en deux
groupes spécifiques a chaque forme. Cette structuration observée de C. maculatus confirme de
manicre visuelle la différence génétique existant entre la forme voiliere et la forme non voiliere.
Ces arbres montrent également que les populations voiliére de C. maculatus seraient issues de
population non voiliére et sont donc plus éloignées de notre outgroup qui est ici Caryedon
serratus. Ceci est expliqué dans la littérature par le fait que sous certaines conditions, les
individus de la formes non voiliére donneraient naissance a des individus de la forme voiliére

(Utida, 1972 ; Chaudhuri, 2005)



Conclusion et perspective

Ce présent travail permet d’avoir un apercu du soubassement génétique de la distinction
entre forme voiliére et non voiliére de C. maculatus au Sénégal. Se basant sur une étude du
cytochrome b, un géne mitochondrial, elle a permis de montrer 1’existence d’une mutation de
type transition T - C a la position 354 propre aux individus de la forme voiliere. Malgré le fait
que cette dernieére n’entraine pas de changement d’acide aming, elle peut jouer un role dans
I’apparition de la forme non voiliére avec 1’association d’autres génes liés. La répartition des
changements d’acides aminés observée ne permet pas pour ce geéne de parler d’une implication
des acides aminés dans 1’apparitions d’une forme ou 1’autre de C. maculatus. En calculant les
Fsr ont a noter une forte structuration de C. maculatus selon la forme cette structuration se
ressent au niveau des distances génétiques ou la distance entre les formes est plus importante
que celle au sein de chaque forme. L’analyse de la variance moléculaire montre que la plus
grande part de différence existant est présente au sein de chaque forme plutot qu’entre elle. La
population C. maculatus est dans I’ensemble en expansion démographique avec des nuances
selon la forme ainsi la forme non voiliére est en expansion modéré et la forme voiliére est
clairement en expansion démographique. Pour finaliser, les arbres phylogénétiques réalisés ont

tous révélé une structuration de C. maculatus suivant les formes étudiées.

Comme perspective a cette étude, il serait intéressant d’étudier un plus grand panel de genes
mitochondriales impliqués dans le métabolisme de C. maculatus afin de trouver d’autres
mutations spécifiques et étudier leur interaction. Egalement de fagon plus pousser, une étude
des ARN et des protéines produits mais également leur quantité serait important pour connaitre

I’effet qualité et quantité de ces substances dans ce dimorphisme.
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Annexes :

Annexe 1 : Protocol d’extraction d’ADN especes d’insectes ravageur des denrée stockées

(QIAGEN DNEASY TISSUE) :

Coupez la téte, le thorax et les pattes, placez-les dans un tube 1,5ml et ajoutez 180 ul de
tampon ATL.

Bien écraser ces organes avec un broyeur jusqu’a désintégration compléte, rajoutez 20
ul de protéinase K, vortexez puis incuber a 55°C jusqu’a ce que I’échantillon soit
completement lysé (de 3h a toute la nuit). Vortexez de temps en temps durant la lyse. Si
I’échantillon n’est pas complétement digéré, centrifugez le tube et transférez le liquide
dans un nouveau tube 1,5ml pour éliminer les restes de tissus.

Vortexez 15 s, 200 pl de tampon AL, vortexez immédiatement puis incubez a 70°C
pendant 10 min. Il est important de vortexez immédiatement apres 1’ajour du tampon
AL.

Ajoutez 200 pl d’éthanol 96-100% et vortexez

Pipetez le mélange de 1’étape 4 et déposez le dans une colonne préalablement placée sur
un tube collecteur de 2 ml (fourni dans le kit). Centrifugez a 13000 rpm pendant 1 min.
jeter le tube collecteur.

Placer la colonne sur un nouveau tube collecteur de 2 ml, ajoutez 500 pl de tampon
AW?2, puis centrifugez a 13000 rpm pendant 1 min. videz et replacez le tube collecteur
sur la colonne puis centrifuger a 13000 rpm pendant 3 min pour sécher la membrane.
Placez la colonne sur un tube de 1,5 ml (non fourni), ajoutez 50 pl de tampon AE (ou
de I’eau) directement sur la membrane. Incubez a température ambiante pendant 5 min,

puis centrifugez a 13000 rpm pendant 1 min. Gardez le tube 1,5 ml qui contient I’ADN.

NB : Chauffer le tampon AE ou I’eau a 70°C avant 1’élution permet d’augmenter le rendement

d’extraction de 15 a 20%

Répétez éventuellement 1’étape 8.

Conservez I’ADN a -20°C.



