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INTRODUCTION GENERALE 



L'arachide occupe une place prépondérante dans le système économique du SénégaL 

Plus de la moitié des surfaces cultivables est occupée par la culture de l'arachide. Cette 

légumineuse rapporte chaque année environ 80 milliards de FCF A, ce qui représente 40% 

de l'ensemble des exportations du pays. Très riche en protéines et en calories (50% de 

lipides, 25% de protéines), cet oléagineux constitue également un apport nutritif très 

important pour les populations locales. 

Peu d'insectes sont capables d'attaquer l'arachide en coque; panni ceux-ci, celui qui 

cause le plus de dégâts dans les productions est un Insecte Coléoptère appartenant à la 

famille des Bruchidae : Caryedon serra tus (Olivier), communément appelé bruche de 

l'arachide. Dans la nature, cette bruche est capable de se développer sur plusieurs plantes 

hôtes de la famille des Caesalpiniacées appartenant essentiellement aux genres Bauhinia, 

Cassia, Piliostigma et Tamarindus. Généraliste (d'après la défmition de Johnson et 

Slobodchikof, 1979) Caryedon serratus s'est secondairement attaquée à l'arachide (Arachis 

hypogaea L.), hôte sur lequel on la signale, vers 1910, à Java et au Sénégal (Davey, 1958). 

Les dommages qu'elle occasionne sur l'arachide peuvent aller jusqu'à 83% de perte 

quantitative pour une durée de stockage de 4 mois. De plus, les trous faits dans la coque 

par les larves favorisent l'attaque d'autres insectes tels que Trogoderma spp., Tribo/ium 

spp., Oryzaephilus mercator, Ephestia cautella et facilitent le développement d'une 

moisissure (Aspergillus flavus) productrice d'une substance cancérigène: l'aflatoxine. Les 

pertes interviennent à tous les stades, de la récolte à la consommation: d'abord chez le 

producteur, qu'il s'agisse de stocks destinés à sa propre consommation ou représentant ses 

prochaines semences ou en attente d'être commercialisés ; puis pendant le transport vers 

les lieux communs de stockage et au cours de celui-ci ; enfin dans les stov des 

commerçants. Toutes ces pertes sont d'autant plus dommageables qu'elles affectent le 

produit une fois récolté; elles ne nuisent pas seulement au paysan mais coûtent aussi très 

chères à l'économie nationale. 

L'élimination des insectes responsables de ces pertes pose, pour un pays en voie de 

développement, des problèmes quelque peu différents de ceux qu'on rencontre 

habituellement dans les pays développés. La question qui se pose est de savoir comment 

éliminer des stocks d'arachide les populations de bruches ou prévenir leurs attaques sans 

forcément disposer de moyens sophistiqués de traitement de prévention et de stockage dont 
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bénéficient les pays du nord; il s'agit aussi de circonscrire l'infestation et de protéger des 

villages ou des régions non encore touchées par le ravageur. Ceci n'est possible que dans la 

mesure où nous disposons d'un certain nombre d'éléments, en particulier une bonne 

connaissance de la biologie et de l'écologie de l'insecte, de la dynamique de ses 

populations au cours de l'année, de l'origine des femelles responsables de l'infestation de 

l'arachide nouvellement récoltée. 

Des mécanismes multiples et probablement complexes déterminent les relations 

existant entre les différentes espèces hôtes et les populations de la bruche de l'arachide. 

Cette bruche n'infeste pas l'arachide dans toutes les zones où cette plante est cultivée. C'est 

le cas par exemple de l'Amérique du Sud, continent d'origine de l'arachide. Par ailleurs, 

des études de comportements de ponte ont mis en relief le rôle du substrat de 

développement larvaire (plante hôte d'origine), et ont incité les auteurs à définir, au sein de 

l'espèce Caryedon serra/us, des souches dont chacune est inféodée à une plante hôte 

donnée (Robert, 1984 ; Ali-Diallo, 1991). D'autre part, il existe chez C serra/us une 

plasticité dans la ponte induisant une oligophagie qui pennet à l'espèce d'utiliser aussi bien 

les stocks d'arachide lorsque ceux-ci deviennent accessibles que les Caesalpiniaceae. 

Un mode de lutte raisonnée, reposant sur d'autres prmCIpes que la destruction 

systématique des insectes par voie chimique, ne peut se développer sans la connaissance du 

statut des populations auxquelles on a affaire. Ceci nous a amené à nous poser un certain 

nombre de questions dans une précédente étude (Sembène, 1997) : quelle est l'influence du 

morcellement des sites de ponte sur la structuration génétique de la bruche de l'arachide? 

Comment se définissent les souches de C serra/us par rapport à différentes localités 

sénégalaises? Dans quelle mesure peut-on relier les différentes sous-populations de la 

bruche de l'arachide à l'existence de plusieurs plantes hôtes? Quelles relations existent 

entre les bruches des différents hôtes naturels et celles infestant l'arachide? Quelles sont les 

affinités phylogénétiques entre populations sympatriques de plantes hôtes différentes ou 

allopatriques de même plante hote? Ce questionnement est d'autant plus fondé que des 

études de phylogénie faites au niveau du genre Caryedon en combinant des caractères 

morphologiques et génétiques ont révélé que Caryedon serratus, actuellement 

consommatrice de Caesalpiniaceae est phylogénétiquement plus proche des Caryedon 

consommatrices de mimosaceae (Silvain & Delobel, 1998). 
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Les résultats obtenus dans une précédente étude, après caractérisation 

morpho métrique (Sembène & Delobel, 1996) et études allozymiques (Sembène el al., 1998 

; Sembène & Delobel, 1998) sur des populations sympatriques et allopatriques de la bruche 

de l'arachide révèlent qu'il existe plusieurs biotypes de Caryedon serraI us, chacun d'eux 

étant inféodé à une plante ou un groupe de plantes hôtes et l'isolement entre eux n'est que 

partiel. Il existe alors une forte différenciation génétique entre les C. serra/us issus de C. 

sieberiana et ceux inféodés aux quatres autres plantes hôtes. Les flux géniques sont très 

importants entre l'arachide et Piliostigma reticulatum (250 individus par génération). La 

conclusion qui s'était dégagée est que l'infestation primaire de l'arachide nouvellement 

récoltée, serait due à un nombre faible de femelles de C. serra/us dont le développement 

s'est maintenu sur les gousses résiduelles de P. re/iculatum pendant la saison pluvieuse. 

Si ces conclusions ont permis, d'une part de mieux comprendre les relations existant 

entre C. serra/us et ses plantes hôtes et, d'autre part, d'émettre des hypothèses quant à la 

dynamique d'infestation de l'arachide nouvellement récoltée, elles soulèvent des questions 

de plus en plus importantes aussi bien sur la biologie évolutive de C. serra/us que sur le 

rôle des plantes hôtes naturelles dans l'infestation de l'arachide; l'utilisation de marqueurs 

plus fins (séquences d'ADN, locus microsatellites) semble incontournable pour répondre 

plus nettement aux nombreuses questions qui restent à élucider. 

Au niveau de la biologie évolutive, il est évident que la différenciation en races hôtes 

est un phénomène largement discuté chez les insectes phytophages. En effet dans 

beaucoup de cas, elle est observée après l'introduction d'une nouvelle plante. Chez le 

doryphore Leptino/arsa decemlinea/a qui se développe aux dépens d'une douzaine de 

Solanacées, des races hôtes sont apparues après l'introduction de Solanum /uberosum 

(Hsiao, 1978 ; 1982). Cette différenciation est aussi décrite chez la mouche Rhagoletis 

pomonella (Feder & Bush, 1989) et d'autres espèces de Rhagoletis (Bush & Diehl, 1984). 

Comme le souligne Tabashnik (1983) ce type de modèle semble très intéressant pour 

étudier les relations évolutives existantes entre un insecte phytophage et ses différentes 

plantes hôtes. Le cas C. serra/us 1 plantes hôtes semble être l'un des exemples les plus 

pertinents du phénomène de différenciation sympatrique chez les insectes phytophages 

(Sembène & Delobel, 1998). Or ce phénomène est largement combattu par des auteurs 
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comme Mitter et Futuyma (1979) pour qui il y a de rares exemples, au sein de populations 

sympatriques, d'isolement lié à la nature de la plante hôte. Les conditions d'une telle 

différenciation sont peu probables: les accouplements devraient se faire de préférence avec 

des partenaires provenant de la même plante hôte. Ces hypothèses sont combattues par de 

nombreux auteurs (Bush & Diehl, 1982 ; Feder, 1994) car il y a au moins autant de 

variabilité génétique liée au choix de l'hôte chez des populations sympatriques qu'entre 

populations allopatriques nettement isolées. 

Il est donc essentiel pour confirmer ou infirmer les résultats obtenus après 

électrophorèse, d'utiliser des marqueurs génétiques plus variables et surtout moins sujets à 

des critiques car la question de la validité des estimations du polymorphisme à partir des 

résultats obtenus par électrophorèse se pose. Le degré du polymorphisme peut être sous­

estimé parce que l'électrophorèse ne permet pas de révéler de nombreuses substitutions 

d'acides aminés. De même, l'électrophorèse peut aussi conduire à surestimer le degré de 

polymorphisme car les enzymes généralement étudiées sont celles qu'on trouve à des 

concentrations élevées dans les tissus ou les liquides circulants. 

Si une telle différenciation génétique est confirmée chez C. serratus, il est 

indispensable sur le plan agronomique de définir la part de chaque plante hôte naturelle et 

des greniers dans la population de bruches infestant l'arachide nouvellement récoltée. Il 

importe de connaître le statut de ces femelles responsables de l'infestation primaire, car la 

prévention sera menée différemment selon qu'il s'agit d'insectes provenant de stocks 

anciens ou d'hôtes sauvages ou alors de femelles quiescentes. Inversement les rares 

gousses restant dans les greniers sont-elles à l'origine de la réinfestation de certains hôtes 

sauvages à certaines périodes de l'année? Sur quelles distances une telle réinfestation est­

elle possible? Il est donc essentiel pour nous d'utiliser d'autres marqueurs plus directs et 

hypervariables pour tenter de répondre à toutes ces questions qui restent encore non 

élucidées. 

Notre travail comporte 5 chapitres: 

- Dans le premier chapitre, nous présenterons le cadre géographique de notre travail 

et le modèle biologique Caryedon serratus / plantes hôtes. 
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- Le deuxième chapitre consistera à explorer directement le génome de Caryedon 

serratus afin de chercher s'il existe des différences dans les séquences nucléotidiques de 

différentes souches infoéodées à des plantes hôtes différentes. Nous tenterons donc de 

séquencer le gène de l'Espaceur Interne Transcrit (ITS 1) de l'ADN de différentes souches 

de Caryedon serratus 

- Dans le troisième chapitre, la structuration génétique de différentes souches de 

Caryedon serratus sera étudiée grâce à des locus micro satellites qui sont des marqueurs 

hypervariables. Les micro satellites qui sont des zones hautement mutationnelles (Miklos, 

1985), permettent de détecter des différenciations plus fmes. 

- Dans le chapitre IV, nous essaierons donc de mettre en exergue chez la bruche de 

l'arachide les mécanismes qui induisent et maintiennent la formation des races hôtes si 

l'existence de celles-ci est confIrmée par les marqueurs utilisés. 

- Le chapitre V sera consacré à l'étude des sources d'infestation de l'arachide au 

champ et à la mise en œuvre au terrain des résultats obtenus après caractérisation génétique 

des différentes souches de Caryedon serratus. 

Nous terminerons ce travail par des recommandations et une conclusion générale. 
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CHAPITRE 1 

PRESENTATION DU CADRE GEOGRAPHIQUE ET DU 

MODELE BIOLOGIQUE CARYEDON SERRA TUS 1 

PLANTES HÔTES 



I. CADRE GEOGRAPHIQUE 

Situé à l'ouest du continent africain, le Sénégal est compris entre 12°18' - 16°41' de 

latitude Nord et 10°21' - 17°32' de longitude Ouest. Il s'étend sur une superficie de 

196.192 knl. Les régions phytogéographiques naturelles sont essentiellement déterminées 

par la pluviométrie. La zonation nord-sud des isohyètes permet de distinguer les régions 

sahélienne, soudanienne et guinéenne. A cheval entre deux grandes régions, se situent des 

domaines intermédiaires: sahélo-soudanien, soudano-sahélien, soudano-guinéen et guinéo­

soudanien. On distingue une façade maritime appelée zone côtière, soumise aux influences 

océaniques. 

Au Nord, dans la région sahélienne (s.s.), où la saison des pluies dure à peine trois 

mois (pluviométrie annuelle < 300 mm), le paysage est constitué de prairies estivales 

composées essentiellement d'herbes annuelles. Une végétation arbustive existe également, 

mais elle ne dépasse guère 5 à 6 m avec quelques arbres atteignant 8 à 10 m de haut. Les 

espèces dominantes sont Acacia raddiana, A. senegal, Balanites aegyptiaca, Boscia 

senegalensis, Ziziphus mauritiana, Capparis decidua, Leptadenia 5partium, Chloris 

prieuri ... etc. 

Dans le domaine sahélo-soudanien (500 à 700 mm de pluie) commencent à 

apparaître des espèces soudaniennes (Sterculia spp., Adansonia digitata, Bombax 

costatum ... etc.). Les herbes annuelles sont dominantes mais beaucoup de graminées 

vivaces occupent le so 1. 

Les herbes et arbres soudaniens dominent dans le domaine soudano-sahélien 

(pluviométrie comprise entre 700 et 900 mm). Quand la pluviométrie atteint 1000 mm, la 

physionomie générale du paysage est celle d'une forêt sèche composée d'arbres à feuilles 

caduques tombant de novembre à mai. 

Des climats locaux et des sols différents rompent l'homogénéité de ces trois grandes 

divisions et font apparaître des formations variées. Par exemple, le long de la côte nord, 

entre Saint-Louis et Dakar où souillent pendant six mois les alizés du nord, frais et 

humides, on trouve des steppes à graminées piquetées d'Acacia raddiana et A. albida dans 

les sols sableux (Les Niayes). Au sud de Dakar et jusqu'à la Guinée Bissau, les estuaires 

envasés sont bordés de mangroves à palétuviers. Ailleurs, dans les sols humides à faible 

profondeur, se développent des roneraies, palmeraies à Borassus aethiopium. 
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Les températures maximales notées au Sénégal peuvent être élevées, 48°C sont 

observés couramment en saison sèche, dans la zone sub-désertique. Les écarts thermiques, 

déjà notables dans la partie occidentale du pays, tendent à s'accroître encore davantage 

vers les régions est et sud: de 22 à 34 oC à Thiès et de 20 à 40 oC à Tambacounda, ville 

située au sud-est du Sénégal. 

[~] 
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Figures A et B : le Sénégal, position en Afrique (A) et principaux sites d'étude (B) 
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II. MODELE BIOLOGIQUE CARYEDON SERRA TUS 1 PLANTES HÔTES 

II.1. LE RAVAGEUR: CARYEDON SERRA TUS (OLIVIER) 

La "bruche de l'arachide" a été classée successivement dans les genres Bruchus, 

Caryoborus et Pachymerus. La première mention connue de cet insecte remonte à la fin du 

XVIIIème siècle. L'entomologiste français Olivier reçoit de Geoffroy de Villeneuve, en 

voyage au Sénégal, plusieurs exemplaires d'une bruche qu'il décrit en 1790 sous le nom de 

Bruchus serratus ; la plante hôte de cet insecte n'est malheureusement pas spécifiée 

(Delobel, 1992). Le même insecte sera décrit en 1798 sous le nom de Bruchus gonagra par 

Fabricius, à partir de spécimens provenant de l'Inde, puis par Pic sous le nom de Bruchus 

sibutensis (Decelle, 1966) à partir d'exemplaires originaires du Zaïre. Auparavant il a été 

décrit des comptoirs français de l'Inde, vivant dans les graines du tamarinier (Tamarindus 

indica) sous le nom de Caryoborus tamarindi,; la description précise de cet insecte et les 

éléments de sa biologie fournis par l'auteur correspondent en tous JXlints à celles de 

Caryedon serratus. Mais, à la suite des travaux de Southgate & Pope (1957), Mujerki & 

Ramdas Menon (1957) et Prevett (1965), Decelle (1966) fit une révision systématique de la 

bruche de l'arachide après observation et dissection d'exemplaires types provenant des 

récoltes de Geoffroy de Villeneuve au Sénégal. Il indiqua que les appellations antérieures 

comme Caryedon acaciae Gyll., Caryedon cassiae Gyll., Caryedon fuscus Goeze, étaient 

abusives et erronées et que ces bruches désignent en réalité d'autres espèces. Depuis ces 

études la synonymie de la bruche de J'arachide s'établit comme suit: 

Bruchus serratus 01. , 1790, 

Caryoborus serratus (01. ),1790, 

Bruchus gonagra F.,1798, 

Caryoborus gonagra (F.), 1798, 

Pachymerus gonager (F. ), 1798, 

Caryedon gonagra (F. ), 1798, 

Caryoborus fuscus Bedel, 190 1, 

Pachymerus fuscus (Bedel), 1901. 

Caryedon fuscus (Bedel), 190 l , 

Pachymerus sibutensis Pic, 1924. 

Un seul nom, Caryedon serra/us, est retenu après les travaux de Decelle (1966) ; la 

position systématique actuelle est la suivante: 
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Embranchement des Arthropodes 

Classe des Insectes 

Ordre des Coléoptères, 

Famille des Bruchidae, 

Sous-famille des Pachymerinae, 

Tribu des Caryedini, 

Genre Caryedon 

Espèce serratus. 

Le genre Caryedon qui comporte une trentaine d'espèces morphologiquement très 

voisines, est réparti dans une vaste zone qui s'étend de la pointe occidentale de l'Afrique 

aux îles Moluques, du sud de la Méditerranée à Madagascar (Borowiec, 1987). Caryedon 

serratus est la seule espèce du genre actuellement inféodée à une légumineuse alimentaire 

cultivée en Afrique malgré l'importance de ce genre sur ce continent (Decelle, 1981; 

1987). 

Il.1.1. Biologie 

L'adulte de C serratus (Fig. la) mesure 6 mm de long et 2 à 2,3 mm de large 

(Delobel & Tran, 1993). Il est de couleur brun-noirâtre. Les fémurs postérieurs sont 

fortement dilatés et présentent des dents sur le bord intérieur. Les tibias sont recourbés en 

arc de cercle. Appert (1954), Cancela da Fonceca (1964) et Pajni & Mann (1979) notent 

que les adultes de C serratus ont une activité crépusculaire. Gagnepain et al. (1986) et 

Boucher & Pierre (1988) font état d'une activité nocturne ne s'arrêtant qu'aux heures 

chaudes de la matinée. Les adultes émergeant des cocons sont sexuellement mûrs et 

l'accouplement qui dure 25 à 40 rnn à 30°C et 70% HR (Pajni & Mann, 1979), a lieu en 

général moins de 24 h après l'émergence (Cancela Da Fonceca, 1964 ; Ndiaye, 1981). Un 

spermatophore est déposé da.rL'> la bourse copulatrice de la femelle. Boucher & Huignard 

(1987) pensent que le dépôt de spermatophore dans la bourse copulatrice influe sur 

l'activité reproductrice des femelles par stimulation de l'ovogenèse et de la ponte comme 

chez Acanthoscelides ob/eclus (Huignard, 1976; Pouzat, 1977; Labeyrie 1977 ; 1978 a et 

b). Ces résultats n'ont pas été totalement confirmés par Dclobel (l989a) qui note chez C 

serra/us que" ... l'insémination ne paraissent pas avoir d'ejfè/s sur l'ovogenèse". 
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Figure la : Adultes de C serratus sm graines de P. reliculatum. En face dorsale, le mâle 

Cm) a le dernier tergite abdominal recouvert par les élytres, la femelle (t) a le dernier tergite 

alxlominal nu. 

Figure 1 b : mâle et femelle en face ventrale; la flèche indique le dernier tergite abdominal 

incurvé chez le mâle et servant d'organe de copula[ion. 
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La femelle pond $Cs oeufs peu de temps après l'accouplement , pendant la nuil , sur 

les gousses, de préférence dans les creux et crevasses. L'œuf (F ig. 2a), de couleur blanche, 

est de forme ovoïde (L= 1 mm) ; le chorion est finement réticulé. A jeun, la fécondité 

moyenne varie de 20 à ) 15 oeufs, suivant les conditions de température et d'humidité. En 

présence de nourriture (pollen) et d'eau, elle peut augmenter jusqu 'à 650 oeufs (Delobel, 

1989a). La fécondité moyenne et la production ovarienne de C serra/us dépendent de 

facteurs comme l'accouplement (Boucher & Huignard. 1987) et la présence de la plante 

hôte (Delobel. 1 989a) quj stimulent l' ovogenèse et la pome. 

L'oeu f éclôt au bout d'une semaine environ (Ndiaye, 1981; Ro bert, 1984) et la larve 

néonate perfore la cosse de la gousse, lraverse le péricarpe, perce le tégument et pénètre 

dans la graine dont elle se nourrit. Le développement larvaire qui dure deux à trois 

semaines à 35-40° C peut s'effectuer dans une Ou plusieurs graines. 

Quatre stades larvaires sont identifiés par Prevetl (1967). Les larves (Fig. 2b) sont 

dodues et arquées, de couleur rosâtre avec Wle tête marron. Celles de deuxième et 

troîsième sLade, peu mobiles, ont des panes réduites (Johnson & Kister, J 987). La larve de 

demier stade, après avoir consommé la presque totalité des cotylédons, découpe dans le 

tégwnent de la graine et la coque de la gousse, un trou d'environ 3 mm de diamètre 

(Appert , 1954). Pierre & Huignard ( 1990) noient que la sortie et la chute des larves de 

quatrième stade ont lieu lors du passage jour/nuit. 

la nymphose a Lieu so it dans un cocon tissé au n..i veau de l'orifice réali sé dans la 

graine (Fig. 3a), soit dans un cocon collé sur une go usse ou dans le so l (Conway, 1975). 

Environ deux semaines apres la nymphose, les adultes émergent des cocons (Fig. 3b). Dans 

certaines situations, 01} constate un éta lement très important des émergences ; j' i.nlervalle 

entre les premJeres et les dernières sort ies pouvant atteindre jusqu'à 4 mois. Il pourrait 

s 'agir d'un mécanisme de quiescence à l'intérieur du cocon, qui serait lié à l'humidité 

(Robert, 1984). Dans la journée, l'adulte se cache dans loutes sortes d'abris: interstices, 

crevasses d 'écorce, ou même regagne son ancien cocon. Il peue se nourrir ou absorber 

diverses substances: pollen, moisissures, liquides sucrés, eau. C'est apparemment lm bon 

vailie.;. encore qu 'aucune évaluation des capacités migratoires ait pu être [ailc à ce jour. 
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Figure 2a : oeuf de C serra/us vu au microscope électronique à balayage 

Figure 2b : larve de dernier stade, sortie de la graine ct cherchant à nymphoser. 
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Figure3a : cocon de C. serratus forme à l'intérieur d'une graine d'arachide 

Figure3b : adulte de C. serra/us émergeant de son cocon 
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11.1.2. Origine ct répartition géographique 

Selon Decelle (1966), Cmyedon serra/us est un insecte d'origine africaine; sa plante 

hôte initiale serait Tamarindus indica. A la lumière des infonnations apportées par les 

descriptions d~s anciens auteurs, on peut estimer qu'au début du XXtme siècle, l'aire de 

répartition de C. sen'olus était à peu près identique à celle du genre. La vaste dissémination 

de cette bruche serait due à la commercialisation du tamarin ct de l'arachide. C'est une 

bruche qui existe en effet dans presque toute j' Afrique tropicale, surtout dans les régioas 

de savanes arborêcs : Mauritanie, Sénégal, Mal~ Guinée-Bissau, Côte d ' [voire, Ghana, 

Burkina Faso, Niger, Tchad, Nigeria, Cameroun, Soudan, Ethiopie, Kenya, Tanzanie, 

Zimbabwe, aIre, Congo-Brazzaville (Decelle, 1981). Elle a été auss i introduite dans les 

îles Mascareignes (La Réunion, Maurice , Rodriguez) et dans les îles Seychelles à Mahé 

(DeceUc, 1987) . Elle a été récemment signalée (comme ravageur de l'aracrude) en 

République Centrafricaine (Koyabay, 1988). Outre l'Afrique et Madagascar, l'aire de 

dispersion actuelle de C. serra/us couvre plusieurs régions tropicales d ' Asie et d ' Océanie, 

ainsi qu'une partie des régions néotropicales : Colombie (Ve\ez Angel. 1972), Jamaïque et 

Mexique (Johnson & Kingsolver, 198)). 

II.1.3. Plantes hôtes naturelles 

Dans la nature, la liste des plantes hôtes sur lesquelles se développe Caryedon 

serra/lis esl difficile à établir en raison même de J'imprécision qui a longtemps caractérisé 

l' identité de cette espèce. Davey (1958) cite dans un recensement bibliographique un 

nombre considérable de légumineuses hôtes de Caryedon serra/us. Ses travaux seront 

re vus par d'autres auteurs il cause des confusions taxinomiques qu'ils renferment. C'est 

Prcvett (1965, 1966 a el b; 1967) qui établit au Nigeria et en Ouganda l'inventaire des 

plantes hôtes de la bruche de l'arachide Bauhinia rufescens Lam., Cassio arereh Del, 

Cassio sieberiana Oc., Piliosligma reliculalum (OC.) Hochst. , Piliosfigma Ihonningii 

(Schum) Milne-Redh., Tamarindus indica Lin.né parmi les Caesa lpiniaceae; ArachÎs 

hypogaea L. panni les Fabaceae. Decelle (1981) cîte les mêmes espèces mais ajoute 

Bauhinia monandra Kucz. Ces hôtes' de Caryedon serrai us présentent des différences 

aussi bien par l'aspect des organes végétatifs. la structure des gousses (t a ille, coule ur, 

présence ou non de pulpe ou de tissu fibro-ligneux, disposition des graines) que par la taille 

el probableme nt la composition chimique des graines . 

• La description tics planles hôt es sauvagcs de C. .una /1I3 ~Sll , /Oc cn pon ie de Llctl",ul ( 1961) el dt Ma yocll (1 9\10, . 11 (aul nole r Cn 
oulre que le nom f ll/os/ignl" a élt miS en synonyn1ic~vox R""hmIG. 1 cs n()lllS nlodcs SOMI donc Ba"J""'G , .. m, uJUla OC ct &uhlllw 
Iho m'inlJII Sc:"~n, I..:s anciens n<)n1 S sont C()Merv~s dans la suile <.lu leXie 
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II.l.3.!. Bauhinia rujescens Lam. ("rand" en Woloft) 

Les Bauhinia rufescens (Fig. 4a) sont des arbustes que 1'00 rencontœ dans les zones 

sah,élo-sahariennes et sahéliennes. Ils mesurent entre 3 ct 6 mètres de haut et portent des 

gousses aplaties, indéhiscentes, de couleur brun-rougeâtre (Fig. 4b). J .es graines, 

approximativement cubiques, sont disposées en file. Le péricarpe épouse la forme des 

graines et les isole par une ou deux. 

Figure 4a: Bauhinia rufescens ; vue générale de l'arbre 

1 

-.J 
Figure 4b : gousses de Bauhinia rufescens. L'arbre ln""ULe 
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II.l.3.2. Cassia sieberiana OC. ("Sendiegn" en WoJoff) 

Les Cassia sieberiana (Fig. 5) sont de petits arbres d'environ 10 m de haut que l'on 

rencontre surtout dans les zones sabélo-soudaniennes. Ils portent des gousses 

indéhiscentes, cylindrjques, ligneuses, très longues (environ 40 à 60 cm)? de couleur brun 

noir. Les graines ovoïdes sont disposées en une seule rangée, séparées les unes des autres 

par une mi.nce cloison ligneuse. 

Figure 5 : Cassia sieberiana ; les gousses peuvent aneindre jusqu'à 60 cm de long. 
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rr. !.) .3. Piliosligma reticulatum (DC) Hochst (ItNguiguis" en Wolof[) . 

Il est aussi appelé Piliostigma relÎeulota ou 8auhinia reliculala (DC.). Les 

Piliostigma reticulatum (Fig. 6a poussent sous forme d'arbustes ou d'arbres dans les 

regions sahélo-soudaniennes). Les arbres portent de grandes gousses (Fig. 6b) de couleur 

brun rougeâtre, aplaties, indéhiscentes à péricarpe dw el fendillé. Les graines ovoi'des sont 

régulièrement dispersées dans un tissu fibro-ligneux. 

Figure 6a : Piliosligma reliculalum; les gousses matures sont brous rougeâ1re 

Figure 6b : gousses de Piliostigma reticulatum en maturation; Caryedon serrallls dépose 

ses œufs de préférence sur les parties brunes 
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: gousses de P. retic1.Ilatum en décomposition SUT le sol 

Figure 7b paquet de cocons de C serralus sur gousses de P. reliculalum de l'année 

précédente 
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II.UA. Tamarindus indico Linné ("Dakhar" en Wolof!). 

Tamarindus indicQ serait orig inaire d' Afrique tropicale et non d'Inde conune son 

nom l'indique. Les arbres (Fig. 8a) sont souvent très grands (15 il 25m de haut) et 

produisent une grande quantité de fruits â usage culinaire et médkinal Les gousses (Fig. 

8b) sont indéhiscentes, mauve clair et subcylindriques. Les gralnes (Fig. 8b).de forme 

approximativement carrée sont disposées en file dans une épaisse pulpe brun foncé et 

sucrée à maturité 

Figure 8a : T indica: les gousses sont pet ites et difficiles à distinguer sur une vue générale 

Figure 8b : détails des gousses et gram,es de r. indica 
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La phénologie des différentes espèces n'est pas identique mais on peut cependant en 

tirer une régie généra le. Ces arbres fleurissent d 'Août à Octobre; leurs gousses mûrissent 

au début de la saison seche (novembre-décembre) et restent longtemps présentes sur l'arbre 

avant de tomber sur le so l où elles se dégraderont lentement à l'image de celle de 

Piliostigma reticulalum (Fig.7a) . Aucune gousse de ces plantes hôtes de C. serra/us ne 

subsiste sur l'arbre pendant la saison des pluies (Août à OClobre) excepté sur B. rufescens 

qui fructifie toute l'année. 

0 .1.4. Parasitoïdes 

Dans la nature, différents Hyménoptères parasitoïdes appartenant aux genres Bracon 

et Enredon ont été récoltés par Prevett (1966) sur C. serraf14S se développant sur des 

Caesalpmiaceae sauvages au Nigéria. En Côte d'{ voire, Rasplus (1988) décrit une nouvelle 

espèce de Pteromalidae, Anisopteromalus caryedophllgus, cctoparasitoïde gréga ire des 

larves et nymphes de C. serra/us, séminivore de P. thonningii. Cette espèce est également 

signalée au Congo et au Niger. 

C'est en 1989 que Gagnepain t:t Rasp lus ont fait la revue des parasitoïdes de C. 

serrUlus ct onl eLabli( la liste sui vante: 

-Uscana caryedoni Viggiani Trichograrnme qui se développe aux dépens des oeufs 

de C. serra/us avec un taux de parasitisme variant de 3% au début des pontes à 30,0 % 

durant la seconde phase de la ponte en janvier; 

-Anisopteromalus caryedophagus Rasplus ; le taux de parasitisme est difficile à 

éva luer, mais près de 90 % des cocons dans les pièges sont infestés: 

-Bracon (Ophlalmobracon) sp. ; ce sont des ectoparasites s'attaquant frêquemment à 

C. serra/us el do nt la révisio n systématique n'est pas encore entreprise; 

-quelques espèces sporadiques 

calyedonicida Rasplus. 

Proconura serralocida Rasplus et Eury/omo 

22 



11.2. L'ARACHIDE 

L'arachide (Arachis hypogaea L. , Fabaceae) est une légumineuse herbacée annuelle 

dont les gousses se développent dans le sol (Fig. 9). Celles-ci sont indéhiscentes et 

renferment UDe il trois graines. Cet oléagineux constitue. dans certai.ns pays comme le 

Sénégal, lUle denrée d'exportation, source d' importantes rentrées de devises. De plus, les 

graines, riches en calories, constituent un apport nutritif très important pour les populations 

locales. 

/" - -, 
~ 
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, 

Figure 9 : plante d'arachide en début de fructification 
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lI.2.t. Origine ct distribution 

Comme de nombreuses autres plantes utiles telles que le maïs, la pomme de terre, le 

haricot, le tabac et le cacaoyer, l'arachide est originaire du Nouveau Monde. Mais, sans 

doute en raison de sa moindre importance aux yeux des explorateurs de l'Amér ique et des 

grands voyageurs, son origine et J' histoire de sa distribution dans le monde sont demeurées 

longtemps obscures. L'hypothèse d'une origine africaine avancée par plusieurs auteurs du 

XIXème siècle était essealielJement fondée sur les descriptions trouvées chez cenaines 

auteurs grecs (Theophraste et Pline) de plantes à fructification souterraine cultivées en 

Egypte et dans d'autres régions du bassin méditerranéen. On sait aujourd'hui que ces 

descriptions ne s'appliquaient pas à l'arachide et que le terme Aralws en particu lier 

désignait Lalhyms tuberosa (Chevalier, J 935). De même, aucun argument valable ne peul 

être apporté en faveur de l'hypothèse d'une origine asiatique, encore moins d'une double 

origine africaioe et américaine de la plante. Une preuve objective de l'o rigine américa.ine 

de l'arachide est constituée par la découverte de graines semblables à celles des variétés 

actuellement cultivées au Pérou dans les tombes précolombiennes à Aneon, Pachamac et 

autres lieux par Squier, vers 1875. D'autre part, bien que l'espèce cultivée ne soit pas 

connue à l'état sauvage, l'absence d'autres espèces du genre Arachis dans les autres parties 

du monde et leur abondante distribution dans une zone allant du Brésil à l'Argentine située 

approximativement entre 10° et 35° de lat itude Sud, eonfrrment l'orig.ine Sud-Américaine 

de la plante. On admet actuellement que ceJ1e-ci est originaire de la région du Grand Chaco 

inclUMt les va llées du Paraguay et du Parana (Gillier & Silvestre, 1969). 

La dissémination de l'espèce à l'époque précolombienne auraj{ été d'abord , le fait 

des Indiens co mme cela a été le cas pour le maïs, le manioc, la patate douce ... etc. 

L'arachide aurait ains i gagné di verses régions de l'Amérique du Sud, les îles de la mer des 

Antilles et probablement l'Amérique centrale et le Mexique. Les Portugais auraient ensuite 

introduit la plante au début du XVICmc siècle Sur la côte occidentale d ' Afrique. De leur 

côté, les Espagnols, à peu près à la même période, l'auraient introduite aux Philippines à 

partir de la côte Est de l'Austra lie. A partir de Ceylan ou de la Malaisie, e lle aurait ensuite 

atteint Madaga<;car et la côte orientale. Ainsi, l'Afrique se trouverait être un lieu de 

rencontre de deux voies différentes de diffusion de l'espèce. Bien que l'arachide ait été 

prèsente au Mexiquè et dans l'Archipel des Antilles à l'époque precolombienne Cl que des 
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contacts eurent vraisemblablement lieu entre les lndiens de ces contrées et ceux des 

régions vois ines des Etats-Unis, on ne dispose d 'aucune preuve de l'ex istence de la plante 

dans ce pays à cene époque. On admet aujourd 'hui qu'elle y ait été introduite à partir de la 

côte occidentale de l'Afrique avec Je commerce des esc laves. 

L'origine et l' histoire de la diffusÎon de l'arachide dans le monde expliquent la 

grande diversité des types existant d'abord en Amérique du Sud et ensuite dans deux autres 

contrées du monde qu i peuvent êt re considérées conune des centres de diversificat ion 

secondaire de l' espèce ; ce sont d'Wle part la zone Philippines-Malaisie-Indonésie où l'on 

trouve un grand nombre de types différents appartenant principalement au groupe des 

"Valencia" et "SpanÏsh" et d'autre part ['Afrique de l'Ouest de part et d'autre du lOêmc 

degré de latitude Sud avec de nombreux types du groupe "Virginia" (Gillier & Silvestre. 

1969). 

Il.2.2. Pratiques culturales et commercialisation 

Au Sénégal, les surfaces c\lIti vées dépassent un millio n d ' hectares (plus de la moitié 

des surfaces cu ltivables). Normalement , les rendements sont voisins de 1000 kg/ha, plus 

faibles dans le no rd du pays ou les précipitations sont de l'o rdre de 420 mm/an (Louga) et 

plus fortes dans le sud avec 800 mm/an (Kaolack). Les ventes de gousses représentent au 

moins 50010 du revenus des paysans qui constituent 70% de la population (Ndiayc, 1991). 

Les huiles et les tourteaux correspondent à plus de la moitié du totaJ des exportations du 

pays ; enfin les fanes constituent un excellent fourrage qui fait l'objet d'un commerce local 

important mais difficilement chiffrable . 

La culture de l'arachide se pratique sur l'ensemble du territoire, avec une 

prédominance au ni veau du bassin arac hidier qui s'étend sur plus de 600.000 ha. Il s'agit 

de la principa le cullUre de rente dans la zone concernêe ; de plus, une rotation faisant 

intervenir cette légumineuse avec des céréales (mil, sorgho ou maïs) contribue à êv iter un 

appauvrissement excessif du so l. 
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Les gousses d ' ardc hide so nt genera lement déterrées à maturité dès la fin de la saison 

des pluies (octobre ou novembre), et la teneur en eau des gousses est alors élevée, de 

l'ordre de 40 à 50% (Gillier & Bockelée-Morvan, 1979). Il est nécessaire d'effectuer un 

séchage sur le champ avant de pouvoir faire le battage. 

Au Sénégal où le battage est essentie lle me nt manue l, Je séchage constitue un é lé ment 

sens ible du système post-réco lte et doit être prolongé jusqu'à l'obtention d 'une teneur en 

eau inférieure à 10%. L'arachide est donc rassemblée en petits tas appelés moyettes (Fig. 

10) qui, 2 à 3 semaines plus tard, sont réunjes en meules. Celles-c i resteront au champ 

pendant trois semaines au cours desque lles divers insectes peuvent les attaquer. Ce système 

de séchage par petits tas ou moyettes permet d'év iter le développement des mOlsÎssures sur 

les gousses et empêche la dispersion des gousses d'arachide lors du battage (meules). 

Après le ban age (novembre ou décembre), une partie de la récolte est conservée par 

le paysan pour constitue r ses semences de l'année suivante. Le mode de stockage est 

variable selon les zones et la quantité de la réco lte, Le plus {épandu est la mise en sacs en 

jute ou polypropylène tressé, entrcÇ<lsés les uns sur les autres dans un coin de la maison ou 

dans des greniers faits de paille de mil. La durée de stockage de l'arachide desti.née à la 

commercialisation est généralement courte, la campagne agrico le conunençant environ 

deux semaines après le battage, 

L'essentie l des récoltes est commercialisé dans les coopératives villageoises, où le 

stockage se fait en vrac dans des "seccos", tenne local au Sénégal qui désigne les lieux 

générale ment en ple in air où peuvent être stockés plus de J 0.000 tonnes d'arachides. Ces 

lieux sont dé limités par des sacs remplis d ' ardchides empilés et protégés par des palissades 

ou des constructions en dur. 

Apres 2 à 3 mois de stockage dans les seccos, intervierment la co llecte et 

l'évacuation, d 'abord dans des "centres de groupage" à proxirrtité d'une gare Ou d'une route 

goudronnée, e nsuite directement ver;:; les huileries où les stocks peuvent passer plus d'une 

année couverts de bâches, Environ 50% de la production nationa le est ensuite exportée 

vers les marchés de l'Union Européerme. 
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Figure IDa : vue générale de moyettes d'arachides en cours de séchage; c'est durant cette 

période que l'arachjde devient vulnérable à la bruche Caryedon serralus. 

Figure 1 Db : Une moyette d'arach.ides en cours de séchage; les gousses d'arachide sont il: la 

portée de Caryedon .'ierralu$ 
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TI.2.3. Variétés et sélection 

Les caractères héréditaires indépendants des facteurs du rrùlieu gui se sont révélés les 

plus utiles pour distinguer les di verses variétés d'arachide sont la dimension et la forme des 

gousses, leur ornementation, le nombre de graines par gousse et la couleur du tégument 

séminal. 

La dimension des gousses vane considérablement. On désigne par très grosses 

gousses celles dont le diamètre est supérieur à 20 mm, par gousses moyennes celles dont le 

diamètre est compris entre 10 et 15 mm, et par petites celles dont le diamètre est inférieur à 

10 mm. La dimension des gousses peUl être appréciée par le poids de cent gousses, qui 

varie approx.imativement entre 80 et 250 g. Les gousses présentent une ou plusieurs 

constrictions ou ceintures séparant Jes graines. La ceinture peut être plus ou moins 

marguée, ventrale ou dorsale. L' absence de ceinture s'accompagne généralement de 

graines presentant une partie plate au contact de la graine voisine. Les gousses à ceinture 

profonde donnent au contraire des graines de forme régulière. 

A son extrémité distale, la gousse peut être de fonne ronde ou, au contraire, s'aplatir 

pour fonner une crête sur la ligne de suture des deux. valves (forme en cimier). Ce 

caractère s'accompagne souvent de la présence d'un bec qui peut être de forme variée. 

L'ornementation de la gousse qui résulte de la mise à nu du tissu mécanique du mésocarpe 

dessine des réticulations (réseau), plus ou moins accentuées ou de fonne particulière, 

anastomosées ou nan. Enfin la couleur du tégument séminal permet de préciser la 

distinction des variétés. 

L'examen al\cntif des particularités des caractères de gousses ou de graÎnes énumérés 

ci-dessus permet généralement l'idcndification correcte d'une variété donnée. La version 

actueHe de la classification agronomjque des principaux types variétaux d'arachide, 

utilisée au Centre de Recherche Agronomique de Bambey au Sénéga l, résulte des travaux 

de Bouffi l & Sauger (1949), Calherinet ( 1955) et Mauboussin (travaux non publiés). 

Par ailleurs, On a souvent fait état des améliorations relativement faibles apportées 

par les travaux de sélection au niveau de l'arachide (Gregory el 01. , 1951; Sest13dri, 1 962). 
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Ceci a été attribué, so it à la nature polyploïde de J' arachide ·mais aucune preuve nette n'en 

a été apportée et l'on n'a pas encore mis en év idence de caractères à hérédité tétrapJoïde -

so it à j'iso lement des chercheurs et à leur faible nombre jusqu'à une époque relativement 

récente. Enfin, et c'est sans doute l'explication la plus vraisemblable, la cu lture de 

l'espèce, extensive da ns la plupart des pays et souvent limi tée à des régions pauvres en 

raison de sa rusticité, ne permet pas toujours l'expression des qualités des variétés 

nouve lles. Au Sénégal, la sé lection de J'arachide a débuté en 1924 à partir de populations 

localement cultivées, puis s'est poursuivie, de 1959 à 1982. avec de Do uveJles 

introductions étrangères et en faisant appel aux techniques de j' hybridation (Vieira Da 

Silva, 1988). Diverses variétés. à durée de cycle de dévelo ppement adaptée à chacune des 

zones écologiques, ont été sé lectionnées par la recbecche agrico le (I.S.R.A.I.R.A.T), et 

progressivement mises en place du Nord au Sud selon les caractéristiques des zones 

(Anonyme, 1982). Les variétés ac tuellement cultivées au Sénégal sont du Nord au Sud: 

les variétés érigée~ hâtives du groupe Spanish 28·206 (Mamou 2 graines) et 55-437 

(Mamou 3 graines), la variété rampante serrU tardive 47·]6 (Baol), la variété érigée tardive 

73-33 (Saloum) qui représente près de la moitié des semences distribuées et la variété GH 

11 9·20 (arachides de bouche). Cependant, la réduction de la pluvios ité moyenne générale 

et de la longueur du cycle des pluies depuis que lques années (Vicira Da Si lva, 1988) 

posent de nouveaux problèmes à la culture de l'arac tùde, et expliquent l'intégration dans 

les critères de sé lection, de paramètres physiologiques d'adaptation ou de tolérance à la 

sécheresse. C'est pourquoi les recherches ont porté et se poursuivent sur la résistance à la 

sécheresse et ta création de variétés ou de lignées utilisant plus fa vorablement l'eau 

(Ndiaye, 1991). 

II.2.4. Ennemis des cultures ct des stocks 

La particularité de l'arachide à [onner ses gousses dans le sol la protège, jusqu'à 

l' arrachage, des anaques des ravageurs à "exception des iules (M)'Tiapodes) et des 

insectes du so l tels que les termites (lsoptères) (Gi llie r & Silvestre, 1969). 

Les iules apparaissent dès les premières pluies et sont susceplibles de rong~r les 

gra ines qui viennent d'être semées. Après la ge rmination, e ltes coupent l'axe hypocotylé. 

La blessure a insi occasionnée est une ouverture aux moisissures; les attaques cessen t dès 

" apparition des prernjères branches (R isbec, J950 : Biemaux, 1965). 
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Les termites perforent la gousse presque mûre au niveau de la dépressio n qui 

représente l'ancienne i.osel1ion du style. Seule la graine proche de l'orifice est touchée; 

lésion peu importante, mais suffisante pour provoquer un flétrissement et la dessiccation 

du truiL En effet quand J'eau diminue dans le sol, ils recherchent dans le fruit l'humidité 

dont ils ont besoin, d'où la présence de dégâts plus importants en année sèche. Quand le 

fruit est mûr et la coque desséchée, les termites ne peuvent plus perforer la coque; ils 

rongent seulement la surface sans atteindre la graine. 

Le puceron Aphis craccivora Koch et la punaise Aphanus sardidus F. sont signalés 

conunc fréquents. Les adultes et jeunes de A. sardidus se nourrissent en perforant les 

gousses d 'une piqûre très fme ne laissant pas de trace, mais l' amande se dessèche par suite 

de la perte de son huile (Appert, 1957 cl 1985), et les graines piquées se desséchent 

prennant un aspect ridé, et un mauvais goût à la consommation. 

Les chenilles de Amsocla maori Walker ou A. albisfriga Walker, Diacrisia obliqua 

Watker et Stomopteryse ner/eria font des dégâts sur le feuiJIage el anaquent l'arachide de 

façon sporadique. 

Les Thrips, en particulier Heliothrips indiens provoquent des malformations sur les 

plantes. 

Divers rongeurs occas ionnent des pertes de récoltes durant le long séchage au champ. 

Leur importance et diversité spécifique sont variables, mais deux principaux sont signalés: 

l' un diurne, le rat paJ.miste (XenJs erylhropus), l'autre nocturne, le rat de Gambie 

(Criee/omys gambianus) (Hubert, J 977 in Ndiaye, J 991). 

La bruche de l'arachide, Calyedol1 serra/us (Oliv ier), reste le parasite le plus 

redoutable de l'arach.ide slockée (Fig. Il à 13). Ses dégâts varient selon les types de slOcks, 

leur destination et la durée du stockage. Les études menées sur ce sujet onl été conduiles 

pendant longtemps au Sénéga l par 1'l.R.A.T. (actuel C.I.R.AD.) et ont porté 

essentiellement sur les grands stocks commerciaux Ou huiliers. Pointel & Yaciuk ( 1979) 

noient qu'après trois mois dc conservation, l' infestation par C. serra/us d 'un stock 

expérimental (de 18 lonnes), s'observe esscntiellement à sa périphér;e, à quelques 
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centimètres de la ~lIifice , ainsi qu'à la base. Gi Bier & Bockelée-Morvan (1979) précisent 

que la bruche de l'aœdûde o ccasionne dans les stocks des pertes quantitatives qui évoluent 

rapidel'Tled. en passad de 8 à 400/0 en six mois et que les pertes sont plus limitées pour des 

stocks de plusie UTs mIliers de tonnes, les couches superficielles étant plus attaquées que 

l'intérieur des stoch ; I ~ origine des contaminations teur était inconnue. En Gambie, 

Friendship (1974 ) am imé qu 'environ 3% de la production d ' arachides est annuellement 

détruite par C serrYiDS. Les attaques observées peuvent aller jusqu'à 83% après 4 mois et 

demi de stockage dm: les centres de commercialisation (Ndiaye, 1991). Certains auteurs 

dont Canoela D a Fmteca (1 964) onl remarqué que les arachides en coques sont plus 

vulnéntbles à la brodE, e t sont attaquées à 60-90%, contre 30 à 70 % pour Les arachides 

déco rtiquées. D ' auba aute urs (Gillier & Bockelée-Morvan, 1979) estiment par contre que 

[es semeoa:s d 'araclme sont plus vulnérables à C. serratus lorsqu 'e lles sont co.nservées en 

graines. L9incidenct i&s dégâts chez le paysan est en fa il mal connue; trcs peu de travaux 

ont porté sur le sujdConway (1975) a observé après 16 semaines de stockage, des taux 

d'attaques de sc.moa:s paysannes passant de 0,78% à 43% ; dans certains villages, les 

attaques <neignent oême 100%. Au Congo, Matakot el al. (1987) relèvent des pertes 

quantitatives de poi&à !' Îs!',"'Ue de neuf â dix mois de stockage, variant de 9,3% dans un 

village à 62,8% damlll1 autre. et principalement dues à la bruche de l'arachide. 

Figure t 1 : dégâts ausés pa( Caryedon serralus sur les gousses d'arachides ; les trous 

laissês par les larvesliivor isent le développement d'autres insectes 
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Figure 12 dégâts causés par C. sefTatus : les cocons sont faits sur et dans les gousses et 

graines d'arachide 

Figure t3 : les graines sont réduites en poudre par les déprédateurs secondaires. 
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II.2.S. Historique de l'infestation de l'arachide au sénégal 

Introduite au Sénégal au XVI siècle durant la traite négrière, les premières attaques 

de l'arachide par Caryedon serra/us, dans ce pays ont été relatées dans une monographie 

publiée en 1958 (Davey, 1958) ct reprise par de nombreux auteurs. Cette zone fut, jusqu'au 

début des années 1970, la seule région du monde où C. serra/us infestait les stocks 

d'arachide. Ce n'est que plus tard que Delobcl (l989b) signale pour la première fois, des 

dégâts en Afrique centrale. Il est cependant difficile de préciser la date d'apparition de la 

bruche dans les stocks sénégalais car, si l'on peut rapprocher l'apparition de la bruche dans 

les stocks destinés à l'exportation de 1910, ceci ne signifie pas que le passage des 

populations de C. serra/us sur les stocks date précisément de cette époque. En fait celui-ci 

n'est peut être devenu effectif qu'après de multiples tentatives avortées qui ont pu se 

produire pendant plusieurs siècles. En revanche, il est clair que la généralisation de 

l'infestation à toute l'Afrique occidentale s'est effectuée en 15 ou 20 ans. Le mode de 

progression de cette infestation a été décrit par Delobcl & Matokot (1991). Il était 

cependant apparu de nouveaux centres d'infestation de l'arachide (Afrique Centrale, 

Inde ... ) éloignés du foyer originel (Sénégal), mais l'hypothèse d'importations accidentelles 

d'arachide bruchée du Sénégal ne peut être écartée. 