- Annexe 2 : Préparation du mix PCR

Pour notre PCR, nous avons travaillé avec un volume réactionnel de 25ul. Ce dernier est

composé de 12,5 pl de master mix, de 1 pul pour chaque amorce Forward et Reverse, de 1 pul de

MgCls et enfin pour compléter ce volume nous avons ajouté 9,5 ul d’eau miliQ.

Elle est réalisée grace au thermocycleur et est constituée de trois étapes : la dénaturation initiale
a 94°C pendant trois minutes, suivie de 35 cycles de dénaturation a 94°C pendant une minute ;

I’hybridation a 47°C pendant une minute caractérisée par l’accrochage des amorces et

Annexe 3 : Condition de PCR du Cytochrome B de C. maculatus.

finalement 1’¢longation a 72° pendant 10 minutes.

- Annexe 4 : Blast

Callosobruchus maculatus isolate Om1 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial

Sequence ID: KY995247.1 Length: 485 Number of Matches: 1

Range 1: 77 to 469 GenBank Graphics
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Expect Identities Gaps Strand
0.0 393/393(100%) 0/393(0%) Plus/Plus

TTAGGARLACTTCTATTGTTCARTGRAATTTGEEGAGGATTCGCAGTCGATARCGCARCTTTA

Ferrrrerrerrrrrerrrrrerrrrererrrr et e e e e e
TTAGGRACTTCTATTGTTCAATGRATT TGGGGAGGAT TCGCAGTCGATARCGCAACTTTA

ACCCGATTCTTTGCATTTCATTTTTTATTACCATTTATCGTTACTGCATTTGTAATTATC

FEEEETEET et e e e e et e e e e e e e b e el
ACCCGATTCTTTGCATTTCATTTTTTATTACCATTTATCGTTACTGCATTTGTARTTATC

CATCTCTTATTCCTCCACCARACAGGATCARATRARCCCCCTCGGARCTATRRRRRRATATT

Ferrrrerrerrrrrerrrrrerrrrererrrr et e e e e e
CATCTCTTATTCCTCCACCARACAGGATCARATAACCCCCTCGGARCTATARRARATATT

GATRRRATCCCATTCCRAOCCCtatttca ataaagacattttaggcatattaattata

cat

FEEEETETT et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
GRTRR AR TCCCATTCCRACCCCTATTTCRACATATALAGRCATTTTAGGCATATTARTTATR
ttatttttattaacatttttaacactctattcaccctattttCTAGGAGACCCTGATART
FEEEETETT e e e e e e e e e e e e e e e e e e et

TTATTTTTATTALACATTTTTARCACTCTATTCACCCTATTTTCTAGGAGRACZCTGATALT

TTCACACCAGCGRAATCCCTTAGTARACTCCTGCCCATATTAAGCCAGRAATGATACTTCTTA

TTCACACCAGCGRAATCCCTTAGTARACTCCTGCCCATATTAAGCCAGRAATGATACTTCTTA

TTCGCCTATGCAATCCTACGGTCAATTCCTART 393

FEEEETTEr e el
TTCGCCTATGCAATCCTACGGTCRATTCCTRAT 469

Figure 18 : Blast pour la forme non voiliere
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Callosobruchus maculatus isolate Om1 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial
Sequence ID: KY995247.1 Length: 485 Number of Matches: 1

Range 1: 78 to 469 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
713 bits(386) 0.0 390/392(99%) 0/392(0%) Plus/Plus
Cuery 2 TAGGAACTTCTATTGTTCAATGRAATTTGGGEAGGATTCGCAGTCGATARACGCRARCTTTAR 61

PEEEEEEE e e e e e e et e e e e e e e e e el
Sbjct 78 TAGGRACTTCTATTGTTCARTGAATTTGGGGAGGAT TCGCAGTOGATAACGCARCTTTAR 137

Query 62 CCCGATTCTTTGCATTTCATTTTTTATTACCATTTATCGTTACTGCATTTGTARATTATCS 121
AN N N N NN ey
sbjct 138 CCCGATTCTTTGCATTTCATTTTTTATTACCATTTATCGTTACTGCATTTGTAATTATCC 197

Query 122 ATCTCTTATTCCTCCACCAAACAGGATCAAATAACCCCCTCGGAACTATRAARMAATATTE 181
PEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1398 ATCTCTTATTCCTCCACCARRCAGGATCARATARCCCCCTCEEARCTATRAARR R ATATTS 257