La seule certitude aujourd'hui est que C. serra/us s'attaquait déjà à l'arachide en 1913 

et qu'en 1933, elle est devenue le principal ennemi des stocks d'arachide au SénégaL C'est 

ainsi que Sagot, directeur de la station de Bambey et son adjoint Bouffi! entament une série 

d'observations sur la bruche, qu'ils publieront en 1935. En deux campagnes, ils mettent en 

évidence trois aspects cruciaux qui concernent le mode de contamination de l'arachide: 

• C. serra/us issu d'arachides se développe très bien dans les graines de tamarinier. 

• Cette hôte sauvage est infesté dans la nature par C. serra/us. 

• L'infestation de l'arachide se produit au champ, pendant le séchage en andains. 

Dans une étude portant surtout sur les aspects économiques de la culture de 

l'arachide, Guiraud (1938) ne cite qu'un ravageur des stocks, et c'est précisément la bruche, 

signalant qu'elle fait "de plus en plus de dégâts" particulièrement graves dans les stocks de 

prévoyance, car les graines attaquées sont rapidement inaptes à la germination. Plus tard. 

certains auteurs comme Conway (1975 et 1983), Matokot et al. (1987) et Ali-Diallo (1991) 

ont émis l'idée que la connaissance de la dynamique de l'infestation des stocks d'arachide 
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par Caryedon serratus devrait conditionner la mise au point d'une stratégie de lutte contre 

cet insecte. Or, cette question essentielle reçoit, selon les auteurs des réponses divergentes. 

Pour Appert (1954) au Sénégal et Green (1959) en Gambie, les hôtes sauvages jouent un 

rôle insignifiant, les infestations s'effectuant une fois la récolte rentrée, à partir des graines 

bruchées subsistant dans les greniers. Sagot & Bouffil (1935) et Corby (1941) au Nigéria, 

Conway (1983) en Gambie et Ndiaye (1991) au Sénégal, voient dans les mêmes plantes 

hôtes sauvages l'origine de l'infestation. Conway indique le rôle possible de petits effectifs 

de gousses résiduelles des plantes voisines des champs, après la saison des pluies, dans la 

contamination des arachides, et pense que la diminution des effectifs de C. serratus dans 

les hôtes primaires (P. thonningii, T. indica, C. sieberiana), au moment des récoltes 

d'arachide en octobre-novembre, pourrait constituer un moyen d'atténuation ou 

d'élimination des infestations au champ. A l'appui de cette hypothèse, Robert (1984), 

Ndiaye (1991) et Sembène (1997) notent que le degré d'infestation des meules d'arachide 

est liée à leur proximité des plantes hôtes naturelles et qu'il suffrrait d'éloigner au 

maximum les meules de ces plantes pour diminuer l'infestation initiale au champ. Des 

données précises sur les capacités migratoires de la bruche de l'arachide devraient 

permettre de confirmer les conclusions de ces auteurs. Il est cependant devenu évident que 

les premières infestations se produisent lors du séchage, avant la rentrée des récoltes dans 

les greniers. Quoique faibles ces infestations se poursuivent dans les greniers et peuvent 

être à l'origine d'importantes pertes quantitatives à cause du caractère polyvoltin de la 

bruche de l'arachide. 

Il a été démontré par la suite que la contamination de l'arachide pouvait avoir une 

double origine (greniers et plantes hôtes) et que même en l'absence de bruche dans les 

greniers, l'infestation de l'arachide se produit au champ, en fin de saison des pluies, dans 

une zone où les Caesalpiniaceae hôtes sont présents (Matokot et al., 1987 au Congo ; 

Ndiaye, 1991 au Sénégal; Ali-Diallo, 1991 au Niger. De plus, il ressort des travaux de 

Delobel & Matokot (1991) que des mécanismes multiples et probablement complexes 

déterminent les relations existant entre les différentes espèces hôtes et les populations de la 

bruche de l'arachide. En effet Carydon serratus n'infeste pas l'arachide dans toutes les 

zones où cette plante est cultivée; par exemple en Amérique du Sud, au Burkina Faso 

(Ouedraogo, corn. pers.). De même, l'hypothèse de populations distinctes, liées à des hôtes 

différents (biotypes, races biologiques ou "host range", selon la terminologie employée) est 
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confortée par l'existence, dans certaines régions du Congo, de populations inféodées à un 

hôte sauvage (Piliosfigma /honningii) au contact de cultures et de stocks d'arachides restés 

indemnes de toute attaque. De10bel & Matokot (1991) avancent alors deux hypothèses 

pour expliquer la répartition actuelle de la bruche sur caesalipiniaceae et sur arachide: 

• Existence chez C. serra/us d'une polyphagie permettant à l'espèce de se développer 

aussi bien dans les stocks d'arachide lorsque ceux-ci deviennent accessibles que sur 

Caesalpiniaceae, voir Mimosaceae. 

• Apparition au Sénégal au début du siècle d'une population adaptée au développement 

sur arachide (à la suite de modifications génétiques importantes), population qui serait à 

l'origine de tous les foyers actuels. Cette hypothèse suppose, au sein d'une population, 

l'existence d'un polymorphisme (au sens de Futuyrna, 1986) lié à la nature de l'hôte, 

aboutissant à plus ou moins longue échéance à une spéciation. 

II.2.6. Protection des stocks contre C. serratus 

Certains paysans utilisent des plantes à effet insecticide telles que Azadirachta 

indica, Boscia senegalensis, Datura sp., Malpighia alternifolia ... etc (Ndiaye, 1991). Ces 

plantes semblent globalement peu efficaces car les résultats sont très peu reproductibles en 

stocks réels et n'empêchent pas l'évolution des attaques par C. serra/us. C'est pourquoi, 

des chercheurs ont tenté de mettre au point des méthodes de protection modernes. Leurs 

études ont porté sur l'utilisation de méthodes physiques, chimiques et biologiques. 

La conservation par le froid, parfois utilisée, ne peut être envisagée que dans des cas 

exceptionnels (arachide de bouche décortiquée, stocks de semence de sécurité) étant donné 

son coût très élevé. De même, l'ensilage hermétique est très efficace mais peu pratique et 

entraîne une diminution de la faculté germinative des graines. L'utilisation de poudres 

inertes abrasives semble prometteuse au niveau de petits stocks; des essais réalisés avec 

l'attapulgite à raison de 5glkg d'arachide décortiquée, montrent une excellente efficacité 

(Ndiaye, 1991). L'irradiation des grains a été utilisée contre la bruche du niébé. Elle 

permet de tuer les oeufs et les larves de premier stade; les adultes survivent mais donnent 

naissance à des descendants anormaux (Balachowsky, 1962). 
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Appert (1954 et 1958) a testé l'efficacité de divers organochlorés : DDT 

(Dichlorodiphényl-trichlorétane), HCH (Hexachlorocyclohexane), Lindane, Aldrine, 

Dieldrine et a obtenu les meilleurs résultats avec la Dieldrine et le HCH. Ces produits 

présentent des ineonvénients sanitaires que l'on ignorait à l'époque. De plus, même si les 

attaques étaient tant soit peu atténuées, elles étaient toujours présentes dans les stocks. La 

fumigation de la récolte est très efficace et peut être réalisée dans des installations fixes 

mais ce traitement n'est pas rémanent. 

Des essais de lutte biologique contre C. serratus ont été initiés par Delobel (1989b). 

Cet auteur a étudié au laboratoire la biologie du trichogramme Uscana caryedoni qui 

parasite les oeufs de la bruche de l'arachide mais conclut que "l 'utilisation de ce parasite 

dans un programme de lutte biologique n'est pas envisageable ... bien qu'il intervient 

comme agent efficace de limitation des populations de C. serratus". 

Plusieurs facteurs expliquent les échees relatifs des traitements, particulièrement au 

niveau paysan: faible pouvoir pénétrant des formulations insecticides utilisées, traitements 

tardifs et limités aux stocks avec une méconnaissance totale de la dynamique de 

contamination et du cycle global du ravageur. D'autre part, les travaux sur la question 

présentent C. serra/us comme "ravageur de stocks" alors que la contamination a souvent 

déjà eu lieu au moment du séchage et l'insecte abrité se développe dans les graines. 

L'efficacité des moyens de lutte semble incontestablement liée à la connaissance de 

l'origine et de l'évolution de la dynamique de l'infestation primaire de l'arachide. Ceci 

permet, en effet, de détecter les moments où le ravageur est plus accessible et vulnérable, 

en particulier avant son installation dans les gousses. 
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CHAPITRE II 

SEQUENCAGE DE L'ESPACEUR INTERNE TRANSCRIT (ITS1) 

DE L'ADN RIBOSOMIQUE DE CARYEDON SERRA TUS 



INTRODUCTION 

Pour comprendre la structure des communautés biologiques observées aujourd'hui, il 

est nécessaire d'en retracer l'histoire (Losos, 1996), afin de séparer les composantes 

historiques (au sens d'une échelle de temps évolutive) des composantes écologiques 

récentes. Les méthodes d'analyses comparatives, de plus en plus performantes, permettent 

ainsi de discriminer la part relative des contraintes phylogénétiques ou environnementales 

dans la distribution d'un caractère (ou d'une stratégie) au sein d'un groupe d'espèces pour 

lequel on dispose d'une phylogénie robuste (Bauwens & Diaz-Uriate, 1997 ; Pierce & 

Crawford, 1997). En effet, du fait de leur apparentement, les individus d'une même clade 

ne constituent pas des échantillons indépendants au sens statistique du terme. Par 

conséquent, toute comparaison de caractères biologiques ou écologiques ne pourra se faire 

avec rigueur que si l'on peut apprécier le degré d'interdépendance entre les données. Une 

solution est de reconstruire la phylogénie de la population étudiée pour apprécier les 

relations d'apparentement des espèces étudiées (Hillis, 1997). 

Reconstruire la phylogénie d'un ensemble d'individus peut résulter de deux 

approches: l'analyse de caractères morphologiques et/ou celle de caractères moléculaires. 

L'approche morphologique qui a été longtemps la seule possible, pose un certain 

nombre de problèmes. En effet, l'information apportée est parfois entachée d'homoplasie 

(une similitude n'est pas la conséquence d'un héritage commun mais provient de 

l'acquisition d'un même état de caractère, dans les deux lignées, de façon indépendante). Il 

peut être difficile dans ce cas de distinguer apomorphies et convergences adaptatives: des 

contraintes fortes peuvent peser sur la morphologie des espèces étudiées, et les 

convergences liées à la biologie et à l'écologie peuvent masquer la réalité des relations 

phylogénétiques, et ce d'autant plus qu'on se situe à un niveau plus bas de la classification. 

L'analyse moléculaire est basée sur la théorie neutraliste de l'évolution (Kimura, 

1968, King & Jukes, 1969), et postule que le temps évolutif séparant différents taxa est 

reflété par la divergence des séquences d'ADN. On note actuellement une amélioration des 

techniques moléculaires: fàcilité d'amplification des domaines particuliers par PCR ou 

Polymerase Chain Reaction (Saiki el al., 1985), techniques de séquençage directe par la 

méthode de Sanger el al. (1977) puis développement du séquençage automatique; ceci a 

grandement contribué à la multiplication des phylogénies moléculaires simplifiant ainsi 
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l'accès aux informations contenues dans le génome. Insistons cependant sur le fait qu'une 

connaissance taxonomique robuste du groupe étudié est absolument nécessaire avant toute 

analyse moléculaire, notamment pour optimiser l'échantillonnage des espèces et des 

populations, et pour eonserver tout son intérêt à la phylogénie obtenue. Nous retiendrons 

deux étapes-clés dans l'élaboration d'une phylogénie moléculaire: le choix du domaine 

analysé et celui de la méthode de reconstruction phylogénétique. Une excellente synthèse 

est proposée dans l'ouvrage de Hillis el al. (1996). Quelle que soit cependant la méthode de 

reconstruction phylogénétique utilisée, son principe repose sur une hypothèse: l'autonomie 

de fonctionnement d'une population, donc son isolement reproductif, peut se traduire par 

une différenciation génétique, fournissant ainsi des informations sur la structure de cette 

population ainsi que les facteurs qui la déterminent. 

L'importance de la structure populationnelle en génétique a été reconnue depuis le 

début du siècle (Mayr, 1974). Mais, même s'il existe des structures intermédiaires entre 

l'individu et l'espèce (Dobzansky, 1977), la défmition théorique de la population et ses 

subdivisions, n'est pas évidente. Les critères de définition diffèrent selon les auteurs mais 

le groupe le plus général au sein duquel les individus sont susceptibles d'échanger des 

gènes est l'espèce. Elle est en effet protégée de l'extérieur (c'est à dire des autres espèces) 

par les barrières interspécifiques qui, normalement empêchent les échanges de gènes entre 

individus appartenant à des espèces différentes. Les sous-groupes de l'espèce à l'intérieur 

desquels les individus ont l'occasion d'échanger des gènes sont définis comme étant des 

populations. Dans chacune de ces populations les individus ont en commun un pool de 

gènes parfaitement caractérisé par les fréquences génlques sur lesquelles agissent les 

mutations qui sont à la base de toute différenciation génétique. 

S'il est indispensable, d'un point de vue théorique, de faire la distinction entre les 

structures observées et ce qui les crée, il est évident que d'un point de vue pratique, 

l'approche que l'on peut avoir d'une population doit passer nécessairement par une étude de 

ses structures. Ceci est particulièrement vrai pour les populations d'insectes phytophages 

inféodés à plusieurs espèces végétales. Le cas de C. serratus qui a ajouté, par allotrophie, 

une Fabaceae à ses hôtes naturels, nous semble particulièrement intéressant. Et comme la 

source fondamentale de la variabilité génétique se situe au niveau des séquences d'ADN, 

nous avons choisi dans ce chapitre de séquencer la région ITS 1 de l'ADN nucléaire. L'ITS] 
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est une région de l'ADN nucléaire qui est transcrit en ARN ribosomique. Cette région qui 

est flanquée du coté 3' du 5,8S et du coté 5' du 18S de l'ADN ribosomique a montré une 

variabilité permettant l'étude phylogénétique chez Cicindela dorsalis (Vogler & DeSalle, 

1994) et chez Pimelia spp (Juan et al, 1996). Bien que l'ADN mitochondrial se soit révélé 

être un marqueur très efficace pour retracer l'histoire évolutive des espèces, ses 

caractéristiques populationnelles conduisent beaucoup d'auteurs à considérer que la 

phylogénie de ces molécules n'est pas nécessairement le reflet de celle des populations. De 

plus, c'est dans le compartiment nucléaire, génétiquement indépendant du compartiment 

cytoplasmique, que s'accumulent les mutations évolutives intéressantes. 

1. MATERIEL ET METHODES D'ETUDE 

1.1. MATERIEL BIOLOGIQUE 

Les spécimens de Caryedon serratus qui ont fait l'objet de cette étude proviennent de 

gousses récoltées sur différentes espèces de plantes hôtes entre 1995 et 1999. Les gousses 

des plantes hôtes sont récoltées pendant la période où les populations de bruches sont les 

plus abondantes. Elles sont ramenées et gardées au laboratoire dans des sacs en plastique à 

température ambiante pendant au moins 2 mois. Pour chaque plante hôte naturelle, les 

cocons formés à l'extérieur sont isolés dans des boîtes de Petri. Ceci permet d'éviter 

l'émergence des adultes dans les sacs; ce qui engendrerait une seconde génération. Les 

insectes sont récoltés dès leur émergence et gardés dans l'alcool à 100 oc. Les échantillons 

d'arachide ont été prélevés au champ durant le séchage ou pendant le stockage dans les 

greniers. 

Pour chaque espèce de plante hôte, un nombre suffisant de gousses est récolté pour 

obtenir au moins 40 adultes de C. serra/us. 

C. serratus subit cependant l'attaque de divers parasites aux différents stades de son 

développement. Ce sont essentiellement des Hyménoptères et un acarien. 

40 



Les Hyménoptères oophages pratiquent une ouverture dans le chorion des oeufs et 

consomment leur contenu. Les oeufs parasités se reconnaissent à leur couleur noire 

lorsqu'ils contiennent le parasite, grise avec un orifice sur le chorion lorsque le parasite en 

est sorti. Après détermination, il se révèle qu'il s'agit de Uscana caryedoni. Les 

Hyménoptères parasites des larves appartiennent à la famille des Braconidae : il s'agit de 

Bracon sp. et Platyspalhius piclipennis Viereck (Ali-Diallo, 1991). 

L'acarien Pyemoles IrWei parvient à son hôte à travers les orifices pratiqués dans le 

péricarpe des gousses par les larves ou les insectes adultes émergeant de ces dernières. Les 

fentes dues au craquèlement du péricarpe constituent également des voies d'accès. P. Irilici 

attaque les larves des différents stades, les nymphes et les adultes de C serraI us. Dans les 

élevages, les pertes occasionnées par ce parasite sont considérables, parfois totales. 

Plusieurs bruches de l'espèce Caryedon crampeli sont obtenues des gousses de B. 

rufescens, C sieberiana et P. reticulalum. Cette espèce semble avoir une biologie très 

voisine de celle de C. serralus. Elle a été décrite par Pic en 1924 sous le nom de 

Pachymerus crampeli. Cet auteur écrit: "P. crarnpeli n. sp. parum elongalus, parum dense 

el regulariter griseo pubescens, rufus, anlennis nigris, ad basin rufis ; thorace forlifer sai 

dense punctalo ; elytris distincle striatis el minute punclatis, intervalis fere deplanatis, 

dense punclalis. Long. 6-7 mill." (espèce peu allongée, couverte d'une pilosité peu dense et 

uniformément grise, de couleur rousse, aux antennes noires sauf la base qui est rousse; 

thorax fortement et assez densément ponctué ; élytres nettement striés et à points 

minuscules, les intervalles presque plans, densément ponctués). 

La différenciation entre les deux espèces est habituellement faite par l'examen des 

pièces génitales et des oeufs, méthode assez complexe qui nécessite l'observation des 

adultes. Dans les deux espèces, les œufs ont une forme ovoïde mais ceux de C serrat1J.'~· 

présentent des bouts pointus. D'autre part, comme l'indique la description de Pic, les élytres 

de C crampe li sont uniformément brun rougeâtre alors que ceux de C. serra/us sont brun 

noirâtre avec des taches noires. 
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La distinction entre mâle et femelle de C. serratus se fait facilement par l'observation 

de la partie terminale de l'abdomen (fig. la). Chez le mâle les élytres recouvrent presque 

entièrement le dernier tergite abdominal ; celui-ci est visible en position dorsale chez la 

femelle. 

On distingue les échantillons selon deux critères: l'espèce hôte et l'origine 

géographique. Chaque échantillon est codé en utilisant la première lettre du nom de la 

plante hôte et les deux premières lettres du nom de la localité où il a été récolté. Les 

échantillons, obtenus dans les 3 principaux sites où l'on rencontre en même temps toutes 

les plantes hôtes de C. serratus, sont récapitulés dans le tableau 1. 

Tableau 1: échantillons analysés dans les 3 principaux sites. 

Lieu de récolte 

1 Fimela 

.. Keur Baka 

Thiès 

Plantes hôtes 

Arachide 

Bauhi'~~l!_,.~ife~,!ef!~ __ 
Cassia sieberiana 
----~ .............. ---~-- --._~ ..... __ .. 

!'-~lje~tiK'!!Ç! ... ,.(?~~'!l!lqtl~'!! 
Tamarindus indica 

Arachide 

J!f!..!~.~i.'.,il!'!'f~~,!~~l!. 
Cassia sieberiana 

_ .. _ .......... _--... . 

fft.iesti~~~t!c:_lIJl!fl~'!1. 
Tamarindus indica 

Arachide 

l}Ç!1~~i'liq_,.~ife..sCe..'1S 
Cassia sieberiana 

Piliostigma reticl/fatum 

Tamarindus indica 

Code de l'échantillon 

Afi 

Bfi 
Cfi 

Pfi 
Tfi 

Bkb 

Ckb 
Pkb 

Tkb 
Ath 

Bth 

eth 

Pth 

Des échantillons individuels sont récoltés, en fonction des plantes hôtes présentes, à 

Kaskas, Kédougou, Kolda, Kounkané, Linguère, Nioro, Ouarak, Thilé Boubacar. Au 

moins, un individu de chaque localité est analysé ; l'objectif recherché dans ce chapitre 

étant de montrer comment l'espèce C. serra/us est structurée génétiquement selon la nature 

de la plante hôte. Tous les spécimens utilisés dans nos expériences ont été identifiés par 

Delobel. Des spécimens (et leurs pièces génitales) provenant de chacune des plantes hôtes 

sont conservés au Laboratoire de Zoologie des Invertébrés Terrestres à n.F.AN. Cheikh 

Anta DIOP de Dakar et au Museum d'Histoire Naturelle de Paris. 
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II.2. ETUDE GENETIQUE 

II.2.1. Extraction de l'ADN de C. serratus 

La démarche générale est résumée dans la figure 14. 

Il 

Il 

Cellules ou noyaux 

~ 
Lyse des membranes 

~ 

Dissociation des protéines 
(dénaturation, hydrolyse) 

Elimination des protéines 
(et des lipides ... ) 

Il Précipitation de l'ADN 

Il 

Il 

Il 

Action d'un détergent 

Action d'une protéase 

Extraction sélective 

au phénol-chloroforme 

Précipitation sélective 

par "éthanol 

l Lavage, séchage, redissolution 

Il Elimination de l'ARN Il Digestion par une RNase 

li Conservation Il 
Figure 14: méthode classique d'extraction de l'ADN (Loncie et aL 1993) 
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Les extractions d'ADN de C. serra/us ont été faites en suivant la méthode Wilson qui 

consiste à: 

• Placer le thorax et les pattes d'un insecte dans un tube de 1,5 ml et ajouter 200 ~l de 

tampon d'extraction (100 mM TrisHCL, pH 8; ImM EDTA; 100 mM NaCI; 0,1% 

SDS; 50 mM DDT). 

• Bien écraser ces organes avec un broyeur jusqu'à désintégration complète, rajouter 5 ~l 

de protéinase K (10 mg/ml) et vortexer. 

• Mettre les tubes à 50 oC au bain-marie pendant 2 heures. 

• Centrifuger 10 minutes à 12 000 rpm à 4° C et transférer environ 190 J.lI de surnageant 

dans un nouveau tube en évitant de prendre de la matière organique. 

• Ajouter du phénol pur, volume à volume, mélanger avec vigueur et centrifuger 15 

minutes à 12 000 rpm à 4 oc. 

• Transférer 175 ~I de surnageant dans un nouveau tube, ajouter autant de 

phénol/chloroforme/isoamyle (25/24/1), bien mélanger et centrifuger 15 minutes à 

12000 rpm à 4°C. 

• Récupérer 160 ~l de surnageant et ajouter du chloroforme/isoamyle (24/1) volume à 

volume. Mélanger avec vigueur et centrifuger 10 min. à 12000 rpm à 4°C. 

• Récupérer le surnageant et ajouter 1/10 de volume d'acétate de sodium (3M, pH 5,3) et 

2 volumes d'éthanol absolu froid. 

• Vortexer et plonger les tubes 10 minutes dans l'azote liquide ou bien les laisser à -20°C 

pendant toute une nuit puis centrifuger 20 min à 10 000 rpm à 4 oC. 

• Vider le surnageant en vérifiant la présence d'un culot d'ADN au fond du tube. 

• Laver le culot en ajoutant 800 ~l d'éthanol 70% et centrifuger 10 minutes à 12 000 rpm 

à 4°C; éliminer le surnageant et sécher les tubes au dessiccateur. 

• Ajouter 20 ~l d'eau stérile, laisser l'ADN une heure à température ambiante ou toute la 

nuit à 4°C pour qu'il se reprend bien. Vortexer les tubes et centrifuger avant de les 

conserver à 4°C ou à -20°C. 

• Vérifier l'extraction en faisant migrer un aliquot de 2 ~I mélangé à 5 J.ll de bleu de 

bromophénol sur gel d'agarose 1,4%. 
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Les fragments d'ADN sont fàcilement détectés sur le gel grâce à un colorant 

fluorescent, le bromure d'éthidium (BET) ; on peut ainsi visualiser en lumière UV des 

quantités très fàibles d'ADN (de l'ordre de 5-10 ng). 

1.2.2. La P.c.R. (Polymerase Chain reaction) de IIITSl de C. serratus 

La P.C.R. consiste à amplifier sélectivement une séquence particulière d'ADN par 

action répétée d'une ADN polymérase. Le but est de recopier un très grand nombre de fois 

in vitro une portion de séquence dont la longueur ne peut excéder 10 Kb et comprise entre 

deux amorces d'orientation inverse, s'hybridant chacune sur un des deux brins. Le procédé 

original de l'amplification par PCR est basé sur l'utilisation d'une enzyme ayant des 

propriétés particulières. Il s'agit d'une Taq ADN polymérase (®Promega) provenant d'une 

archaebactérie thermophile, Thermophilus aquaticus. Cette polymérase présente les 

caractéristiques particulières d'être thermostable à 95 OC et d'avoir un optimum d'activité à 

72 oC. Ces propriétés permettent, par des cycles de copie successifs, la multiplication du 

nombre de fragments d'ADN correspondant à des copies de la séquence située entre les 

deux amorces choisies. 

Les PCR de l'Espace ur Interne Transcrit: ITS 1 de l'ADN ribosomique de C serra tus ont 

été faites avec les amorces suivantes: CIL (5' GCGTTCGAARTGCGATGATCAA 3') et CIU 

(5'GTAGGTGAACCTGCAGAAGG3') qui ont été définies par Vogler et DeSalle (1994) à 

partir de la séquence de l'ADN de Drosophila melanogaster (Tautz et al, 1988) ; leur 

température d'hybridation chez la bruche de l'arachide est 50 oC. 

18S ITSI 5.8S ITS2 ... ... ... 

CIL CIU 
1 1 

----.. +--

CIL CIU 

Figure 15: positionnement des ITS séquencés et des amorces utilisées sur l'ADN 

ribosomique. 
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Les conditions de PCR pour 25 ~l ( 1 tube) sont les suivantes: 

Tampon Taq 2,5 ~l 

MgCl2 2,5 ~I 

dNTP'S 0,25 ~l 

CIU 0,125 ~l 

CIL 0, 125 ~l 

Taq 0,125 ~l 

H20 (qsp 24) ~I 

ADN (1 ~l) 

Les produits de PCR sont ensuite purifiés sur colonnes de Quiaquick, en reprenant 

l'ADN dans 30 ~I d'eau stérile. Nous avons par la suite utilisé la méthode dite du Quiagen 

qui consiste à récupérer l'ADN dans un gel d'agarose à 2% avant de le purifier sur colonnes 

de Quiaquick. 

1.2.3. Séquençage de L'ITSI 

Les séquences sont réalisées sur séquenceur automatique Applied Biosystems 373 A, 

Modèle Semi-Adaptative Version 3.0. Dans l'appareil, après réplication interrompue en 4 

lots avec 4dNTP différents, les produits de réaction sont déposés dans un même puits. 

Dans chaque lot, l'amorce utilisé a été marquée de manière non radioactive par un 

fluorochrome différent. L'appareil détecte en continu les 4 fluorescences sur une position 

du gel pendant la migration. Chaque fluorochrome étant associé à un ddNTP, la séquence 

peut être déduite de l'ordre de migration des différents oligonucléotides. 

L'usage des séquenceurs automatiques s'est répandu ces dernières années. Ces 

appareils informatiques prennent totalement en compte l'électrophorèse et la lecture des 

résultats mais n'assurent pas la réplication interrompue. 

1.2.3.1. La réaction de séquence 

La réaction de séquence s'effectue de la même manière qu'une réaction de PCR avec 

dans chaque tube de 0,5 ml: 

Terminator Mix 

PCR purifiée 

CIL ou CIU 

H10 

8 ~l 

5 ~l (6 ~l si la PCR est faible) 

1 ~l 

q.s.p. 20 fil 
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Après avoir ajouté une goutte d'huile, le mélange est mis dans l'appareil à PCR et le 

programme suivant appliqué: 

96 oC 30 secondes 

1 minute 

4 minutes 

à l'infini 

24 cycles 

1.2.3.2. Précipitation du produit de séquence 

Pour chaque séquence on mélange 2 )lI d'acétate de sodium, 50 ,ll d'éthanol absolu 

froid et les 20 ,.tI de produit de séquence dans un tube de 0,5 ml. Le mélange est ensuite 

vortexé et centrifugé brièvement. Il est ensuite placé sur la glace pendant 10 minutes puis 

centrifugé 30 minutes à température ambiante (12000 rpm). L'éthanol est retiré à l'aide 

d'une pipette. 

Le précipité est lavé avec 350 )lI d'éthanol 70 à TO ambiante puis centrifugé pendant 

5 minutes. Le surnageant est vidé à l'aide d'une pipette et les culots séchés dans une cloche 

à vide, puis mis au congélateur; ils sont alors prêts à être séquencés. 

1.3. ANALYSE DES DONNEES 

1.3.1. Analyse des séquences ITS 1 

Les séquences obtenues ont été alignées grâce au logiciel Mc Clade 3.07. Les 

alignements ont été minutieusement vérifiés et corrigés manuellement. S'il le faut, la 

séquence est refaite pour vérification. L'alignement est en effet une étape importante de 

l'analyse des données, car il détermine l'homologie des sites (Swofford et al., 1996). 

1.3.2. Reconstruction phylogénétiq ue 

Nous avons utilisé trois procédures principales de reconstruction des arbres 

phylogénétiques dont les principes, algorithmes et avantages relatifs. sont bien détaillées 

dans Swofford et al. (1996). Nous avons systématiquement utilisé ces 3 procédures dans 

les analyses que nous avons faites au cours de ce travail. 
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La première méthode dite du maximum de parcimonie (Farris, 1970) considère qu'un 

arbre phylogénétique est optimal lorsque sa longueur totale (nombre de pas nécessaire pour 

expliquer le jeu de données analysées) est minimale. Très schématiquement, tous les arbres 

possibles (ou un échantillon raisonné des possibles) sont estimés mais seuls les arbres les 

plus courts (les plus parcimonieux) sont conservés; un consensus de tous les arbres retenus 

peut être ensuite réalisé. Des pondérations peuvent être appliquées aux différents types de 

transformations observées (transitions, transversions, substitutions aux différentes 

positions du codon ... ). Les reconstructions phylogénétiques ont été réalisées grâce au 

logiciel PAUP 3.1.1. (Swofford, 1993). Les arbres les plus parcimonieux ont été obtenus 

par la recherche heuristique en considérant les insertions comme un cinquième état de 

caractère, avec l'option "branch-swapping" de PAUP. 

Les deux autres méthodes de reconstruction sont basées de manière explicite sur des 

modèles expliquant les changements évolutifs. Etant donné un modèle concret évaluant 

notamment les probabilités des diverses transformations observées, la 2ème méthode dite du 

maximum de vraisemblance (Felsenstein, 1981 et 1993 ; Kishino et al., 1990 ; Cavalli­

Sforza & Edwards, 1997), permet de tester toutes les histoires ayant pu engendrer le jeu de 

données actuelles analysées. La vraisemblance de chaque arbre est ainsi calculée en 

suivant le modèle choisi, et la recoll..'itruction phylogénétique choisie est celle pour laquelle 

la vraisemblance est maximale. 

La troisième méthode est basée sur l'utilisation des distances génétiques non­

corrigées (p-distances) grâce au logiciel MEGA (Kumar et al., 1993). Ces distances sont 

analysées par la technique du Neighbor-loining de Saitou & Nei (1987). Les distances 

entre taxons sont calculées après avoir modélisé les processus évolutifs, et l'arbre est 

ensuite reconstruit en fonction de la proximité génétique des taxons pris deux à deux. Un 

des problèmes liés à cette technique est que la transformation des données brutes en 

matrice de distances induit une perte d'information, mais elle a l'avantage de permettre des 

reconstructions rapides, ce qui peut se révéler fort utile dans les toutes premières étapes de 

l'analyse de données. 

En Maximum de parcimonie comme en Neighbor-Joining, la robustesse des nœuds 

internes des phylogénies obtenues a été testée grâce à la méthode du bootstrap (Felsentein. 
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1985a), avec 500 et 1000 rééchantillonnages respectivement. Le test du bootstrap a été 

proposé par Felsentein pour apprécier la robustesse des branchements d'une topologie. Il 

est utilisable aussi bien avec les méthodes de parcimonie qu'avec les méthodes de 

distances. La topologie obtenue avec l'ensemble de l'information est mise à l'épreuve en 

utilisant seulement une partie de l'information. Dans les séquences de départ, on effectue 

un tirage aléatoire de sites, avec remise, jusqu'à ce qu'une séquence de même longueur soit 

obtenue. Il s'agit bien d'un tirage de site, c'est-à-dire d'une position dans une séquence, et 

l'état du caractère est noté à ce site pour l'ensemble des espèces; quelque soit la longueur 

de la séquence, on peut montrer qu'un tiers environ des sites ne sont pas tirés ; les autres le 

sont une, deux ou plusieurs fois. Un nouvel arbre est construit avec ces nouvelles données 

par la même méthode. L'opération est répétée un grand nombre de fois, ce qui a pour effet 

de varier partiellement la nature des sites retenus dans chaque tirage. On établit emm le 

pourcentage de fois où, avec les séquences partielles des tirages, chaque regroupement de 

l'arbre obtenu avec les données complètes a été observé. Un nœud est considéré comme 

significatif lorsqu'il apparaît dans 95% des arbres. 

Vingt six individus de Caryedon serratus provenant de plusieurs localités et des 

différentes plantes et dont les séquences complètes ne présentent aucun doute, sont utilisés 

pour les reconstructions phylogénétiques. Caryedon crampeli autre espèce infeodée aux 

mêmes plantes hôtes que C. serra tus, est utilisée comme extra-group. 

ll.RESULTATS 

II.1. SEQUENCES OBTENUES 

Nous avons obtenu des séquences d'ITS 1 de 920 pb chez la bruche de l'arachide. Ce 

chiffre correspond à la longueur des séquences après alignement, en tenant compte des 

insertions. Nous avons donc réalisé nos analyses sur des séquences de 920 nucléotides, 

contenant 264 sites informatifs lorsque "Cassia sieberiana" est inclus et 8 sites variables 

tous informatifs dans le cas contraire. L'ensemble des séquences est donné ci-dessous. Les 

nucléotides appartenant au 18SRNA (au début) et 5,8SRNA (à la fin) sont mises en 

italique. 

49 



ClQ:)l 
CIQ:)2 
Cfil 
Cfi2 
Coil 
CThl 
CTb2 
Cltél 
CROl 
ARbl 
Akb2 
Mil 
Mi2 
Anil 
AThl 
ATb2 
Aoul 
Bkhl 
Bkh2 
Bfil 
8fi2 
Bni2 
Boul 
8Thl 
BTh2 
pRbl 
pkh5 
l'fil 
pfi2 
Pnil 
pkAl 
Pkél 
PThl 
PTh2 
Tkbl 
Tkh2 
Tfil 
Tfi2 
Toil 
Toul 
TThl 
TTh2 
nil 
nél 

CRbl 
CRb2 
Cfil 
Cfi2 
CDil 
CThl 
CTh2 
CI"ll 
CROl 
Akbl 
Akb2 
Afil 
Mi2 
Anil 
AThl 
ATh2 
Aoul 
Ilkhl 
Bkh2 
Bhl 
8H2 
Bni2 
Boul 
IlTbl 
8Th2 
l'Rbl 
PkhS 
Pfil 
Pfi2 
Pnil 
PkAl 
pltél 
PTbl 
PTb2 
Tl\bl 
Tkh2 
Tfil 
Tfi2 
'roil 
Toul 
TTbl 
TTh2 
TTü 
Tltel 

TCATT~GTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATTGAACTAATCTGCCCTACGCTTACGCGTACGCGAAACGACGAC 

TCATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATTGAACTAATCTGCCCTACGCTTACGCGTACGCGAAACGACGAC 
rcATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATTGAACTAATCTGCCCTACGCTTACGCGTACGCGAAACGACGAC 
TCATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATTGAACTAATCTGCCCTACGCTTACGCGTACGCGAAACGACGAC 
rcATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATTGAACTAATCTGCCCTACGCTTACGCGTACGCGAAACGACGAC 
rcATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATTGAACTAATCTGCCCTACGCTTACGCGTACGCGAAACGACGAC 
TCATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATTGAACTAATCTGCCCTACGCTTACGCGTACGCGAAACGACGAC 
rcATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATTGAACTAATCTGCCCTACGCTTACGCGTACGCGAAACGACGAC 
TCATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATTGAACTAATCTGCCCTACGCTTACGCGTACGCGAAACGACGAC 
rcArTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGIIACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG----------
1'CII.TTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGArTACGTCGACGCG---------­
rcATT~GTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG----------

1'CII.TTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG----------
1'CII.rTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG----------
1'CII.TTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATllTGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG----------
1'CII.TTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
TCArTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
TCATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATllTGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
TCArTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGA.rCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
TCATTCACAGTGTTTGTCTATGACAATAGTCTGTATATGTATACACI.ATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
TCATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
TCATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
TCATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
rc:ATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATllTGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG----------
1'CII.rTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
TCATTCACAGTGTTTGTCTATGACAATAGTCTGTATM'G'I'ATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG----------
1'CII.rTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTC'l'GTATATGTATACACAATCTTGATC~TCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­

!'CATTCACAGTGTTTGTCTATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
!'CATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATlIGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGaACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
!'CATTCACAGTGTTTATGACAA'fAGTCTGTATATGTATACACUTCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
rc:ArTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
rc:ArTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
rcATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
!'CATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATlIGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
!'CATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG----------
1'CII.TTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
rc:ATTCACAGTGTTTGTCTATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
rc:ATTCACAGTGTTTGTCTATGACAATAGTCTGTATA'l'GTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
rcA'l'TCACAGTGTTTGTATGACAATlIGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
rc:ATTCACAGTGTTTGTCTATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
TCATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
rcATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
TCATTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACUTCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG---------­
rc:ArTCACAGTGTTTGTCAATATGACAATAGTCTGTATATGTATACACAATCTTGATCGAACTAATCTGCCCTACGATTACGTCGACGCG----------

GACGAAAAGAAGCGTCGACGACTTGGTAGAATACGCTCGCGTGTGTTCTCCTTGTCAGTAAGTACGCCAAATTCGT-CGTGGTAAGAACGCGTCTGTTTG 
GACGAAAAGAAGCGTCGACGACTTGGTAGAATACGCTCGCGTGTGTTCTCCTTGTCAGTAAGTACGCCAAATTCGT-CGTGGTAAGAACGCGTCTGTTTG 
GACGAAAAGAAGCGTCGACGACTTGGTAGAATACGCTCGCGTGTGTTCTCCTTGTCAGTAAGTACGCCAAATTCGT-CGTGGTAAGAACGCGTCTGTTTG 
GACGAAAAGAAGCGTCGACGACTTGGTAGAATACGCTCGCGTGTGTTCTCCTTGTCAGTAAGTACGCCAAATTCGT-CGTGGTAAGAACGCGTCTGTTTG 
GACGAAAAGAAGCGTCGACGACTTGGTAGAATACGCTCGCGTGTGTTCTCCT'l'GTCAGTAAGTACGCCAAATTCGT-CGTGGTAAGAACGCGTCTGTTTG 
GACGAAAAGAAGCGTCGACGACTTGGTAGAATACGCTCGCGTGTGTTCTCCTTGTCAGTAAGTACGCCAAATTCGT-CGTGGTAAGAACGCGTCTGTTTG 
GACGAAAAGAAGCGTCGACGACTTGGTAGAATACGCTCGCGTGTGTTCTCCTTGTCAGTAAGTACGCCAAATTCGT-CGTGGTAAGAACGCGTCTGTTTG 
GACGAAAAGAAGCGTCGACGACTTGGTAGAATACGCTCGCGTGTGTTCTCCTTGTCAGTAAGTACGCCAAATTCGT-CGTGGTAAGAACGCGTCTGTTTG 
GACGAAAAGAAGCGTCGACGACTTGGTAGAATACGCTCGCGTGTGTTGTCCTTGTCAGTAAGTACGCCAAATTCGT-CGTGGTAAGAACGCGTCTGTTTG 
-------------------------------TACGC--------GTT------------AAAT-CG-------CGTACGTT-------CGCGTTA-----
-------------------------------TACGC--------GTT------------AAAT-CG-------CGTACGTT-------CGCGTTA-----
-------------------------------TACGC--------GTT------------AAAT-CG-------CGTACGTT-------CGCGTTA-----
-------------------------------TACGC--------GTT------------AAAT-CG-------CGTACGTT-------CGCGTTA-----
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - -TACGC -- - - -- - -GTT- - - - - - ----- -AAAT-CG- - - - - - -CGTACGTT----- - -CGCGTTA-----
-------------------------------TACGC--------GTT------------AAAT-CG-------CGTACGTT-------CGCGTTA-----
- -- - - - -- ---- ----- - - - -- - - - - -- -- -TACGC---- -- - -GTT-- -- ------- -AAAT-CG--- - -- -CGTACGTT- -- - - - -CGCGTTA-----
- -- --- -- ---- --- -- - - - - - -- -- -- ---TACGC- - -- - - --GTT-- ---- - -- ---AAAT-CG---- -- -CGTACGTT- - - - - --CGCGTTA-----
-------------------------------TACGC--------GTT------------AAAT-CG-------CGTACGTT-------CGCGTTA-----
-------------------------------TAcGC--------GTT------------AAAT-CG-------CGTACGTT-------CGCGTTA-----
-------------------------------TACGC--------GTT------------AAAT-CG-------CGTACGTT-------CGCGTTA-----
-- - - - ---- ---- -- -- - --------- -- - -TACGC------ - -GTT- -- ------ ---AAAT-CG----- --CGTACGTT--- ----CGCGTTA-----
-- --- - -- - - -- - ------------ - - - ---TACGC------- -GTT- - - ---------AAAT-CG----- --CGTACGTT- --- ---CGCGTTA-----
- -- -- - -- - --- -- --- - -- ------ - ----TACGC--- - - ---GTT- - - --- - -- ---AAAT-CG- -- - - --CGTACGTT-------CGCGTTA--- --
-- - - -- - - -- ---- -- - - - - ---- - - - ----TACGC- -- - - ---GTT- -- -- -- -----AAAT-CG- - - -- --CGTACGTT------ -CGCGTTA-----
- - - - - - - - - - - - - -- - - - -- - - - - -- - - - --TACGC- -- - -- - -GTT--- - - -- -- ---AAAT-CG---- - --CGTACGTT--- - - - -CGCGTTA-----
- - - - -- - - --- -- --- -- - - - - -- - - - - ---TACGC- -- - -- - -Gl"T- --- - - - -----AAAT-CG- - - - - --CGTACGTT- - - - - - -CGCGTTA-----
- - -- - - - -- - - -- -- - - - -- -- - -- -- ----TACGC-- - - - -- - GTT--- ---- -- ---AAAT-CG- -- - - --CGTACGTT- - - - -- -CGCGTTA-----
-- - - - -- -- -- -- - --- - - - - - - -- - - ----TACGC--- - - -- -Gl"T- ---- -- - ----AAAT-CG- --- -- -CGTACGTT- - -----CGCGTTA-- ---
----- ---- - -- - --- - - -- --- - -- -- ---TACGC- - - ---- -GTT----- - - --- --AAAT-CG-------CGTACGTT-------CGCGTTA--- --
------- -- - - -- -- -- --------- --- - -TACGC--- -- - --GTT----- ------ -AAAT-CG-- -- - --CGTACGTT----- --CGCGTrA-----
- -- ---- - - -- - - ---- - --- --- -- - - - - -TACGC-- - ---- -GTT-- -- - - - -----AAAT-CG----- - -CGTACGTT-------CGCGTTA-- ---
--- -- - - -- -- ----- - -- ---- - -- - -- --TACGC--- - - ---GTT-- - - - -- -----AAAT-CG------ -CGTACGTT---- - --CGCGTTA- ----
- - - - - - - -- - - - - - -- - - - -- - - --- - -- --TACGC-- -- ----GTT- -- ---- -----AAAT-CG- ---- --CGTACGTT---- ---CGCGTTA-----
- - ---- - -- ----- ---- - -- - - - --- ----TACGC-- -- ----GTT--- -- - ------AAAT-CG----- --CGTACGrT -- -- ---cGCGTTA-----
- -- -- -- - - -- -- - -- -- - - - -- ----- - --TACGC----- -- -GTT- - - ---------AAAT-GG--- -- --CGTACGTT- - - - - - -CGCGTTA-- ---
---------- - - -- -- - - - - -- - ---- ----TACGC-- - - - - - -GTT- -- -- - - - -- - -AAAT-GG- -- -- - -CGTACGTT- - -- - --CGCGTTA-- - --
-- -- ---- - - - - -- - - - -- - - - ---- -- - --TACOC- - - - - -- -GT'I'- - - -- --- - - - -AAAT-GG- - - -- - -CGTACGTT - -- - ---CGCGTTA--- --
------ - -- - - -- - - - - -- - - ----- -- -- -TACGC- -- -- ---GTT- - --- -- -- - - -AAAT-GG-- -- - --CGTACGTT---- ---CGCGTTA- - - --
- -- --- - - -- - - -- --- - --- -- --- - - -- -TACGC------- -GTT-- ---- - - - - --AAAT-GG-- -- -- -CGTACGTT--- - - --CGCGTTA-----
-- -- -- - - -- - -- ----- -- ---- -- -- - --TACGC----- - --GTT--- - ---- - ---AAAT-GG-- -- - - -CGTACGTT-- - -- --CGCGTTA-----
- - -- - - -- -- - ---- -- - - - - -- --- - - - --TACGC-- -- - - --GTT- - --- -- - -- --AAAT-GG- - -- - - -CGTACGTT-- - -- - -CGCGTTA-----
---- --- ------ ----- ---------- ---TACGC--- -----GTT- --- - - ------AAAT-GG---- ---CGTACGTT-------CGCGTTA-----
-- - - - - - - - --- - - -- - - - - - - - - - - - - -- -TACGC- - -- - - - -GTT--- ----- ----AAAT-GG- - -- - - -CGTACGTT- - -- - - -CGCGTTA-----
- -- - - - - - -- - - -- -- - - - - - -- - --- - ---TACGC-- - - - - - -GTT------------AAAT-GG-- --- --CGTACGTT-- -- - --CGCGTTA- - ---
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CKbI 
CKb2 
Cfil 
Cfi2 
Coil 
C'!'bl 
CTh2 
Ckél 
CJO;Ol 
Altbl 
Altb2 
Afil 
Afi2 
Anil 
Arhl 
A'!'b2 
Aoui 
BkI>l 
BkI>2 
8fil 
8fi2 
Bai2 
Boul 
B'f'hl 
B'f'h2 
PKbI 
Pkb5 
Pfil 
Pfi2 
Pail 
PUI 
Pk"l 
PThl 
P'f'h2 
TKbI 
TkI>2 
Tfil 
Tfi2 
Tnil 
Toul 
TThl 
T'1'h2 
TTH 
Tltii 

CKbI 
CKb2 
Cfil 
Cfi2 
Coi1 
CThl 
CTh2 
Ck61 
CJO;OI 
Altbl 
Altb2 
Afil 
Afi2 
Anil 
AThl 
ATh2 
Aoul 
BkI>l 
Bkb2 
Bfii 
BH2 
Boi2 
Boul 
B'!'bi 
BTh2 
PKbI 
Pkl>5 
FfH 
Pfi2 
Poil 
PUI 
Pkél 
PThl 
PTh2 
TKbI 
Tltb2 
Tfil 
Tfi2 
Tnil 
TonI 
TThl 
TTh2 
TTil 
Tkél 

CGAAACACGGGCGATATGTGCAGCGACGATAACGGTTAGATCGTTGAGAAGAGAA-C------GAAAAG-AGTAGAGAGGCGACAAAATAAGGCGCTTC­
CGAAACACGGGCGATATGTGCAGCGACGATAACGGTTAGATCGTTGAGAAGAGAA-C------GAAAAG-AGTAGAGAGGCGACAAAATAAGGCGCTTc­
CGAAACACGGGCGATATGTGCAGCGACGATAACGGTTAGATCGTTGAGAAGAGAA-C------GAAAAG-AGTAGAGAGGCGACAAAATAAGGCGCTTC­
CGAAACACGGGCGATATGTGCAGCGACGATAACGGTTAGATCGTTGAGAAGAGAA-C------GAAAAG-AGTAGAG&GGCGACAAAATAAGGCGCTTC­
CGAAACACGGGCGATATGTGCAGCGACGATAACGGTTAGATCGTTGAGAAGAGAA-C------GAAAAG-AGTAGAGAGGCGACAAAATAAGGCGCTTC­
CGAAACACGGGCGATATGTGCAGCGACGATAACGGTTAGATCGTTGAGAAGAGAA-C------Gl!.l\UG-AGTAGAGAGGCGACAAAATAAGGCGCTTC­
CGAAACACGGGCGATA'l'GTGCAGCGACGATAACGGTTAGATCGTTGAGAAGAGAA-C---- --GAAAAG-AGTAGAGAGGCGACAAAATAAGGCGCTTC­
CGAAACACGGGCGATATGTGCAGCGACGATAACGGTTAGATCGTTGAGAAGAGAA-C------GAAAAG-AGTAGAGAGGCGACAAAATAAGGCGCTTC­
CGAAACACGGGCGATATGTGCAGCGACGATAACGGTTAGATCGTTGAGAAGAGAA-C------Gl!.l\UG-lIGTAGAGAGGCGACAAAATAAGGCGCTTC­
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGA.AATGAAACGGAGGTGAAAAGTrGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGA.AATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGA.AATGAAACGGAGGTGAAAAQTTGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAaAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGA---- -----------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTG.lCGATACCTGTTCGATCGTCGAaAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAaAAATGAAACGGAGGTGAAAGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAGC-GAGA----- -- --------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAaAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-- ---GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTG-GAGA----- ---- ------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTG.lCGATl\CCTGTTCGATCGTCGAGAAAT~-GAGA---------------CGTTTCT 

CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGA.AATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGaAAAGTTGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAA.U.GT'-GAGA---- ---- -------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAA-GAGA---- -----------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGl.TCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGl.- ---- ---- ------CGTTTCT 
CGA- -- --GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAA.U.GT'-GAGl.---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGl.TACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAl\-GAGA--------- ------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAA-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAA.U.GT'-GAGA--- -- -------- --CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGA.AATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTG.lCGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGA.---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTG-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTG-GAGA.---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTG-GAGA.---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTG.lCGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAAC~-GAGA---------------CGTTTCT 

CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAGC-GAGA.--- - ---------- -CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATl\CCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAA~-GAGA----------- - - --CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAA-GAGA-------- ------ -CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAGC-G&GA---------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTrGC-GAGA--- ------------CGTTTCT 
CGA-----GGGCGATATGTGCGGTGACGATACCTGTTCGATCGTCGAGAAATGAAACGGAGGTGAAAAGTTGC-GAGA--- - -----------CGTTTCT 

C-TCTCGAG---------------------CT'lCGTTTTC---TTTT--CGAACGAGATAGGTCCGTCGTCCCGTC--ATATATATAATCTGTAGCGTTTT 
C -TCTCGAG-- - - --- - - - - -------- -CTTCGTTTTC -- -TTTT--CGAACGAGATAGGTCCGTCGTCCCGTC--ATATATATAATCTGTAGCGTTTT 
C-TCTCGAG--------------------CTTCGTTTTC---TTTT--CGAACGAGATAGGTCCGTCGTCCCGTC--ATATATATAATCTGTAGCGTTTT 
C-TCTCGAG--------------------CTTCGTTTTC---TTTT--CGAACGAGATAGGTCCGTCGTCCCGTC--ATATATATAATCTGTAGCGTTTT 
C-TCTCGAG--------------------CTTCGTTTTC---TTTT--CGAACGAGATAGGTCCGTCGTCCCGTC--ATATATATAATCTGTAGCGTTTT 
C-TCTCGAG--------------------CTTCGTTTTC---TTTT--CGAACGAGATAGGTCCGTCGTCCCGTC--ATATATATAATCTGTAGCGTTTT 
C-TCTCGAG--------------------CTTCGTTTTC---TTTT--CGAACGAGATAGGTCCGTCGTCCCGTC--ATATATATAATCTGTAGCGTTTT 
C-TCTCGAG--------------------CTTCGTTTTC---TTTT--CGAACGAGATAGGTCCGTCGTCCCGTC--ATATATATAATCTGTAGCGTTTT 
C-TCTCGAG--------------------CTTCGTTTTC---TTTT--CGAACGAGATAGGTCCGTCGTCCCGTC--ATATATATAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCATTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCATTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCATTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCATTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCATTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTC'rTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCATTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCATTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCATTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A- __ ---CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTfAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAACCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAACCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAACCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCn=CTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAACCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAACCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAACCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAACCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAACCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAACCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA -A - -- - - -CGTCGTCCGGTCGCATATACGT AA TC TGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A - - - - - -CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
CTTCTAGAGCGTCTTCTTCTCCTTCCCCTCTTCGTTTTTAAATTTCTCCGAACGA-A------CGTCGTCCGGTCGCATATACGTAATCTGTAGCGTTTT 
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CGCTTAGC-GTCCGTACGAAAAAGCACGGCATAAGTTTTATA-C-GTT-CGACGTGACCGGCCTA--CGCGCGATTGAACCGCGCGGAGGTAAACGGT-­
CGCTTAGC-GTCCGTACGAAAAAGCACGGCATAAGTTTTATA-C-GTT-CGACGTGACCGGCCTA--CGCGCGATTGAACCGCGCGGAGGTAAACGGT-­
CGCTTAGC-GTCCGTACGAAAAAGCACGGCATAAGTTTTATA-C-GTT-CGACGTGACCGGCCTA--CGCGCGATTGAACCGCGCGGAGGTAAACGGT-­
CGCTTAGC-GTCCGTACGAAAAAGCACGGCATAAGTTTTATA-C-GTT-CGACGTGACCGGCCTA- -CGCGCGATTG&ACCGCGCGGAGGTAAACGGT-­
CGCTTAGC-GTCCGTACGAAAAAGCACGGCATAAGTTT1'ATA-C-GTT-CGACGTGACCGGCCTA--CGCGCGATTGAACCGCGCGGAGGTAAACGGT-­
CGCTTAGC-GTCCGTACGAAAAAGCACGGCATAAGTTTTATA-C-GTT-CGACGTGACCGGCCTA--CGCGCGATTGAACCGCGCGGAGGTAAACGGT-­
CGCTTAGC-GTCCGTACGAAAAAGCACGGCATAAGTTTTATA-C-GTT-CGACGTGACCGGCCTA--CGCGCGA1'TGIUI.CCGCGCGGAGGTAAACGGT-­
CGCTTAGC-GTCCGTACGAAAAAGCACGGCATAAGTTTTATA-C-GTT-CG&CGTGACCGGCCTA--CGCGCGATTGAACCGCGCGGAGGTAAACGGT-­
CGCTTAGC-GTCCGTACGAAAAAGCACGGCATAAGTTTTATA-C-GTT-CGACGTGACCGGCCTA--CGCGCGATTGAACCGCGCGGAGGTAAACGGT-­
CGCTT--AAGTCCGTACGGAAGAGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AG'!rACGCGCGAAGGTAAACGGTG'l' 
CGCTT--AAGTCCGTACGGAllGAGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAA.GCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTACGGAllGAGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAA.GCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTACGGAAGAGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTAC~TAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AG'!rACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 

CGCTT--AAGTCCGTACGGAAGAGCACGGGATAACTT--HAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGC&IUlGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTAC~TAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AG'!rACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTAC~TAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 

CGCTTATAAGTCCGTACGGAAGAGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AG'!rACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTTATAAGTCCGTACGGIIGIlGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGIlGIl.CCGGCCTAAGCGCGCGAT-AG'!rACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTTATAAGTCCGTACGG.lAGIlGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACG&GACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAIlCGGTGT 
CGCTTATAAGTCCGTACGGAAGAGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTTATAAGTCCGTACGGAAGAGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTTATAAGTCCGTAC~TAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 

CGCTTATAAGTCCG'1'ACGGAAGAGCGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAIlCGGTGT 
CGCTTATAAGTCCGTACGGAII.GAGCIoCGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTG'l' 
CGCTT--AAGTCCGTACGGAAAAGCACGGGATAACTT--ATllACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AG'!rACGCGCGllAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGT.C(;l'"-lI ..... GCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTG'l' 
CGCTT--AAGTCCGTACGGAI •• GCICGGGATAACTT--ATllACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAA.GCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTG'l' 
CGCTT--AAGTCCGTACGGI.I.GCIoCGGGATAACTT--AT~CTAA.GCGCGCGAT-AG'!rACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 

CGCTT--AAGTCCG'l'ACG'G" .. • .. GCACGGGATAACTT--ATllACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AG'rACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--IoAGTCCGTACGGAAAAGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGllAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTACGGAAAAGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGC'TT--AAGTCCGTACGGIL' •• GCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGIlGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTACGGAAIoAGCAGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGllAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTACGG.lAGIlGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCOCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTACIJGA'IGAGCACGGGTAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTACGGAAGAGCACGGGTAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGllAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTACGGAAGAGCACGGGATAACTT--A'rIIACAGT'tTCGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTACGGIoAGAGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTACGGA.G"GCICGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAA.GCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTACGGIIAGAGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGAT-AG'!rACGCGCGllAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTACGGIIAGAGCACGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTIoAGCGCGCGAT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 
CGCT'l'--AAGTCCGTICGGI&GAGCIoCGGGATAACTT--ATAACAGTTTCGACGIlCGGCCTAlIGCGCGCGAT-.llG7ACGCGCGllAGGTAAACGGTGT 
CGCTT--AAGTCCGTAC~TAACTT--ATAACAGTTTCGACGAGACCGGCCTAAGCGCGCGlT-AGTACGCGCGAAGGTAAACGGTGT 

ATGACTAA'l'TGGGTACCTAGAATGTCG-ACGTACGTACGCGAATGTTTTAAAACAGGCCGCGACGTCGTCCGCTTTCGAAGGAAA-GGTGCAGIIAGTTT 
ATGACTAA'l'TGGGTACCTAGAATGTCG-ACGTACGTACGCGAATGTTTTAAAACAGGCCGCGACGTCGTCCGCTTTCGAAGGAAA-GGTGCAGAAGTTT'l 
ATGACTAA'l'TGGGTACC'1'AGIoATGTCG-ACGTACGTACGCGAATGTTTTAAAACAGGCCGCGACGTCGTCCGCTTTCGAAGGAAA-GGTGCIoGIoAGTTT 
ATGACTAA'l'TGGGTACCTAGAATGTCG-ACGTACGTACGCGAA'l'GTTTTAAAACAGGCCGCGACGTCGTCCGCTT'TCGIIAGGAI-GGTGC.II.GIIA.G 
ATGACTAATTGGGTACCTAGAATGTCG-ACGTACGTACGCGAA'l'GTTTTAAAACAGGCCGCGACGTCGTCCGCTT'TCGIIAGGAI-GGTGC.II.GIIA.G 
ATGACTAA'l'TGGGTACCTAGAATGTCG-ACGTACGTACGCGAATGTTT1'AAAACAGGCCGCGACGTCGTCCGCTTTCGAAGGAAA-GGTGCAGAAGTTTT 
ATGACTAATTGGGTACCTAGAATGTCG-ACGTACGTACGCGAATGTTTTAAAACAGGCCGCGACGTCGTCCGCTTTCGAAGGAAA-GGTGCAGAAGTTTT 
ATGIICTAATTGGGTACC'!"I.G.AATGTCG-ACGTACGTACGCGAATGTTTTAAAACAGGCCGCGACGTCGTCCGCTTTCGAAGGAAA-GGTGCAGAAGTTTT 
ATGACTAA'l'TGGGTACCTAGAATGTCG-ACGTACGTACGCGAA'l'GTTTTAAAACAGCGCGACGTCGTCCGCTTTCGAAGGAAA-GGTGCAGAAGTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAllAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCT'.I'TCGAAGGlGCGATTTTTT 
&TAATTAATCGGGCACCTlIGlL&AG'I'CGGAGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTT1'T 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCG'I"1'TG'rTT'1C-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAA&AGGTCGCGATTTT1'T 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTC=GAAGGlAAAGGTCGCGATTTT1'T 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAllAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGl' .... AGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGG'fCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGIoAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCT'I'TCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCT&GAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCT'.I'TCGAAGGlGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTC=GAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGT'1'TGtiTiGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCC'l'CTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGIoAAAGGTCGCGATTTTT1' 
"'TAATTUTCGGGCACCT&GAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATUTTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGIoAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTUTCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTC'l:'TTCGlLAGGl\CGCGATTTTTT 
ATUTTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGliiiGAAAC-GG-CGCGACGTTGTC=GAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCT&GAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAA&GGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAJIAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGl'AAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTCGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTTGGACGT&CGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTT1' 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTTGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTTGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATUTTAATCGGGCACCTAGAAAGTTGGACGTAcGTACGCGTTTGTTT1'GAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTTGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTTGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCT'I'TCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATUTTAATCGGGCACCT&GAAAGT'l'GGACGTACGTACGCG'l'TTGTTT1'GAAAC-GG-CGCGACGT'lGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTUTCGGGCACCTAGAAAGTTGGACGTACGTACGCGTT'TGTT'l'T'GAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTUTCGGGCACCTAGAAAGTTGGACGTACGTACGCGTTTGTTTTGAAAC-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTTT 
ATAATTAATCGGGCACCTAGAAAGTTGGACGTACGTACGCG'I"1'TG'rTT'1C-GG-CGCGACGTTGTCCTCTTTCGAAGGAAAAGGTCGCGATTTTT1' 
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ACCGTGTAAGRAAAC'I'TACACGGAAA--GCGTCGCGCCGTTCCGATGGTGTTGAAAGATATTCGCCCGACCGTCQAAAAGGTGCCGTTAAGC'l'TTTTCGG 
ACCGTGTAAGRAAACTTACACGGAAA--GCGTCGCGCCGTTCCGATGG'I'GTTGAAAGATATTCGCCCGACCGTCGAAAAGGTGCCG'l'TAAGC'I'T'l'TTCGG 
ACCGTG'I'AAGRAAACTTACACGGAAA--GCGTCGCGCCGTTCCGATGGTGTTGAAAGATATTCGCCCGACCGTCGAAAAGGTGCCG'I'TAAGC'I'TT'l'TCGG 
ACCGTGTAAGRAAAC'I'TACACGGAAA--GCGTCGCGCCGT'I'CCGATGGTG'I'TGAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGAAAAGG'I'GCCG'l'TAAGCTTT'I'TCGG 
ACCGTGTAAGRAAAC'l'TACACGGAAA--GCGTCGCGCCGT'I'CCGATGG'I'GT'l'GAAAGATA'l'TCGCCCGACCGTCGAAAAGG'l'GCCG'l'TAAGCTTTT'I'CGG 
ACCGTG'I'AAGRAAAC'l'TACACGGAAA- -GCG'I'CGCGCCGT'I'CCGATGG'I'G'I''I'GAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCG'I'CGAAAAGG'I'GCCG'l'TAAGC'I'TT'I'TCGG 
ACCGTGTAAGRAAAC'l'TACACGGAAA--GCGTCGCGCCG'l'TCCGAl'GGTGTTGAAAG.l'l'A'l'TCGCCCGACCG'I'CGAAAAGG'l'GCCG'l'TAAGC'l'TT'l'TCGG 
ACCGTGTAAGRMAC'l'TACACGGAAA--GCGTCGCGCCG'l'TCCGA'I'GG'I'G'l'TGAAAGATA'l'TCGCCCGACCGTCGAAAAGG'l'GCCG'l'TAAGC=GG 
ACCG'I'G'I'AAGRAAAC'l'TACACGGAM--GCGTCGCGCCG'l'TCCGA'I'GGTG'I'TGAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGAJUU\GG'fGCCG'l'TAAGC'I'T'I'T'I'GG 
--------------C'l'TA-A--GAAAAAAAGTCGCGCcG'l'TCcGACGG'I'G'I'TAAAAGA'I'A'l'TCGCcCGACCGTCGlUUI.AGA'l'GCcG'l'TAAGCTC'l"l'TCGC 
--------------C'l'TA-A--GAAAAAAAGTCGCGCCG'l'TCCGACGG'I'G'l'TAAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGAAAAGA'I'GCCG'l'TAAGCTCTTTCGC 
--------------C'l'TA-A--GAAAAAAAGTCGCGCCG'l'TCCGACGG'I'G'l'TAAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCG'I'CGAAAAGA'I'GCCG'l'TAAGC'I'CTTTCGC 
--------------CTTA-A--GAAAAAAAGTCGCGCCG'l'TCCGACGG'I'G'l'TAAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCG'I'CGAAAAGA'l'GCCG'I'TAAGC'I'CT'l'TCGC 
--------------CTTA-A--~GCCG'l'TCCGACGG'l'G'l'TAAAAGAD'I"I'CGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCG'l'TAAGCTCTTTCGC 

--------------C'l'TA-A--GAAAAAAAGTCGCGCCG'I'TCCGACGG'I'G'I'TAAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCGTTAAGC'!CTTTCGC 
--------------CTTA-A--GA&&AAAAGTCGCGCCG'l'TCCGACGG'I'G'I'TAAAAG'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGAAAAGA'I'GCCG!TAAGC'I'C'I"I"I'CGC 
--------------CTTA-A--~GCCGTTCCGACGG'I'G'I'TAAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCG'I'TMGCTCTTTCGC 

-- - -- - -- - - --- -CTTA-A--GA ..... ,. .. AGTCGCGCCGT'I'CCGACGG'I'G'I'TAAAAGATA'l'TCGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCG'l'TMGCTCTTTCGC 
--- - ----- - - ---CTTA-A--G.lIIAAllIGTCGCGCCG'I'TCCGACGGTG'AAAAGA'l'A.'l'TCGCCCGACCGTCGAlUUIGA'l'GCCG'I'TAAGCTCT'I'TCGC 
--------------CTTA-A--GiUIlI.IIJI.AAGG'l'TCCGACGG'I'G'I'TAAAAG'l'A.'l'TCGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCG'l'TAAGC'I'CTTTCGC 
--------------C'l'TA-A--Gl\Ai\.lU\AAG'ICG'l'TCCGACGGTG'l'TAAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCG'I'CGAAAAGA'I'GCCG'l'TAAGCTCTTTCGC 
--------------C'l'TA-A--GAAAAAAAGTCGCGCCG'l'TCCGACGG'l'G'l'TAAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGlUUI.AGA'l'GCCG'l'TAAGCTC'l"l'TCGC 
--------------CTTA-A--GAAAAAAAGTCGCGCCG'I'TCCGACGG'I'G'I'TAAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCG'l'TAAGCTC'I''l'TCGC 
--------------CTTA-A--GlAAAAU.GTCGCGCCG'l'TCCGACGG'I'G'I'TAAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGU.A.1I.GA'l'GCCG'I'TAAGC'I'C'I"I"I'CGC 
--------------C'l'TA-A--GA· .. • .... AGTCGCGCCG'I'TCCGACGG'I'G'I'TAAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGiIAlIAGA'l'GCCG'l'TAAGC'I'C'I"I"CGC 
--------------CTTA-A--GAAAAAAAGTCGCGCCG'I'TCCGACGG'I'G'I'TAAAAGATAT'l'CGCCCGACCGTCGAAIU\GATGCCGT'I'lIAGCTCTTTCGC 
--------------C'l'TA-A--GAU.AAAAG'l'CGCG'l'TCCGACGG'I'G'I'TAAAAGA'I'AT'l'CGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCG'l'TAAGCTCTT'I'CGC 

- - ----------- -C'l'TA-A- -GlIAIJIlIAAG'ICG'l'TCCGACGG'I'G'I'TAAAAG'I'AT'l'CGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCG'l'TAAGCTCTT'I'CGC 
--- --------- - -C'l'TA-A--GlIAlIlUI.UG'I'CGTTCCGACGG'l'G'l'TAAAAGA'I'AT'l'CGCCCGACCGTCGAlUUIGA'l'GCCG'I'TAAGC'I'C'I"I"CGC 
--------------CTTA -A---GAIIIIIIGTCGCGCCGTTCCGACGG'I'G'I'TAAAAGA'l'A.T'l'CGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCG'l'TAAGCTCTT'I'CGC 
--------------C'l'TA-A--GAAAAAAAGTCGCGCCGTTCCGACGG'I'G'l'TAAAAGA'I'AT'l'CGCCCGllCCGTCGAAAAGA'I'GCCG'l'TAAGCTCTTTCGe 
--------------CTTA-A--GiUIlI.IIJI.AAGG'l'TCCGACGG'I'G'l'TAAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCG'I'TAAGC'I'C'l'TTCGC 
--------------CTTA-A--GiUIlI.IIJI.AAGG'l'TCCGACGGTG'l'TAAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCGTTAAGC'!CT'l'TCGC 
-- - ------- ----CTTA-A--GUAllAlAGTCGCQCCG'I'TCCGACGGTG'AAAAGAnT'I'CGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCGT'I'AAGCTCTTTCGC 
------------ --CTTA-A --GlAAAAU.GTCGCGCCGT'I'CCGllCGG'I'G'I'TAAAAGA'I'AT'l'CGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCGT'I'AAGC'I'C'I"I"CGC 
--------------CTTA-A--~CG'I'TCCGACGG'l'G'l'TAAAAGA'l'A.'l'TCGCCCGACCGTCGU.A.1I.GA'l'GCCG'l'TAAGCTCTT'l'CGC 

--------------C'l'TA-A--GU.lAAAAGTCGCGCCG'l'TCCGACGG'I'G'I'TAAAAGA'I'AT'l'CGCCCGACCGTCGAAAlGA'l'GCCG'I'TAAGC'I'C'l"l'TCGC 
--------------CTTA-A--GAIAI .... AGTCGCGCCG'I'TCCGllCGG'I'G'I'TAAAAGAnT'I'CGCccGACCGTCGAAAAGA'l'GCCGT'I'MGCTCTTTCGC 
--------------CTTA-A--GAl\lI.AAAAG'ICGTTCCGACGG'l'G'l'TAAAAGATA'l'TCGCCCGACC~'l'GCCG'I'TAAGCTCTTTCGC 

--- -----------CTTA-A--G.lalIIU&GTCGCGCCG'l'TCC~'I'AT'l'CGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCGT'I'AAGCTCTT'I'CGC 
--------------CTTA-A--GAAAAAAAGTCGCGCCGT'I'CCGACGG'I'G'I'TAAAAGA'I'AT'l'CGCCCGACCGTCGAAAAGA'l'GCCG'l'TAAGCTC'I'T'I'CGC 
--------------C'l'TA-A--GAAAAAAIGTCGCGCCG'I'TCCGACGG'I'GT'I'AAAAGA'I'A'l'TCGCCCGACCGTCGA.U.AGA'l'GCCGT'I'AAGC'I'C'l"l'TCGC 
--------------CTTA-A--~CG'I'TCCGACGG'I'GT'I'AAAAGA'l'A.T'l'CGCCCGACCGTCGlUUI.AGA'l'GCCG'l'TAAGC'I'C'I"I"CGC 