Query 182 ATARAATCCCATTCCARACCCCtatttcacatataaaaacattttaggocatattaattatat 241
PP e e e e e e e et e e e e e

sSkjct 258 ATRARAARATCCCATTCCACCCCTATTTCACATATARAGACATTTTAGGCATATTAATTATAT 317

Query 242 tatttttattaacatttttaacactctattcaccctattttCTAGGAGACCCTGATAATT 301

PELTETEEE e e e e e e e bbb e e e e el
sbjct 318 TATTTTTATTIAACATTTTTAACACTCTATTCACCCTATTTTCTAGGAGACCCTGATARTT 377

CQuery 302 TCACACCAGCGAATCCCTTAGTAACTCCTGCCCATATTARGCOCAGRRTGATATTTCTTAT 36l

Lrrrrrrrrrrrrrrrerrrrerer e rerrrrrrrrrrrrrrrerrrr e rerrrnd
Sbjct 378 TCRCACCAGCGAATCCCTTAGTAACTCCTGCCCATATTARGCCAGAATGATACTTCTTAT 437

Query 362 TCGCCTATGCRATCCTACGETCRAATTCCTRAAT 3253

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrerrrrrernrel
Sbjct 438 TCGCCTATGCRAATCCTACGGTCAATTCCTRRT 465

Figure 19 : Blast pour la forme voili¢re

- Annexe 5 : Répartition des individus dans les haplotypes

Forme non voiliére Forme voiliére

Haplotype Individu Haplotype Individu

Haplo 1 CmNVI, CmNV4 ; Haplo 1 CmV1

CmV2, CmV5, CmV8, CmV11,

Haplo 2 CmNV2; Haplo 2
CmV12, CmV23, CmV31

Haplo 3 CmNV3; Haplo 3 CmV3

Haplo 4 CmNV5, CmNV6 ; Haplo 4 CmV4

Haplo 5 CmNV7 - CmNV14 Haplo 5 CmV14

Haplo 6 CmNV17 Haplo 6 CmV16

Haplo 7 CmNVI18 Haplo 7 CmV21, CmV22

Haplo 8 CmNVI19 Haplo 8 CmV24

Haplo 9 CmV25

Haplo 10 CmV26

Haplo 11 CmV27

Haplo 12 CmV28

Haplo 13 CmV29

Haplo 14 CmV30

Tableau 11 : Répartition des individus par haplotypes
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Résumé : Callosobruchus maculatus ou plus communément appelé la bruche du niébé est un
insecte ravageur attaquant les graines de Vigna unguiculata. Cet insecte responsable de grande
perte au moment du stockage présente en plus d’un dimorphisme sexuel, un dimorphisme
affectant sa capacité a voler ou non. Ce dimorphisme dont les formes sont appelées « voiliere »
et « non voiliére » a été observé par Utida (1953). Ainsi, afin de connaitre les caractéristiques
génétiques de ces formes au Sénégal, une étude génétique se basant sur le cytochrome b a été
réalisée. 38 séquences ont été obtenues dont 21 de la forme voiliére et 17 de la forme non
voiliere. Apres analyse des résultats obtenue, une transition C — T a la position 354 est observée
dans tous les individus de la forme voiliére. Cette mutation peut étre expliquer par le phénomene
de méthylation participant a la régulation de I’expression des genes. Il est a noté que malgré
cette mutation, 1’implication des acides aminées dans ce dimorphisme pour le géne étudié ne
peut étre déduite du fait de la répartition observée. Les Fst obtenus font état d’une forte
différenciation de C. maculatus selon forme. Ce qui sera confirmer par les différents arbres
phylogénétiques réalisé.

Mots clés : Callosobruchus maculatus, cytochrome b, dimorphisme, forme, génétique, non-
voiliere, transition, Sénégal, voiliere.

Abstract : Callosobruchus maculatus or more commonly known as the cowpea flea is an insect
pest attacking the seeds of Vigna unguiculata. This insect which is responsible for great loss at
the time of storage, presents in addition to a sexual dimorphism, a dimorphism affecting its
ability to fly or not. This dimorphism, whose forms are called " winged " and " wingless ", was
observed by Utida (1953). Thus, in order to know the genetic characteristics of these forms in
Senegal, a genetic study based on cytochrome b was carried out. Thirty-eight sequences were
obtained, including 21 of the veiled form and 17 of the non-veiled form. After analysis of the
results obtained, a C - T transition at the 354 position was observed in all individuals of the
winged form. This mutation can be explained by the phenomenon of methylation involved in
the regulation of gene expression. It was noted that despite this mutation, the involvement of
amino acids in this dimorphism for the gene under study cannot be deduced from the observed
distribution. The Fsrs obtained show a strong differentiation of C. maculatus according to form.
This will be confirmed by the different phylogenetic trees produced.

Keys words: Callosobruchus maculatus, cytochrome b, dimorphism, form, genetics, transition,
Senegal, winged, wingless.