--------------CTTA-A--GAlAlAAAGTCGCGCCGT'I'CCGACGGTGT'I'AAAAGA'I'AT'l'CGCCCGACCGTCG.1I.AIIAGA'l'GCCG'l'TMGCTCTTTCGC 

'l'TACAllACGGACTAAAGTCGAMGTAA'l'CGCGCGCGCGAGACTT'I'TAAGTCGGCACGCCTCG'I"I'TGTATTTAACGTA'l'TATTTAGTGCCGTACA'I'ATTTA 
'l'TACAllACGGAC'I'AAAGTCGAMGTAATCGCGCGCGCG.AGACTT'l'TAAGCGGCACGCC'I'CG'I"I'TATTTAACGTATTATTTAG'I'GCCG'I'ACA'I'ATTTA 
'l'TACMACGGACTAAAGTCGAAAGTAATCGCGCGCGCGAGACTT'I'TMGTCGGCACGCCTCGT'I'TG'I'ATTTAACG'I'ATTATTTAGTGCCG'I'ACA'I'ATTTA 
'l'TACAAACGGlICTAAAGTCGAMGTAATCGCGCGCGCGAGACTT'I'TMGTCGGCACGCCTCGT'I'TGTATTTAACG'I'A'l'TATTTAGTGCCGTACA'I'ATTTA 
'l'TACMACGGACTAAAGTCGAAAGTlt.ATCGCGCGCGCGAGAC'l'T'l'TMGTCGGCACGCCTCGT'I'TGTATTTAACGTA'l'TATTTAGTGCCGTACAnTTTA 
'l'TACAAACGGACTAAAGTCGAMGTlIATCGCGCGCGCGAG.lCTTTTAAGTCGGCACGCC'I'=ATTTAACGTA'l'TATTTAGTGCCG'I'ACATA'I''l'TA 
'l'TACAAACGGACTAAAGTCGAMGTlIATCGCGCGCGCGAGAC'l'T'l'TAAGTCGGCACGCCTCGT'I'TGTATTTAACGTA'l'TATTTAGTGCCG'I'AClI'I'ATTTA 
TTACMACGGACTAAAGTCGAlIAGTlIA'I'CGCGCGCGCGAGAC'l'T'l'TlIAG'I'CGGCACGCCTCGT'I'TG'I'ATTTAACGTA'l'TATTTAGTGCCGTACA'I'ATTTA 
'l'TACMACGGACTAAAGTCGAMGTAATCGCGCGCGCGAGACTTTTAAGTCGGCACGCCTcG'I"I'TG'I'ATTTAACGTA'l'TATTTAGTGCCGTACATAT'l'TA 
G'l'ACC-ATGGACTAAAGTCGAG.IACGATCGCGCGCGCGAG.lCTC'l'TlUI.GTCGGCACGCCTCG'I"I'TG'I'ATCTAACGTAT'I'C'I'CTAGTGCCGTACGTATTTA 
GTACC-A'I'GGACTAAAGTCGAGAACGlTCGCGCGCGCGAG.lCTCTTAAG'I'CGGCACGCCTCGT'I'TGTA'l'CTAACG'I'AT'I'C'I'CTAGTGCCG'I'ACG'I'ATTTA 
G'l'ACC-ATGGAC'I'AAAGTCGAGlACGATCGCGCGCGCGAGAC=AAGTCGGCACGCC'l'CG'I"I'TG'I'ATCTAACGTA'l'TCTC'I'AG'I'GCCG'I'ACG'I'ATTTA 
GTACC-A'l'GGAC'I'AAAGTCGAGAACGA'I'CGCGCGCGCGAGAC=MGTCGGCACGCCTCGT'I'TG'I'ATCTAACGTA=lIG'I'GCCG'I'ACG'I'A'I''l'TA 
GTACC-ATGGACTAAAGTCGAG.IACGA'I'CGCGCGCGCGAGAC=AAGTCGGClCGCCTCGT'I'TGTA'I'C'I'AACG'I'AT'l'CTCTAGTGCCG'I'ACG'I'A'l'T'I'A 
G'l'ACC-ATGGACTAAAGTCGAGAACGA'l'CGCGCGCGCGlIGiICTC'l'TMGTCGGCACGCCTCGT'I'TGTA'I'CTAACGTA'l'TCTC'I'AG'I'GCCG'I'ACGTA'l"l'TA 
G'I'ACC-ATGGACTlIAIG'I'CGAGAACGATCGCGCGCGCGAGACTCT'I'MGTCGGCACGCCTCG'I''l'TGTATCTAACG'I'A'l'TCTCTAGTGCCG'I'ACG'I'A'I'T'l'A 
G'l'ACC-A'l'GGACTAAAGTCGAGAACGATCGCGCGCGCGAGACTC'l'TAAGTCGGCACGCC'l'CGTTTG'I'ATCTAACG'I'A'I"I'C'I'CTAGTGCCGTACG'I'A'l"l'TA 
GTACC-A'l'GGACTAAlGTCGAG.lACGATCGCGCGCGCGAGACTCT'I'MGTCGGCACGCCTCGT'I'TG'I'ATCTAACGTA'l'TC'I'CTAGTGCCGTACGTAT'I'TA 
GTACC-ATGGAC'I'AAAGTCGAG.lACGA'I'CGCGCGCGCGAGAC=MGTCGGCACGCCTCG'I"I'TG'I'ATCTUCGTA'l'TC'l'CTAGTGCCGTACG'I'AT'I''I'A 
G'l'ACC-ATGGACTAAAGTCGAGAACGl.TCGCGCGCGCGAGACTCTTMGTCGGCACGCCTCGT'I'TG'I'ATCTAACGTA=AGTGCCGTACGTA'l"l'TA 
GTACC-ATGGACTAAAGTCGAGAACGA'I'CGCGCGCGCGAGAC=MGTCGGCACGCCTCGT'I'TGTATCTAACG'I'A'l'TCTC'I'AGTGCCG'I'ACG'I'A'l"l'TA 
G'l'ACC-ATGGAC'I'AAAGTCGAGAACGA'l'CGCGCGCGCGAGACTC'l'TMGTCGGCACGCC'l'CGT'I'TGTA'I'C'I'AACG'I'A'l'TCTCTAGTGCCGTACG'I'A'l"l'TA 
G'l'ACC-A'I'GGACTAAAGTCGAGAACGA'l'CGCGCGCGCGAGAC=AAGTCGGCACGCCTCGT'I'TGTA'I'C'I'AACGTA=AGTGCCG'l'ACGTA'l"l'TA 
GTACC-ATGGAC'I'AAAGTCGAG.IACGA'l'CGCGCGCGCGAGAC'I'C'l'TAAGTCGGCACGCC'I'C=A'l'CTAACG'I'AT'I'C'I'C'I'AGTGCCG'I'ACGTATTTA 
G'l'ACC-ATGGAC'I'AAAGTCGAGAlCGI'l'CGCGCGCGCGAGAC'l'C'l'TAAGTCGGCACGCCTCG'I"I'TGTATCTAACG'I'A'l'TCTCTAGTGCCG'I'ACGTA'l"l'TA 
G'l'ACC-ATGGACTAAAGTCGAGAACGA'l'CGCGCGCGCGAGAC'I'C'l'TAAGTCGGCACGCCTCG'I"I'TGTATC'I'AACG'I'ATTC'I'CTAGTGCCGTACG'I'A'l'TTA 
GTACC-A'l'GGACTAAAGTCGAGAACGA'I'CGCGCGCGCGAGACTCTTAAG'I'CGGCACGCC'l'CGT'l'TGTA'I'CTAACG'I'ATTCTCTAGTGCCGTACG'I'A'I'T'I'A 
G'l'ACC-ATGGACTAAAGTCGAGAACGATCGCGCGCGCGAGACTCTTAAG'I'CGGCACGCCTCG'l"l'TGTA'I'C'I'AACGTA'l"l'CTC'I'AGTGCCGTACGTA'l'TTA 
GTACC-A'I'GGAC'I'AAAGTCGAGAACGATCGCGCGCGCGAGAC'I'C'l'TAAGTCGGCACGCCTCGT'I'TG'I'ATC'I'AACGTA'l'TCTC'I'AGTGCCG'I'ACG'I'A'I''l'TA 
GTACC-ATGGACTAAAGTCGAGAACGI'l'CGCGCGCGCGAGAC'I'C'l'TMGTCGGCACGCCTCG'I"I'TG'I'ATCTAACGTA'l'TCTCTAG'l'GCCG'I'ACG'I'A'l'TTA 
GTACC-A'I'GGACTAAAGTCGAGAACGA'l'CGCGCGCGCGAGAC'I'CTTMGTCGGCACGCC'I'CG'I"I'TG'I'A'I'C'I'AACG'I'A'I"I'CTCTAG'I'GCCGTACG'I'A'l'TTA 
G'l'ACC-ATGGAC'I'AAAGTCGAGAACGA'l'CGCGCGCGCGAGAC'l'C'l'TMGTCGGCACGCC'l'CGT'l'TGTATC'I'AACGTA'I''I'CTCTAGTGCCG'I'ACG'I'A'I''I''I'A 
GTACC-ATGGAC'I'AAAGTCGAGAACGA'l'CGCGCGCGCGAGAC'I'C'l'TAAGTCGGCACGCC'l'CGT'I'TGTA'I'C'I'lIACG'I'A'l'TCTCTAG'I'GCCG'I'ACG'I'AT'I"I'A 
G'l'ACC-ATGGAC'I'AAAGTCGAGAACGATCGCGCGCGCGAG.lCTC'l'TlUIGTCGGCACGCC'l'CG'I"I'TGTA'I'C'I'AACGTA'I"I'C'I'C'I'AGTGCCG'I'ACG'l'ArTTA 
G'l'ACC-ATGGACTAAAGTCGAG.IICGA'l'CGCGCGCGCGAGAC'I'C'I"I'AAGTCGGCACGCC'l'CGT'I'TG'I'ATCTAACG'I'AT'I'C'I'C'I'AGTGCCG'I'ACG'I'A'l"l'TA 
G'l'ACC-A'I'GGACTAAAGTCGAGAlCGA'l'CGCGCGCGCGAGAC'I'CTTMGTCGGCACGCCTCGTT'I'GTATCTAACGTA'l'TC'I'C'I'AG'I'GCCG'I'ACG'I'AT'l'TA 
GTACC-A'I'GGACTAAAGTCGAGAACGA'I'CGCGCGCGCGAGACTCTTlIAGTCGGCACGCC'I'CG'I'T'l'GTATCTAACGTATTC'I'C'I'AGTGCCGTACGTAT'l'TA 
GTACC-ATGGAC'I'AAAGTCGAGAACGATCGCGCGCGCGAGAC'I'CT'I'AlGTCGGCACGCCTCG'l'TTGTATC'I'AACGTATTCTC'I'AGTGCCG'I'ACGTATTTA 
G'l'ACC-ATGGACTAAAGTCGAGAACGI'l'CGCGCGCGCGAGACTCTTMGTCGGCACGCC'l'CG'l"l'TG'I'ATC'I'AACGTA'l'TCTC'I'AGTGCCGTACG'I'AT'I'TA 
G'l'ACC-ATGGACTAAAGTCGAGAACGA'l'CGCGCGCGCGAGACTCTTAAGTCGGCACGCCTCGT'I'TG'I'ATCTAACGTAT'I'C'I'CTAGTGCCG'I'ACG'I'A'l"l'TA 
GTACC-A'l'GGACTAMGTCGAGAACGA'l'CGCGCGCGCGAGACTC'l'TAAGTCGGClCGCCTCG'I"I'TG'I'ATCTAACGTA'l'TC'I'C'I'AGTGCCG'I'ACG'I'AT'I'TA 
GTACC-A'I'GGACTAAlGTCGAGAlCGATCGCGCGCGCGAGACTC'l'TAAG'I'CGGCACGCC'I'CGT'I'TGTATCTAACGTA'l'TC'l'CTAGTGCCG'I'ACGTA'l"l'TA 
GTACC-A'l'GGACTAAAGTCGAGAACGATCGCGCGCGCGAGACTC'l'TAAG'I'CGGCACGCC'l'CG'I"I'TG'I'ATC'I'AACGTATTCTCTAG'I'GCCGTACGTATTTA 
GTACC-A'I'GGACTAAAGTCGAGAACGA'l'CGCGCGCGCGAGAC'l'C'l'TAAGTCGGCACGCCTC=A'I'CTAACGTA'l'TCTCTAG'I'GCCGTACG'I'A'I'T'I'A 
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CAGAGTTTCCGTGAAGCGCGAGTATTTTCGCGTTTTTTC-ATATAAAAATCTCTGTTGAACACTTGCCACTT----TAAAAGAAGACGTTAGCTCATGCA 
CAGAGTTTCCG'rGAAGCGCGAG'rATTTTCGCGTTTTTTC-ATATAAAAATCTCTGTTGAACACTTGCCACTT----TAAAAGAAGACGTTAGCTCATGCA 
CAGAG'rTTCCGTGAAGCGCGAGTATTTTCGCGTTTTTTC-ATATAAAAATCTCTGTTGAACACT'rGCCACTT----TAAAAGAAGACGTTAGCTCATGCA 
CAGAGTT'rCCGTGAAGCGCGAGTATTTTCGCGTTTTTTC-ATATAAAAATCTCTGT'rGAACACTTGCCACTT----TAAAAGAAGACGTTAGCTCATGCA 
CAGAGTTTCCGTGAAGCGCGAGTATTTTCGCGTTTTTTC-ATATAAAAATCTCTGTTGAACACTTGCCACTT----TAAAAGAAGACGTTAGCTCATGCA 
CAGAGTTTCCGTGAAGCGCGAGTATTTTCGCGTTTTTTC-ATATAlIAAATCTCTGTTGAACACTTGCCAC'r'I'----TAAAAGAAGACG'rTAGCTCATGCA 
CAGAGTTTCCGTGAAGCGCGAG'l'ATTTTCGCGTTTTTTC-ATATAlIAAATC~CACTT----TAAAAGAAGACGTTAGCTCA'I'GCA 

CAGAGTTTCCGTGAAGCGCGAG'l'AT'I'TTCGCGTTTTTTC-A'rA'rAAAAA'rCTCTG'l"l'GlIACACTCAC'r'I'----TAAAAGAAGACGTTAGCTCATGCA 
CAGAGTTTCCGTGAAGCGCGAG'l'A'!T!."TCGCGTTTTTTC-A'rA'rAllAAATC'rCTGTTGAACACTTGCCACTT----TAAAAGAAGACGTTAGC'rCATGCA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATGG!."TTTCGCGTT7.'TTTCAA'rA'rAAC'1'A'rAACCATTGAACACTTGCCACC'rAGA!."TAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGT?TCCG'rAAAGCGCGATGGTTTTCGCGTTTTTTCAA'rA'rAAC'rATAACCATTGAACACTTGCCACC'rAGATTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCG'rAAAGCGCGATGGTTTTCGCGTTTTTTCAATATAACTA'rAACCATTGAACACTTGCCACC'rAGAT'rAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATGGTTTTCGCGTTTTTTCAATA'rAAC'rATAACCATTGAACAC'r'I'GCCACC'rAGA'r'I'AAAA---GACGT'rAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCG'rAAAGCGCGA'rGGTTT'rCGCGTTTTTTCAA'rATAAC'rATAACCAT'rGU.CACT'rGCCACC'rAGA'r'I'AAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATOOn'TTCGCGTTTTTTCAATATAAC'rATAACCA'rTGAACACTTGCCACC'rAGATTAAAA---GACGTTAGC'rCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGiU'GGTTTTCGCGTTTTTTCAA'rATAAC'rA'rAACCATTGAACACTTGCCACCTAGATTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATOOn'TTCGCGTTTTTTCAA'rA'rlUl.CTA'rAACCATTGAACACTTGCCACC'rAGATTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGlI.GTTTCCG'rAAAGCGCGATOOn'TTCGCGTTTTTTCAA'rA'rlUl.CTA'rAACCATTGAACACT'l'GCCAGATTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATOOn'TTCGCGTTTTTTCAATA'rlUl.CTUAACCATTGAACACTTGCCACCTAGlI.TTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATOOn'TTCGCGTTTTTTCAAftTlUI.CTATAACCATTGAACAc:TTGCCACCTAGATTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATGGTTTTCGCGTTTTTTCAA'rAnACTATAACCATTGAACACTTGCCACCTAGATTAAAA---GACGT'rAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGA'rGGTTTTCGCGTTTTTTCAA'rA'rAACTATAACCATTGU.CACTTGCCACCTAGATTAAAA---GACG'rftGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATGGTTTTCGCGTTTTTTCAA'rA'rAAC'rATAACCATTGAACACTTGCCACCTAGATTAAAA---GACGT'l'AGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATOOn'TTCGCGTTTTTTCAA'rATlUI.CTA'rAACCATTGAACACTTGCCACC'rAGATTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATGGTT'HCGCGTTTTTTCAATATlUI.CTA'rAACCATTGAACACTTGCCACC'AGATTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
~AAAGCGCGil=TCGCGTTTTTTCAA'rATAAC'rA'rAACCATTGAACACTTGCCACC'rAGI.TTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 

CAGAGTTTCCGTMAGCGCGATOOn'TTCGCGi 111 i lCAA'rA'rAAC'1'A'I'AACCATTGAACACTTGCCACC'I'AGl.TTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATOOn'TTCGCGTTTTTTCAATATAAC'rA'I'AACCATTGAACACTTGCCACCTAGl.TTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGI.G'I'T'I'CC.IAAGCGCGilTOOnGCGTTTTTTCAATA'I'AAC'rA'I'AACCATTGAACAc:TTGCCACTAGilTTAAAA---GACGT'l'AGCTCGTTTA 
ClLGilGT"I'TCCTGGTTT'fCGCGTT''I'AnAC'rAftACCATTGAACAc:TTGCCACTAGl.TTlIAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGA'I'GGTTTTCGCG'I.'TTTT'I'A'I'AAC'I'A'I'AACCATTGAACACTTGCCACCTAGl.TTAAAA---GACGT'l'AGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGA'l'GGTTTTCGCGTTTTTTCAA'I'A'I'AACTATAACCA'r'I'GAACACTTGCCACCTAGII.TTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGA'rGG!."TTTCGCGTTTTTTCAA'I'AnAC'rATAACCATTGAACACTTGCCACC'rAGilTTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCG'rAAAGCGCGATGGTTTTCGCGTTTTTTCAA'rATlUI.CTA'rAACCATTGAACACTTGCCACCTAGATTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATGGTTT'fCGCGTT''rA'rAAC'rATAACCATTGAACAC'r'l'GCCACCTAGl.TTAAAA---GACGT'l'AGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTMAGCGCGATOOn'TTCGCGTTTTTTCAAft'rAAC'rATAACCATTGAACACTTGCCACCTAGATTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATOOn'TTCGCGTTTTTTCAAnTlUI.CTA'I'AACCATTGAACAC'rTGCCAC'rAGI.TTAAAA---GACGT'l'AGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGT'AAAGCGCGATGGTTT'fCGCGTT''I'ATAACTA'I'AACCATTGAACACTTGCCACCTAGl.TTAAAA---GACGT'l'AGCTCGTTTA 
CAGIIGTrTCCG'l'GCGATGGTTT'fCGCGTT'ftnAC'rA'I'AACCATTGAACACTTGCCACCTAGl.TTlIAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTl'CCG'I'GATGGTTT'fCGCGTT'ftDACTA'rAACCAT'fGUCACTI'GCCACC'rll.G'M'TAAAA---GACGT'l'AGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGA'rGGT'I'TTCGCGTTTTTTCAA'rAnACTATAACCATTGAACACTTGCCACCTAGATTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCG'rAAAGCGCGA'l'GGTTTTCGCGTTTTTTCAATAnACTA'rAACCATTGAACACTTGCCACCTAGilTTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGTTTCCGTAAAGCGCGATOOn'TTCGCGTTTTTTCAATA'I'AAC'rA'I'AACCATTGAACACTTGCCACCTAGATTAAAA---GACGTTAGCTCGTTTA 
CAGAGT'r'l'CCGTAAAGCGCGA'I'GG!."TTTCGCGTTTTTTCAATA'rAACTA'rAACCATTGAACACTTGCCACCTAGl.TTAAAA---GACGT'l'AGCTCGTTT1\ 

CGGGCGCGCG'l'CTAA'rAAAACGATTACCCrGilUlCOOlr'Gll.ul::a.::======GliUi'GIlAG 
CGGGCGCGCGTCTAA'l'AAAACGATTAC~!GIUlG 

CGGGCGCGCGTCTAATAAAACGATTAC~~ 

CGGGCGCGCGTCTAA'l'AAAACGATTAC~::~~;:~~;::::;~::::~:!~~ CGGGCGCGC=AAnAAACGilTTAC~2'CAcnGGC:n::G~!GIUlG 
CGGGCGCGCGTC'rAATAAAACGATTAC~~ 

CGGGCGCGCGTCTAA'I'AAAACGATTACCCrGilUlCOOlr'Gll.ul::a.::======l>M:'GAAG 
CGGGCGCGC=AA'rAAAACGA'r'I'AC~!GIUlG 
CGGGCGC=CTAA'rAAAACGATTAC~!GIUlG 
CGCGGGCGCGTCTAA'rAAAACGATTAC~~1'GAAG 

CGCGGGCGC=AATAAAACGATTAC~::~~;:~~~:::;~::::~::~~ CGCGGGCGCGTC'rAATAAAACGATTACC 
CGCGGGCGCGTC'rAA'rAAAACGATTAC~1'GAAG 

~~GATTAC~::~~;:~~~:::;~::::~::~~ CGCGGGCGCGTCTAATAAAACGATTACC 
CGCGGGCGCGTCTAA'rAAAACGA'r'I'ACCC'l'Gl.ACOOl!'G~1'Gi\AG 

CGCGGGCGCGTC'rAATAAAACGATTAC~=~TGAAG 
CGCGGGCGCGTCTAA'rAAAACGATTAC~1'Gi\AG 

CGCGGGCGCGTCTAA'I'AAAACGA'r'I'AC~~1'GAAG 

CGCGGGCGC=AA'rAAAACGATTAC~~1'Gi\AG 
CGCGGGC=AA'rAAAACGATTAC~1'Gi\AG 

CGCGGGCGCGTCTAA'rAAAACGATTAC~~!GIUlG 

CGCGGGCGCGTCTAATAAAACGATTAC~!GIUlG 

CGCGGGCGC=AATAAAACGATTAC~!GIUlG 

CGCGGGCGCGTC'rAATAAAACGATTAC~!GIUlG 

CGCGGGCGCGTC'rAA'rAAAACGATTAC~~TGAAG 

CGCGGGCGC=AATAAAACGATTACcc:!'GIIilCGG'.~TGAAG 

CGCGGGCGCG'rC'rAATAAAACGATTAC~1'Gi\AG 

CGCGGGC=AATAAAACGATTAC~~1'GAAG 

CGCGGGCGCGTCTAA'I'AAAACGA'I''rAC~1'GAAG 

CGCGGGCGC=AA'rAAAACGATTACCCTGI.IlCOOlf'G~TCGA1'GAAG 
CGCGGGCGCGTC'rAA'I'AAAACGATTAC~~1'GAAG 

CGCGGGCGCGTC'I'AATAAAACGATTACCCI'GiI~~I'GiI~~~~~~~~~~~~ 

CGCGGGCGCGTCTAA'rAAAACGATTAC~~1'GAAG 
CGCGGGCGCGTCTAAnAAACGilTTAC~1'GAAG 

CGCGGGCGCGTC'I'AATAAAACGATTACCC'l'GI.ACOOl!'G~1'GAAG 
CGCGGGCGCG'rCTAA'rAAAACGATTACCCTGAACGG~G=TCGATGAAG 
CGCGGGCGCGTCTAATAAAACGA'I''rAC~TCGA1'GAAG 

CGCGGGCGCGTCTAATAAAACGATTACCC~~~I'GiI~~~~~~~~~~~~ 

CGCGGGCGC=AATAAAACGATTAC~~rGIlAG 
CGCGGGCGCGTCTAA'lAAAACGATTAC~~rGIlAG 

CGCGGGCGCGTCTAATAAAACGATTACCC'l'GI.ACOOl!'GTCIIC!'TGGC'l'CCGA1'Gi\AG 
CGCGGGCGCGTC'rAA'rAAAACGA'rTAC~==TCGA1'GAAG 

CGCGGGCGCGTC'rAATAAAACGATTAC~~1'GAAG 

Il.2. ARBRES PHYLOGENETIQUES 
Les arbres que nous avons obtenus avec les trois algorithmes de 
phylogénétiques (Neighbor.Joining, maximum de parcimonie, maximum 
vraisemblance) sont de topologie très comparables. La figure 16 représente celui obtenu en 
maximum de parcimonie. 

reconstruction 
de 
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III. DISCUSSION 

111.1. LES SEQUENCES ITSI 

Le premier constat que l'on peut faire en analysant les séquences obtenues est la 

grande différence de longueur existant entre la séquence ITS 1 chez Caryedon serra/us issu 

de Cassia sieberiana et les autres: environ 130 pb. Ceci semble résulter de nombreuses 

mutations qui consistent en grande partie en un ajout (insertion) de nucléotides chez la 

souche "C. sieberiana"; quelques rares délétions sont observées cependant dans le génome 

de C. serra/us issu de C. sieberiana. La plupart de ces mutations se localisent dans des 

zones hautement mutationnelles constituées d'une série de deux ou plusieurs nucléotides 

répétés. Souvent appelées ADN satellite, ces séquences offrent de nombreuses possibilités 

de conversion génique et de recombinaison inégale (Charlesworth el al., 1994). 

Les fonctions de ces séquences sont mal connues malS Miklos (1985) pense 

fortement qu'elles auraient un rôle important dans la détermination de la longueur du 

centromère, l'appariement des chromosomes et la recombinaison, la détermination de 

l'architecture tridimentionnelle du noyau et surtout la réorganisation du génome qui peut 

accompagner le processus de spéciation. Il existe une autre hypothèse: les différences entre 

les organismes pour les séquences répétées provoquent des effets phénotypiques mineurs 

(Hartl, 1994) ; par conséquent, les séquences ne sont pas soumises aux forces classiques de 

la sélection naturelle qui agissent au niveau phénotypique. Ces séquences d'ADN 

pourraient aussi avoir leur propre dynamisme évolutif déterminé par la conversion génique 

et la recombinaison inégale. Le nombre de répétitions de chaque séquence pourrait être 

augmenté ou diminué par des recombinaisons inégales ou d'autres phénomènes. Ce dernier 

constat pourrait faire penser à une possibilité de formation de boucles dans l'ITS 1 de C. 

serratus issus de C. sieberiana; boucles qui se seraient formées au niveau de ces ADN 

satellites et qui s'ouvriraient lors de la dénaturation de l'ADN avant séquençage. 

L'ensemble des questions soulevées par la fonction des séquences répétées qui semblent 

être le lieu de mutation chez l'lIS 1 de C. serratus, a été discuté par Miklos (1985); il 

souligne l'insuffisance de diverses hypothèses et conclut que l'ADN satellite est sans doute 

de l'ADN égoïste ct que les principaux mécanismes de son évolution sont les mutations, la 

conversion génique, la recombinaison inégale et la dérive génétique. Cependant quelle que 
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soit l'interprétation que l'on donne à cette différence de longueur de l'lTS 1 chez les souches 

de C serratus, il est évident qu'il existe une forte différenciation génétique entre la souche 

roC sieberiana" et les autres. Seules 67,8% des bases des deux groupes sont alignables ce 

qui témoigne d'une divergence mutationnelle élevée. 

D'autre part, à l'intérieur du groupe formé par les souches "Arachide", "8auhinia", 

"Piliostigma" et "Tamarindus", il existe des in.-;;ertions et/ou remplacements de nucléotides 

qui permettent d'identifier chaque souche. En effet, si l'on prend comme séquence de 

réfcrence, celle obtenue avec les individus de la souche "arachide", "8auhinia" est 

caractérisée par une insertion AT en position 406. Cette insertion se retrouve chez tous les 

individus de la souche "8auhinia" analysés. La souche "Tamarindus" est caractérisée par 

deux remplacements: G à la place de C en position 165 et T à la place de C en position 

526. En excluant C. serratus issu de C sieberiana des analyses, on peut penser qu'il existe 

à l'intérieur du second groupe peu de sites informatifs mais suffisants pour les discriminer. 

Avec ce niveau de variabilité intraspécifique, on peut dire que l'lTS 1 de C serratus 

constitue un bon marqueur et permet de caractériser chaque souche. Notons que les 

bruches inféodées à Piliostigma reticulatum et celles qui infestent l'arachide ont les mêmes 

séquences ITS 1. Cette similitude entre ces deux souches a été déjà signalée lors d'études 

morphométriques et allozymiques (Sembène & Delobel, 1996 et 1998). 

111.2. RELATION ENTRE POPULATIONS DE C SERRATUS 

Le dendrogramme (Fig. 16) montre deux groupes distincts: un groupe formé des 

échantillons de la souche "c sieberiana" et un autre composé du reste des échantillons. La 

valeur de la distance génétique de Kimura entre les individus "c sieberiana" et ceux des 

autres plantes-hôtes est de 0,62. Celle de Nei séparant ces deux groupes par analyse 

allozymique est de 0,55 (Sembène, 1997). Ces distances excèdent les distances génétiques 

typiques entre sous-espèces chez les invertébrés (Klein & Seitz, 1994 ; Emelianov et al., 

1995). Une telle différence peut faire penser à l'existence chez Cassia sieberiana d'une 

espèce jumelle de C serratus. Cependant des expériences de croisements contrôlés ont 

permis de vérifier que malgré cette différenciation génétique, les bruches intcodées à C 

sieberiana et celles infestant P. reticulatum s'hybrident au laboratoire et donnent une 
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descendance fertile. La fécondité est statistiquement deux fois moindre qu'un témoin: par 

exemple Cassia x Cassia ou Pilostigma x Piliostigma. Mais, il est très souvent énoncé par 

des auteurs qu'un isolement reproductif peut apparaître entre des populations encore reliées 

par des flux de gènes à condition que la sélection favorisant les individus adaptés à chacun 

des hôtes soit forte comparativement à ces flux (Rice & Hostert, 1993). Se pose à nous la 

difficulté que les spécialistes ont à être d'accord sur la notion d'espèce. Une telle distance 

génétique peut-elle pennettre d'affirmer que les populations de C. serratus issues de C. 

sieberiana sont une espèce jumelle? D'autre part, les individus appartenant à cette "espèce" 

ne révèlent aucune différence morphologique décelable à l'observation par rapport à ceux 

provenant de l'arachide, de B. rufescens, de Piliostigma reticulatum ou de T. indica. Mais 

bien que s'hybridant au laboratoire, rien n'indique que les deux "espèces" s'hybrident dans 

la nature. Une telle distance génétique et le fait que la souche C. sieberiana ne révèle que 3 

des 7 locus micro satellites mis en évidence (voir chapitre suivant) d'une part, et qu'elle soit 

la seule à présenter une duplication du locus ADHI (Sembène et al., 1998) font penser que, 

dans la nature, les deux pools génétiques sont quasi isolés l'un par rapport à l'autre. 

L'émergence de l'évolutionnisme a amené à contester la notion d'espèce telle que 

précedemment défmie. A ce titre Lamarck (17 44-1829) bien qu'ayant décrit de nombreuses 

espèces est arrivé à écrire que " la nature n'a fourni ni classes, ni ordre, ni famille, ni 

genres, ni espèces constants mais seulement des individus qui se succèdent les uns aux 

autres et qui ressemblent à ceux qui les ont produits ... Les espèces se fondent les unes dans 

les autres, de sorte qu'il nt y a aucun moyen de d~finir par une expression les différences 

qui les séparent". Quant à Darwin (l859), il écrit: " Je considère le terme d'espèce comme 

arbitrairement donné par pure commodité à un ensemble d'individus se ressemblant 

beaucoup entre eux ... " Il est certain que la notion de continuum évolutif paraît en 

opposition avec la défmition d'espèce. Cependant, selon la défmition classique de l'espèce 

biologique (Mayr, 1942 in Solignac et al., 1995), les espèces sont des groupes de 

populations réellement ou potentiellement capables de se croiser et qui sont 

reproductive ment isolées des autres groupes ayant les mêmes propriétés. Elle revient à 

considérer l'espèce comme un ensemble de gènes qui se transmettent d'une génération à 

l'autre, protégés des pools géniques des autres espèces par l'isolement reproducteur. 
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Notons aussi que compte tenu de la variabilité génétique, phasaire ou 

environnementale, le critère morphologique perd de sa valeur. Il peut même devenir source 

d'erreurs quand il recouvre des réalités biologiques différentes, comme dans le cas 

d'espèces jumelles (Solignac et al., 1995 ; Hart!, 1994). L'étude de l'ensemble Drosophila 

pseudoobscura a certainement joué un rôle dans cette nouvelle conception de la notion 

d'espèce (Mayr & Pro vine, 1980). D'autres exemples d'espèces jumelles ont depuis été 

donnés: les mouches Rhagoletis mendax, contaminant des myrtilles et Rhagoletis 

pomonella contaminant des pommiers et des aubépines (Feder et al., 1994). Chez Viteus 

(Daktulospharia) vitifoliae (Hemiptera: Phylloxeridae), important ravageur des vignes, il 

est classique de reconnaître des isolats qualifiés de biotypes sur la seule base du 

comportement alimentaire plus ou moins agressif des hémiptères, de leur taux de 

reproduction et de leur capacité à provoquer le déclin des vignes. Des marqueurs RAPD 

ont permis de démontrer qu'aux caractéristiques éthologiques, démographiques et 

agronomiques, des différents biotypes correspondait une diversité génétique identifiable. 

Hormis cette différenciation importante des bruches inféodées à C. sieberiana, la 

structuration génétique de C. serratus paraît liée au fait que cette bruche se développe sur 

plusieurs plantes hôtes. Chez C. serratus les différences de comportement des différentes 

souches, peuvent être éthologiques, nutritionnelles ou reproductives. On sait que les 

Caesalpiniaceae hôtes de C. serratus présentent des graines différentes aussi bien par la 

forme que par la composition chimique des substances nutritionnelles (Robert, 1985), 

substances qui peuvent modifier la composition phéromonale ; ce qui pourrait constituer 

une barrière reproductrice pré-zygotique. Ce phénomène entraînerait évidemment une 

reproduction préférentielle ; les accouplements se feraient de préférence avec des 

partenaires s'étant développés dans les graines de la même plante hôte. D'autre part, se 

pose aussi la question de savoir si les substances nutritionnelles peuvent entraîner à long 

terme des mutations au niveau des gènes et/ou des changements de fréquences allèliques'? 

Bush & Diehl (1982) pensent que le phénomène de différenciation en races hôtes 

nécessiterait des modifications génétiques chez les différentes populations sympatriques. 

Ces modifications concernent les gènes contrôlant le comportement alimentaire et/ou la 

physiologie digestive de la larve. D'autres facteurs pré ou post zygotiques peuvent 

intervenir dans les mécanismes favorisant la formation et le maintien des races hôtes ; ils 

seront discutés dans le chapitre suivant. 
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Comme l'ont déjà montré la méthode morpho métrique et les marqueurs 

allozymiques, le séquençage l'ITS 1 révèle qu'il existe plusieurs biotypes de C serratus, 

chacun d'eux étant inféodé à une plante ou à un groupe de plantes; l'isolement entre eux 

n'est que partiel. Quel est ce degré d'isolement? Morphométrie, allozymes et ADN peuvent 

apporter des renseignements précieux sur tel ou tel niveau de structuration mais ces 

marqueurs n'ont pu répondre à la totalité des questions posées et ne permettent pas la 

décomposition quantitative des différents niveaux de variabilité dans l'espèce. La nécessité 

de disposer de marqueurs nucléaires suffisamment variables et susceptibles de baliser le 

génome de façon serrée s'est donc faite ressentir. Dans cette optique, les microsatellîtes 

s'avèrent d'excellents outils. 
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CHAPITRE III: 

LES MICROSATELLITES CHEZ CARYEDON 

SERRA TUS: CARACTERISTIQUES ET MODALITES 

DE VARIATION. 



INTRODUCTION 

Le génome des Eucaryotes contient des séquences d'ADN répétées en tande~ 

proches des centromères ou des télomères des chromosomes. Dans certains cas, cet ADN 

représente une fraction importante du génome (Do ver & Flavell, 1982 ; Cavalier-Smith, 

1985; John & Miklos, 1988). Cette catégorie inclut l'ADN satellite (séquences hautement 

répétées en tandem), les minisatellites et les microsatellites (séquences moyennement 

répétées en tandem) et les éléments transposables (séquences mo biles, dispersées et 

moyennement répétées). 

Les microsatellites sont des séquences d'ADN constituées par la répétition en tandem 

d'un motif de 1 à 5 pb pour une taille totale n'excédant généralement pas 200 pb. Leur 

existence est connue depuis les années 70 mais ce n'est qu'au début des années 80 que les 

premières investigations visant à préciser la structure des microsatellites, leur variabilité, 

leur nombre et leur distribution dans le génome ont été faîtes (Hamada et al., 1982). Ces 

études ont également montré une distribution plus ou moins régulière des microsatellites 

dans le génome. L'intérêt pour les micro satellites a considérablement augmenté avec la 

découverte, au niveau de ces séquences, d'un polymorphisme de taille reflétant un nombre 

variable de motifs répétés. L'avènement des techniques de réactions de polymérisation en 

chaîne (PCR) dans les années 80 a permis d'accéder à ce polymorphisme. En 1989, les 

auteurs Litt & Lut y, Weber & Mayet Tautz, caractérisent dans des travaux indépendants la 

variabilité allélique à plusieurs locus rnicrosatellites en utilisant la PCR. Ces travaux 

catalysèrent la réalisation d'un nombre important d'études similaires chez des espèces 

appartenant à différents niveaux évolutifs chez les vertébrés, les invertébrés et les plantes. 

L'absence de données dans les banques de séquences chez la majorité des eucaryotes a 

rendu nécessaire l'utilisation de méthodes moléculaires souvent lourdes pour isoler les 

micro satell ites. Dans la majorité des cas, ces méthodes impliquent la constitution et le 

criblage des banques d'ADN partielles à l'aide de sondes constituées de quelques 

répétitions du motif recherché. L'investissement financier et temporel nécessaire à 

l'obtention de sondes microsatellites est quelque peu compensé par le fait que les amorces 

de PCR déterminées à partir des séquences d'une espèce peuvent être utilisées pour des 

taxons phylogénétiquement proches (Schlotterer el al, 1991 ~ Stallings et al., 1991; Estoup 

et al., 1995). On parle alors d'amorçage interspécifique ou cross-priming. Curieusement 
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l'isolement et l'étude de microsatellites chez les insectes ont débuté tardivement. Les 

microsatellites isolés récemment chez différentes espèces d'insectes sociaux (fourmis, 

guêpes, abeilles et bourdons) montrent un niveau de polymorphisme comparable à celui 

observé chez les vertébrés (Choudhary et al., 1993 ; Evans, 1993; Huhes & Queller, 1993; 

Estoup et al., 1994 ; Estoup et al., 1995). Les microsatellites ouvrent par conséquent la 

porte à une multitude d'études, impossibles à réaliser jusqu'à présent chez ces organismes. 

L'origine des microsatellites reste inconnue mais un certain nombre d'arguments 

suggèrent qu'ils pourraient résulter de l'apparition aléatoire ou par transposition d'un 

nombre suffisant de motifs répétés pour amorcer le processus générateur de variabilité 

(Schlotterer & Tautz, 1992 ; Strand et al., 1993 ; Jeffrey et al., 1994 ; Streisinger et al., 

1966 ). 

De par leur nombre élevé et leur répartition plus ou moins régulière dans le génome, 

la première application des marqueurs microsatellites a été la construction de cartes 

génétiques chez l'homme, la souris et les espèces domestiques d'intérêt économique 

(Dietrich et al., 1992; Vaiman et al., 1994). Ces marqueurs se sont également avérés très 

performants pour les cas d'identifications judiciaires. Chez l'homme, une augmentation de 

taille importante de certaines séquences micro satellites peut être directement à l'origine de 

graves pathologies (chorée de Huntington, X fragile, dystrophie myotonique, syndrome de 

Kennedy ... ) ou être associée à certains cancers (Caskey et al., 1992; Imbert et al., 1993 ; 

Thibodeau et al., 1993. Miwa, 1994). 

Le potentiel des microsatellites pour les études de génétique des populations et de 

génétique évolutive a commencé à être exploré depuis peu. Les différentes méthodes 

utilisées pour évaluer le taux de mutation des microsatellites montrent qu'ils varient entre 

2.5x10-5 et 10-2 (Weber & Wrong, 1993), et done dans un domaine compris entre celui des 

isozymes et celui des minisatellites. Il semble que les taux de mutation les plus élevés 

soient associés aux microsatellites constitués d'un nombre important de répétitions (Weber, 

1990). En d'autres termes, la mutabilité d'une séquence dépend du nombre de ses 

répétitions pour un locus donné, ct un allèle muté ne présentera pas le même degré de 

mutabilité que l'allèle dont il provient. Ce mécanisme a été baptisé "mutation dynamique" 

par Richards & Suterland (1992). 
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Deux modèles ont été utilisés pour étudier la génétique des populations à l'aide des 

locus micro satellites: le modèle à nombre infini d'allèles (Infinite allele model ou !AM) et 

le modèle à pas (stepwise mutation model ou SMM). Avec le modèle [AM on émet 

l'hypothèse que les nouvelles mutations génèrent toujours des allèles différents de ceux qui 

sont déjà présents dans la population. A l'inverse, le SMM rend possible des convergences 

de taille d'allèles. Il s'ensuit que des séquences de même taille peuvent ou non être 

identiques par descendance. Shriver et al. (1993) montrent que les distributions des 

microsatellites observées avec un motif répété de 1-2 pb présentent régulièrement des 

déviations vers le IAM. En étudiant des microsatellites avec 2 pb , Di Rienzo et al. (1994) 

trouvent que les distributions observées s'ajustent convenablement à un modèle qui 

comprend une majorité de mutations à pas simple (une répétition en plus ou en moins) et 

une minorité de mutations de plus grande ampleur. 

Comme nous l'avons signalé plus haut, une conséquence du taux de mutation élevé et 

du mode d'évolution probable (SMM) des micro satellites est qu'une classe de fragment de 

taille donnée à un locus, correspond potentiellement à une superposition d'allèles 

identiques en taille par descendance (homologie) et d'allèles dont la longueur est semblable 

à la suite d'événements mutationnels multiples par convergence, parallélisme ou réversion 

(homopla-;Îe). D'autre part, une sélection de faible intensité conduisant à un recentrage des 

allèles d'un locus micro satellite sur une taille optimale (sélection centripète) a été mise en 

évidence en comparant des taxons distants phylogénétiquement, à savoir différentes 

espèces de primates (Ely et al., 1992; Bowcock et al., 1994; Goldstein et al., 1995). Par 

conséquent, la puissance de résolution des marqueurs microsatéllites décroît fortement 

avec le temps de divergence évolutive. Enfin, quelques microsatellites peuvent présenter 

des allèles "nuls" correspondant à l'absence de produit d'amplification (Callen et al., 1993). 

Il en résulte une surestimation du nombre d'homozygotes et un biais dans l'estimation des 

fréquences alléliques à ces locus. 

Les modalités évolutives des microsatellites et les limites de leur champ d'étude en 

génétique des populations doivent encore être précisées. Leur potentiel semble néanmoins 

prometteur au vu des récents travaux de génétique des populations réalisés grâce à ces 

marqueurs chez l'Homme (Bowcock et al., 1994), d'autres mammifères (Gotteli et al., 

1994; Taylor et al., 1994) et chez les insectes sociaux (Estoup et al.. 1995). 
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1. MATERIEL ET METHODES 

Il faut d'aoord mettre en évidence les marqueurs microsatellites avant de pouvoir les 

utiliser. Le clonage de séquences micro satellites nécessite l'utilisation de plusieurs 

techniques de biologie moléculaire. Cette étape délicate mais incontoumable si l'on ne 

dispose pas de séquences répertoriées dans une banque de données, décourage souvent les 

expérimentateurs peu familiers des techniques de biologie moléculaire (Estoup, 1995). 

L'un des objectifs techniques de cette thèse a consisté à isoler et caractériser des 

microsatellites chez la bruche de l'arachide. 

1.1. LE SCREENING DE LOCUS MICROSATELLITES CHEZ C. SERRATUS 

Après un Dot Blot qui a révélé une richesse en microsatellites aussi importante chez 

l'abeille (Estoup, 1993b) et les Megastigmus (Carcreff, 1996), le protocole qui suit a été 

utilisé pour le screening. 

5 Jlg d'ADN total de C. serratus sont digérés intégralement par l'enzyme de 

restriction SAU3A. Les fragments compris entre 450 et 650 pb sont récupérés sur une 

membrane DEAE et élués. Ces fragments sont ensuite ligués dans les vecteurs pUC 18. Le 

produit de ligation est intégré dans des bactéries compétentes XL 1 blue. On procède à un 

double repiquage des colonies blanches. On peut ainsi obtenir 2 séries identiques de 12 

00 îtes de Petri contenant chacune 219 clones. Sur une série, on effectue un transfert sur 

membrane. Chaque membrane subit ensuite un traitement de préhybridation pendant 2h 

dans 30 ml de tampon d'hybridation avec 150 JlI de poly A (condition de saturation) afm 

d'éviter la détection (ou screening) des polyT qui gène alors celles des vrais microsatellites. 

On procède alors à l'hybridation qui dure entre 10 et 12 heures, dans 6 ml de tampon 

d'hybridation avec 30 JlI de chaque type de sonde soit six en tout: (TG)10, (TC)10, 

(CAC)5, (CCT)5, (ATCT)5 et (TGTA)6, à raison de 20 pmol de chaque. Chaque sonde est 

marquée à la digoxigénine, ce qui permet de les repérer grâce à une réaction colorée avec 

un anticorps. Le signal coloré signifie que la colonie bactérienne contient un vecteur qui a 

intégré un fragment d'ADN contenant une séquence microsatellite. 

Les différentes étapes du protocole d'isolement des locus microsatcllites (du 

screening au séquençage) sont schématisées dans la figure 17. Le protocole détaillé est 

donné en annexe 1 . 
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Figure 17 A à L (suite) : d l'extraction d'ADN au séquençage des locus 
micro satellites de C erratus 
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Figure 17 A à L ( uite et fin) de l'extraction d'ADN au séquençage des locus 
microsatelIites de C. erra/us. 
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1.2. DETERMINATION DES AMORCES ET PCR RADIOACTIVE 

1.2.1. Les amorces 

La détennination des deux amorces pour chaque locus comportant un microsatellite a 

été réalisée à l'aide du logiciel OLIGO fonctionnel sur PC et Machintosh. Ce programme 

calcule plusieurs paramètres des amorces oloigonucléotidiques (Tm, ~G, appariements ... ). 

Le choix des amorces revêt une importance considérable puisque celles-ci sont à la base 

même de la spécificité de l'amplification. Pour qu'un couple d'amorces soit bon, il faut qu'il 

réponde à plusieurs critères lors de sa définition: 

- Il faut que les températures de fusion des deux amorces soit identiques ou très 

proches (moins de 10 C de différence) et qu'elles soient comprises entre 55 et 60 0 C. 

- Il faut que les deux amorces aient un minimum de bases qui s'hybrident entre elles 

si on veut qu'elles soient disponibles lors de la PCR. Ceci doit être vrai aussi pour une 

amorce avec elle-même. Il faut éviter donc toute fonnation de structure secondaire. 

15 jeux d'amorces ont été définis sur les 19 locus microsatellites obtenus (voir 

Résultats). On fait alors synthétiser les amorces qui, une fois livrées sous forme 

lyophilisée, sont de nouveau suspendues dans l'eau stérile à une concentration stock 

d'environ 100 à 200 flM. 

Il est aussi très utile de détenniner la taille exacte de l'allèle cloné (nombre de bases 

qui composent le fragment de PCR potentiel en incluant les deux amorces). En effet, si une 

séquence quelconque utilisée comme marqueur de taille est comparée à un allèle 

microsatellite, la correspondance des tailles peut être biaisée de ± 1 pb en raison de 

compositions nucléotidiques différentes. Pour cette raison, l'amplification de l'allèle cloné 

(matrice mini préparation diluée au 1/1000) constitue le référentiel de taille le plus juste. 

1.2.2. La kination 

Cette étape permet d'accrocher le gamma 33p , un élément radioactif, à une amorce. 

Tableau 2: Produits nécessaires pour la kination de gamma 33p à une amorce. 

10 
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Les 10 ~l du mélange sont mis à incuber pendant 30 mn à 37°C puis 2 min à 90 oC et 

enfm la réaction est stoppée à 4 oC. Ce volume de kination sert à réaliser 2 PCR de 96 

réactions chacune. 

1.2.3. PCR chaude 

Tableau 3: Mélan e à réaliser amma 33p . 
r------~-----~------~.~~--------------------~-------~--------.-------~ 
I--P-'r--'-od-"-u=i;....:;ts~ ________ -I---__ P--=o-"u_r-=.:u~ne réaction (en Pour 96 réactions (e~~'--_-4 
H20 5,46 589,68 
IOX buffer 1,00 108,00 
MgCI2 (1,2 mM) 0,48 51,84 
Amorce 2 froide (10 flm) 0,40 43,20 
DNTP (ID mM) 0,30 32,40 
BSA (ID mg/ml) 0,20 21,60 

i Amorce 1 froide (2 )lM) 0,064 6,88 
. Amorce 1 chaude (2 )lM) 0,046 5,00 
Taq polymérase 0,05 5,40 

864,00 

Le mélange est calculé pour une concentration en MgCh de 1,2 mM (seuls les 

volumes d'eau et de MgCh changent pour réaliser des PCR à concentration en MgCb 

différente de 1,2 mM. Le volume final reste le même). 

Les PCR chaudes sont faites dans des plaques de 96 puits (Cylepate de Robbins 

Scientific Corp.) Les plaques sont ensuite mises dans un thermocycleur de Biometra (UNO 

thermoblock). Pour cela, il faut répartir 8 III de mélange par tube dans 2 III d'ADN et faire 

le programme de PCR suivant la température d'hybridation 

92 oC 

92 oC 

température d'hybridation 

72 oC 

72 oC 

10 oC 

pendant Smn --.... Dénaturation initiale 

pendant 30 secondes .... 1-----,1 
pendant 30 secondes run cycle 

pendant 30 secondes . 

pendant 10 min --"Elongation finale 

à l'infini 

1.2.4. Migration des produits de PCR 

Celle-ci se fait sur un gel dénaturant de polyacrylamide-urée à 6% d'acryl. Le gel 

contient 96 puits dont l'un est occupé par une séquence nucléotidique servant de marqueur 

pour compter le nombre dc bases entre allèle. On dépose aussi deux, voir trois fois une 

PCR chaude effectuée avec le clone dont la séquence a permis de définir le couple 

d'amorce au locus étudié. Une autoradiographie du gel permet par la suite de définir le 

génotype des individus étudiés. 
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1.3. PARAMETRES GENETIQUES ET STATISTIQUES 

L'analyse des séquences, suivie de leur interprétation génétique, a perrms 

d'identifier, pour chaque locus micro satellite, les génotypes de chaque individu. Ces 

données sont récapitulées sur des fiches et traitées par informatique en utilisant cinq 

logiciels: Geneclass, pop 1 OOgene, Genepop V 1.2 (Raymond & Rousset, 1994), Biosys V 

1.7 (Swoford & Selander, 1981) et Fstat V 1.2 (Goudet, 1995). Le polymorphisme (au sens 

large) des différents échantillons de C. serra/us est recherché à trois niveaux: la variabilité 

génétique, l'équilibre génétique et la structure génétique à différents niveaux hiérarchiques. 

1.3.1. Variabilité génétique 

1.3.1.1. Nombre moyen d'allèles 

Le nombre moyen d'allèles par locus (A) est calculé pour l'ensemble des locus 

étudiés, y compris les locus n'en comportant qu'un. Il est déterminé en faisant le rapport de 

la somme des allèles (a) au nombre de locus (r) d'un échantillon donné: A La / r . 
Si des gènes codant pour des locus ont plus d'allèles que ce que permet la mutation, 

les allèles doivent alors s'accumuler sous l'effet d'autres forces agissant dans la nature. En 

revanche, s'il y a moins d'allèles que ce qu'on attend, d'autres forces doivent participer à 

l'élimination des allèles. 

1.3.1.2. Fréquences alléliques 

La fàçon la plus simple de décrire la variation mendélienne consiste à donner la 

distribution des fréquences des génotypes dans la population. La variation peut exister 

aussi bien au sein d'une population qu'entre populations. Plus généralement, au lieu des 

fréquences génotypiques, on utilise les fréquences des allèles distincts. SijÀA,jAa etj~ sont 

les proportions des trois génotypes pour un locus à deux allèles, les fréquences p(A) et q(a) 

de ces allèles s'obtiennent en comptant leur nombre. Puisque chaque homozygote AA ne 

comporte que des allèles A et que seule la moitié des allèles de chaque hétérozygote Aa est 

du type A, la fréquence totale (p) des allèles A dans la population est p = ! AA + 'h JÀa et 

celle (q) des allèles a est q = /aa + 'h !Aa. Si des allèles multiples sont en cause, la 

fréquence de chacun des allèles est donnée par la fréquence des homozygotes plus la 

moitié de la somme des fréquences de tous les hétérozygotes auxquels il participe. 
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La fréquence d'un allèle donné, dans une population, peut être modifiée par mutation, 

sélection ou migration, ou encore par les effets de l'échantillonnage au hasard (échantillons 

trop petits). 

1.3.1.3. Taux de polymorphisme 

Chaque espèce ou organisme révèle une variation génétique considérable qui 

s'exprime au sein de l'individu, au sein d'une population ou d'une population à une autre. 

Le polymorphisme enzymatique est l'une des descriptions quantitatives de cette variation. 

Certains locus ne présentent qu'un allèle dans l'échantillon étudié, d'autres plusieurs et avec 

des fréquences plus ou moins élevées. Les premiers sont dits monomorphes et les seconds 

polymorphes. Le polymorphisme est calculé, pour chaque échantillon, en faisant le rapport 

du nombre de locus polymorphes au nombre total de locus (polymorphes et monomorphes) 

révélés. Toutefois, certains locus peuvent présenter un allèle très fréquent et un ou 

plusieurs allèles rares. Ceux-ci ne seront alors détectés que si la taille de l'échantillon est 

suffisamment grande. Aussi, une application stricte de ce critère peut conduire à les classer 

dans l'un ou l'autre catégorie selon la taille ou les hasards de l'échantillonnage. Pour éviter 

cet inconvénient, on se fixe un seuil de fréquence correspondant à la probabilité de détecter 

les allèles rares: 5% ou 1 %. Pour notre étude, nous considérons un locus comme 

monomorphe si son allèle le plus commun a une fréquence supérieure à 0,95. 

1.3.1.4. Hétérozygotie 

Le taux d'hétérozygotie est l'indice le plus satisfaisant de la variabilité génétique 

(Lucotte, 1983). Sa valeur numérique dépend du nombre de locus polymorphes et de la 

structure génotypique de chacun d'eux. Le taux d'hétérozygotie est pour chaque locus, la 

fréquence totale des génotypes hétérozygotes observés dans un échantillon pour ce locus. 

L'hétérozygotie sera élevée si de nombreux allèles existent avec la même fréquence. En 

revanche, si un allèle est très commun et les autres rares, il y a très peu d'hétérozygotes. Si 

l'on considère plusieurs locus à la fois, on peut calculer l'hétérozygotie observée dans nos 

échantillons (Ho) soit en faisant une moyenne de la fréquence des hétérozygotes aux 

différents locus, soit en prenant les fréquences gamétiques et en calculant le nombre 

d'individus porteurs de deux formes gamétiques différentes. Les résultats obtenus dans les 

deux cas sont en général légèrement différents. Nous avons utilisé la première méthode, 

disponible dans le logiciel Biosys V 1.7. (Swoflbrd & Selander, 1981). 
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Un taux d'hétérozygotie théorique qui correspond à l'hétérozygotie de la population, 

en la supposant à l'équilibre de Hardy-Weinberg a pu être établi: Hw = I/r Th où r est le 

nombre de locus et h l'hétérozygotie à chaque locus, à savoir h = 1 - LX:? où xi est la 

fréquence du ième allèle à ce locus. 

La comparaison de Ho et Hw a été faite par le test exact de Fisher disponible dans 

Genepop V.I.2 (Raymond & Rousset, 1995). 

1.3.2 Equilibre génétique 

1.3.2.1 Equilibre de Hardy-Weinberg 

L'ensemble des forces qui s'exercent sur une population détermine sa constitution 

génétique et tend à la maintenir ou la modifier. Les fréquences génotypiques et les allèles 

sont liés par des relations qu'il est possible de formaliser par un modèle mathématique plus 

ou moins complexe (Suzuki el al., 1991). L'un des modèles les plus simples est celui de 

Hardy-Weinberg qui repose sur plusieurs hypothèses: 

- l'organisme considéré est diploïde 

- la reproduction est sexuée 

- les générations sont non chevauchantes 

- les croisements se font au hasard 

- la taille de la population est très grande 

- les migrations sont négligeables 

- les mutations sont insignifiantes 

- la sélection n'a pas d'effet sur les allèles considérés 

De cc modèle découle la loi de Hardy-Weinberg qui dit que dans une population 

panmictique, en équilibre, d'effectif élevé, ne présentant ni mutation, ni sélection, ni 

migration, les fréquences génotypiques et alléliques restent contantes d'une génération à 

une autre. Par exemple, pour un locus autosomique possédant k allèles: Al, A 2, •.• A k, la 

fréquence totale des génotypes homozygotes est Lxi avec xi la fréquence de l'allèle Ai et la 

fréquence totale des hétérozygotes est 2LXiXj avec Xj la fréquence de l'allèle Aj. Une 

population naturelle est alors dite en équilibre de Hardy-Weinberg (équilibre panmictique) 

quand la distribution génotypique des individus est:Lx? AAi + 2LXiXj AAj + LX/ AjAj 

Cette distribution doit se maintenir de génération en génération en l'absence de forces 

de spéciation. Au niveau pratique, tout écart observé par rapport à cet équilibre, peut être 

statistiquement analysé. Deux méthodes peuvent être utilisées: 
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al Lorsque les effectifs sont suffisamment élevés, l'adéquation des fréquences 

génotypiques aux proportions de Hardy-Weinberg peut être testée par le X2 (chi-deux) de 

Pearson. 

bl Le test exact de Fisher qui peut être utilisé quelle que soit la taille des échantillons. 

Nous avons recherché l'équilibre panmictique dans chaque échantillon, à l'intérieur 

de chaque souche (plante hôte), dans toutes les sous-populations (localités) et pour 

l'ensemble des échantillons. 

1.3.2.2 Equilibre de liaison 

Dans une situation panmictique, les allèles de tout gène se répartissent selon des 

génotypes qui sont des combinaisons aléatoires dont les fréquences sont données par la loi 

de Hardy-Weinberg. Dans les gamètes, les allèles d'un gène A peuvent ne pas être associés 

de façon aléatoire avec les allèles d'un gène B. Quand les allèles de gènes différents 

s'associent au hasard, la fréquence d'un gamète portant une combinaison particulière 

d'allèles est égale au produit des fréquences de ces allèles. Les gènes qui sont associés au 

hasard sont dits en équilibre de liaison et les gènes non a.;;sociés au hasard sont dits en 

déséquilibre de liaison (Solignac et al., 1995). 

L'absence de déséquilibre de liaison entre locus est recherchée par le test exact de 

Fisher. L'hypothèse nulle est l'indépendance entre les locus. 

1.3.3 Structure génétique hiérarchique 

1.3.3.1. Indices de fixation 

Ce sont des paramètres qui mesurent le déficit en hétérozygotes observé dans les 

échantillons par rapport aux taux d'hétérozygotes attendus dans le cas de l'équilibre de 

Hardy-Weinberg. 

Dans une population, trois niveaux hiérarchiques peuvent être observés: Celui de 

l'individu (1), celui de la sous-population à laquelle il appartient (S) et enfin celui de la 

population considérée dans son ensemble (T) (Wright, 1978). 

Pour caractériser l'hétérozygotie de ces niveaux, Wright (1978) définit les paramètres 

suivants: 

- HI = hétérozygotie moyenne observée dans une sous-population 

- Hs= hétérozygotie moyenne attendue dans une sous-population panmictique 

- lh= hétérozygotie moyenne attendue dans une population globale panmictique 
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Le premier indice de fixation Fis (i comme individu et s comme sous-population) 

correspond au coefficient de consanguinité et mesure la réduction éventuelle de 

l'hétérozygotie individuelle à l'intérieur de la sous-population. Pour chaque allèle, 

Fis (Hs - HI) 1 Hs 

Fis = 0 dans le cas où la population est panrnictique 

Fis = 1 quand il n'y a que des homozygotes dans la sous-population; il y a fixation 

complète de l'allèle 

Fis = -1 s'il n'y a que des hétérozygotes dans la population 

Le deuxième indice Fït (i comme individu et t comme totale) mesure la réduction 

d'hétérozygotie totale entre l'individu et la population totale: Fit = (Hl - HI) 1 Hl 

Si Fis et Fit sont différents, c'est qu'il existe une autre source de déficit en 

hétérozygotes, due à une différenciation entre les différents échantillons. Ce phénomène 

est connu SOli.'i le nom d'effet Walhund (1928). 

Entre les sous-populations et la population totale, l'effet de la sulxiivision est exprimé 

par Fst (s comme sous-population et t comme total). Il est appelé index de fixation: 

Fst (HT - Hs) 1 Hs. 

Cet indice peut prendre des valeurs comprises entre 0 et 1. 

Fst = 0 quand il n'y a pas de différence entre les fréquences alléliques des sous-

populations; Fst = 1 quand tous les échantillons sont panrnictiques et totalement isolés. 

Les trois indices sont liés par la relation: (1 - Fit) (1 - Fis)(1 - Fst) 

Si toutes les sous-populations sont bien en équilibre de Hard y-Weinberg, on a: 

Fis = 0, et donc Fit Fst. Si elles sont toutes en équilibre de Hardy-Weinberg et ont 

les mêmes fréquences alléliques, Fis et Fst sont nuls et Fit aussi. La division en sous­

populations n'existe plus en fait et la population globale est à l'équilibre de Hardy­

Weinberg. 

L'objectif de l'utilisation des indices de fixation est d'obtenir des paramètres 

significatifs rendant compte de la variabilité génétique intra- et inter-groupes à l'intérieur 

d'un ensemble. Mais les échantillons prélevés dans chacun des groupes ont une taille 

réduite par rapport à l'effectif total de ces groupes. Il tàut donc tenir compte du biais 

introduit par l'échantillonnage et construire des estimateurs non biaisés des différents 

paramètres. 
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Deux familles d'estimateurs existent dans la littérature (Nei & Chesser, 1983 ; Weir 

& Cocherham, 1984). Mais Goudet (1995) a montré que l'estimateur de Fst calculé par la 

méthode de Nei & Chesser (1983) était biaisé par le nombre d'échantillons utilisés, alors 

que celui fourni par la méthode de Weir & Cocherham (1984) ne l'était pas. Nous avons 

donc utilisé les estimateursfet 8 de Weir et Cockerham (1984) des F-statistiques (Wright, 

1978) pour analyser la différenciation génétique de l'ensemble des échantillons. f 
(coefficient de consanguinité) et 8 (degré de différenciation génétique) correspondent 

respectivement aux Fis et Fst de Wright. 

Toutes les analyses ont été faites selon deux critères: la plante hôte et l'origine 

géographique. La différence des valeurs de 8 etfpar rapport à a est testée par: 

X2 2N (8)(k-l) pour k allèles et s échantillons avec (k-l)(s-l) degré de liberté (Raymond 

& Rousset, 1995). 

1.3.3.2 Identité et Distance génétiques de Nei 

Ces paramètres, comme les indices de fixation, rendent compte de la structuration 

génétique intra et inter-échantillons. 

L'identité génétique de Nei (I) est aussi appelée indice de ressemblance de Nei. Si Xi 

est la fréquence de l'allèle i d'un gène d'une population X et Yi celle de l'allèle i au même 

locus dans une population Y, la probabilité d'idendité de 2 allèles pris au hasard, l'un dans 

X et l'autre dans Y, est Pxv LXjYj. 

De même la probabilité d'identité de deux allèles pris au hasard à ce locus, au sein de 

X est Px=:L:X12
, et au sein de Y, est Py L.:Y?' Alors: 1 Pxv 1 Px py. Si les deux 

populations possèdent les mêmes allèles à des fréquences identiques, on a PXy = Px = Py et 

1 = 1. Si elles n'ont aucun allèle en commun, PXy est égal à ° et 1 est nul. 

La distance génétique de Nei (0) ou indice de dissemblance de Nei est le 

cologarithme népérien de 1: 0 = Log 1. 0 varie de a (identité des échantillons comparés) à 

l'infini. Si par exemple, 0 0,15, c'est qu'en moyenne 15 remplacements d'allèles seront 

intervenus dans taO locus depuis que les lignées des deux populations comparées se sont 

séparées (Pasteur et al., 1987). 
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1.3.3.3 Flux génique 

Le flux génique entre les bruches inféodées aux différentes plantes hôtes est calculé à 

partir de la relation Fs/ = ] I( 4Nm + 1) où Nm est le nombre effectif de migrants par 

génération (Wright, 193]). 

1.4. ARBRES PHYLOGENETIQUES 

Les données microsatellites des populations de C. serra/us ont été ensuite utilisées 

pour la construction d'arbres phylogénétiques en utilisant l'algorithme du Neighbor-joining 

(Saitou & Nei, 1987). La distance des allèles partagés (DAS) de Chakraborty & Jin (1993) 

a été calculée entre les individus et entre les populations. Pour chaque locus, la distance est 

de ] si les deux individus n'ont aucun allèle en commun, de 0 s'ils ont leurs 2 allèles 

identiques et de 0,5 dans les autres cas. La DAS entre individus est calculée comme la 

moyenne de ces valeurs sur l'ensemble de ces locus étudiés. La DAS entre populations 

correspond à la moyenne des DAS entre individus de chacune des populations. Cette 

distance a permis la construction d'un dendrograrnme des individus et des populations 

grâce à un programme réalisé par Jean-Marie Cornuet (Laboratoire de Modélisation et de 

Biologie Evolutive de Montpellier). 

La robustesse de la topologie de l'arbre des populations a été établie par 

rééchantillonnage (bootstrapping) en effectuant 2000 tirages qui ont porté sur les individus. 

Pour ce dendrogramme, un indice de classification (lc) a été calculé afin d'établir la qualité 

du regroupement des individus sur les branches du dendrogramme en fonction de leur 

appartenance, connue a priori, à une population d'origine (Estoup, 1995). La formule de 

calcul de cet indice est: lc = (dT - de) 1 (dT - dM), où dT est la distance moyenne entre deux 

individus tirés au hasard dans l'échantillon total, de la distance moyenne ente deux 

individus d'une même population ct dM la distance moyenne entre deux groupes 

monophylétique d'un même effectif que le groupe étudié. La distance entre deux individus 

est le nombre total d'individus qui entre dans la composition du rameau défmi par le nœud 

le plus externe reliant ces deux individus. Pour un groupe monophylétique de n individus, 

on peut montrer que: dM 2(n+ 1) 1 3. le varie de 1 (les individus d'une population forment 

un groupe monophylétique) à 0 (ils sont distribués au hasard dans le dendrogramme) mais 

peut être négatif jusqu'à la limite de - 0,5 lorsque leur dispersion est supérieure à celle 

attendue d'une répartition au hasard. 
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II. RESULTATS 

II.1. LES MICROSATELLITES SEQUENCES 

Sur les 22 clones séquencés, 19 se sont révélés porteurs de locus micro satellites. 

Nous avons retrouvé les trois catégories de rnicrosatellites classiquement définies (Figure 

18): les microsatellites imparfaits ou interrompus (présentant une ou plusieurs des types 

bases substituées ou des insertions/délétions autres qu'un nombre entier du motif répété), 

les microsatellites parfaits (sans interruption dans la série du motif répété) et les 

microsatellites composés (rnicrosateUite parfait ou imparfait adjacent à une autre séquence 

répétée). Les différents types de rnicrosatellites que nous avons obtenus sont répertoriés 

dans le tableau 4. 

Tableau 4: rnicrosatellites obtenus et conditions de PCR pour les jeux d'amorces définies. 

Amorces de PCR sens 5' .... 3' TH en oC 
t-=-'-'--'---+--"--:'-"''----'---!---:--'---:-'---'------------+-:-:N-on-d-:-cé--=fi--:ni-es-----------t-:N:-:"o·n définie 
: Locus Caté orie Structure 
M285 Parfait (CA)9 

M480 Parfait (GT)74 

MIl3 Parfait 
---.~---... ,--"_ ... _ .. _-

M120méga Parfait 

M2149 Parfait (CT)58 

M13113 Parfait (GT)31 

M625 Parfait (CT)21 

M97 Parfait 

M984 Parfait (GA)30 

M2delta Imparfait (GAAG)AT(GAAG)3 

""""", ..... _,, ..... _. 
M16téta Imparfait (Gn)2(GTHT)2(GTf) 

MIN Imparfait (CG)2CTG (CG) 

M7153 Imparfait (CA)6G(C A)4T(CA)5 

M836 Imparfait (GA)33(G)5(A)3GAGT(GA)8 

M12M Composé (AT)13CA(GT)24 

M821 Composé (CT)27(GT)x 

M5149 Composé (A:T)4(C;'rXAT)2ï(ci'xGT)16 

M66 Composé (CA)3CGCA(CT)7(CA)4(CG)(CA)22 

MI425 Composé (AT) 15(CA)(GT)24 

Non définies Non défmie 

GTACCTCGGATTTACATGGC 
CAGTAGATCACACCTGTCAGAAC 
GCTAT AGCTrCCAAAC AGAAC 
GCTCAAAGCTTccn'ACG 

."~.".. .-~ 

GnCATTATATGACAGGCCG 
œ.rCAGCCCT ACTACT ACAAG 

.n •• ••• _ •••• " ........ m_ ......... ___ •••• ____ ... .. 

55 

GATGTTTTGAAAGACCCTGATACC 58 
cnCTA TTCC.rCCCAITrGTTG 
GTGGAATCTGGCAGAGTGC 56 
CGTGAAGTTAAGGTCATTAGCC ... , ... __ ., .. ,-_._---_... ,-

GAGTGAAACACCTGAAGCAG 55 
CCTAAGACTCTTAC ACTGTGG 
CCCATCAGT A.:\TC AGTCCGTTG 
GAT AAAGTCCA TGGAAAC AGGC 
CCAGGGGCGAAAAGACC 
CATGTITCGTrGTr,\TCTCGG 

59 

Non défmies Non définié 

Non Non défmie 

C A,i;UACr\,;\CGGAAGTAC'rIGC 
GTGTGT AGG AAAGCTAOG AT1TG 
CAGACTGGCAAATATGOACC 56 
CCCAGAGACAG'\T,\GAGCC 
Non définies Non dèfmie 

N(m définies Non ddï~ie 

(;GA'fcÎi.i'ci'A:ci\~\TC/'\ArCGAC 55 
CCACGCATTAAAGCCAAG 
CAAAGTTCCAGCCTCCC 55 
CATL\TGCGTTCCTAT(;GC 

: (;{;J\TCACTUt\;rA,\,.\GC,\CAAL\lTC 57 
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b: microsatellite parfait constitué d'une série dinudéotidique en 0-1'. 

Figure 18a à d: différentes catégories de locus microsatellites. 
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Figure 18a à cl (suite et fin): différentes catégories de locus microsatellites. 
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47,4% des locus sont constitués de microsatellites parfaits et 74,8% de l'ensemble 

des locus sont constitués de séquence en (GT)n et (CT)n soit 43,2% de séquence en (GT)n 

et 31,6% de séquence en (CT)n. 

Les propriétés d'amorçage interspécifiques et intraspécifiques des microsatellites ont 

été aussi étudiées au sein du genre Caryedon. Ainsi, seulement 3 des 7 locus amplifiés 

chez C. serratus donnent des fragments d'amplifications chez C. serratus inféodée à C. 

sieberiana, à savoir M66, M1425 et M836. Quatre de ces locus amplifient chez C. 

longispinosus inféodée à une Mimosaceae: Acacia raddiana ; il s'agit des trois précités et 

M984. Seul un de ces locus fonctionne chez C. crampeli, C. acaciae et C immaculatum : il 

s'agit de M1425. Le niveau de variabilité par locus micro satellite s'est avéré en outre très 

différent selon les espèces car un microsatellite hypervariable dans une espèce donnée peut 

êtrc monomophe dans une autre espèce, même proche phylogénétiquement. 

II.2 . ANALYSE POPULATIONNELLE 

Le fichier des données microsatellites (annexe 2) donne le génotype des 560 bruches 

appartenant à 16 populations pour 5 locus polymorphes. 2 locus (M66 et M13113) sur les 7 

locus testés pour cette étude sont monomorphes. 

Les bruches inféodées à C. sieberiana ont été éliminées des analyses car, comme 

indiqué plus haut, elles n'amplifient que 3 locus sur les 7 étudiés. 

Les 5 locus microsatellitcs analysés que sont M1425, M625, M836, M97 et M984 

sont variables en taille, ce qui génère plusieurs allèles pour chacun d'eux. Le nombre 

d'allèles par locus varie de 7 pour M97 à 15 pour M836. 

Les fréquences alléliques des différentes populations sont données au tableau 5. Le 

taux d'hétérozygotie sous Hardy-Weinberg ainsi que la diversité génétique des différentes 

populations aux différents locus sont donnés au tableau 6. 
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Le nombre moyen d'allèles pour l'ensemble des locus est de 5.3. Il varie de 4,0 chez 

"8auhinia" et "arachide" à 6.4 chez "Pilostigma" et "Tamarindus" ; il est pratiquement 

identique à l'intérieur d'une même souche, suggérant l'existence de forces qui tendent à 

conserver la même variabilité génétique chez les échantillons d'une même souche. On note 

une plus grande variabilité intra-Iocus dans les populations issues de P. reticulatum et 

celles obtenues de T indica. La plus faible variabilité est obtenue dans les populations 

issues de B. rzifescens et celles obtenues de l'arachide. L'hétérozygotie moyenne est de 

0.541 ± 0.08 

Tableau 5: fréquences alléliques des 16 populations étudiées pour 5 locus polymorphes. 

Locus: M1425 
------------------
Pop .'ülelcs 

-----------------~-------------------~-------------------------------~-------
2 3 4 5 E 7 8 9 î 0 Il 

8.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.471 o .ooe 0.386 0.000 0.100 0.043 0.000 
BF35 0.000 .000 0.000 0.000 0.000 0.559 0.000 0.000 O.OOC 0.368 0.000 0.000 0.074 
PF35 0.000 0.029 0.000 0.000 O.OCO 0.000 0.371 0.014 0.186 0.000 0.014 0.386 0.000 
TF35 0.014 0.029 0.000 0.014 0.043 0.000 0.029 0.486 0.000 0.000 0.229 0.157 0.000 
AK35 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.014 0.486 0.000 0.400 0.000 0.014 0.086 O.OOC 
BK35 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.529 0.000 0.000 0.000 0.457 O.OOC 0.000 0.014 
FKJ5 0.000 0.029 0.000 0.000 0.000 0.000 0.343 0.029 0.014 0.000 0.000 0.586 0.000 
TK35 0.000 0 000 0.014 0.043 0.014 0 000 0.029 0.529 0.029 0.029 0.271 0.043 0.000 

O.C:JO 0.000 .oao 0.000 .OOG O.OCO 0.386 0.000 0.443 0.000 0.129 0.043 .000 
O.OOC O.C:JO 0.000 0.000 0.000 0.629 .000 0.000 0.000 0.314 .000 0.000 0.057 

PL35 0.000 0.014 O.OGO 0.000 0.000 O. COO 0.371 0.014 0.014 0.000 0.000 0.586 O.COO 
TL35 0.000 0.000 0.000 0.043 0.014 0.000 0.043 0.571 0.029 0.000 0.271 0.029 0.000 
1'.035 0.000 0.000 0.000 0.000 0.014 0.000 0.457 0.014 0.400 0.000 0.100 0.014 0.000 

0.014 0.000 0.000 0.000 0.014 0.571 0.000 0.000 0.000 0.371 0.000 0.000 0.029 
:J.OO:; 0.029 0.000 0.000 0.000 0.000 0.353 0.000 0.206 0.000 0.029 0.382 0.000 

1035 0.000 0.000 0.000 0.043 0.043 0.000 0.014 0.529 0.014 0.000 0.300 0.057 0.000 

Locus: !--1625 

I\ll 
-----~-----~------------------~------~---

3 8 10 11 12 13 
0.014 0.000 0.000 0.000 0.400 a.ooo 0.171 0.000 O~000 0.400 .000 0.014 0.000 
0.000 0.008 0.015 0.574 v. 0.000 0.000 o.ooe 0.324 0.000 0.088 0.000 .000 
0.014 0.043 0.000 o. cao 0.043 0.000 0.214 0.800 0.000 0.571 o.oco 0.114 O.OCO 
0.014 0.029 0.029 0.014 0.314 0.014 0.529 0.080 0.043 .000 0.014 ~i. 

0.000 0.014 0.000 0.429 0.014 0.143 O. 8.000 0.343 0.000 0.057 0.080 
v. 0.000 o. 0.471 G. u. 0.000 0.000 0.457 o~ooo 'l coo o.oon 0.071 
0.057 0.014 0.029 0.C80 0.129 0.014 0.186 0.000 (L 000 0.500 0.000 0.071 O.COO 
0.029 0.014 0.029 G.UOO 0.029 0.414 O. OO~; 0.457 o.ooe 0.014 (J.ceo 0.014 o. OO~) 

J'1~3:) ;J.OUU 0.000 0.000 0.014 0.586 0 GOO 0 186 0 000 0.000 0.129 o .OOC 0.086 0.000 
. ) . .000 0.000 0.586 O • '~. DGI) O.OOJ 0.000 0.371 0.000 0.014 O.OOC 0.029 
0.029 0.029 0.014 0.000 0.029 0.000 0.314 v.OOQ 0.000 0.529 0.000 0.057 O.OOC 
iL f; .000 0.029 0.014 0.014 0.371 0.00;) 0.500 G.ocr: 0.057 (J,COD 0.014 .000 
0.014 r;.:lOO " . ~ :)!)O 0.457 0.157 0.314 1).000 0.057 c.olle 

t~O-1:) .00/) 0.029 0.043 0.386 .000 c 0.486 r. 0.014 0. 0.043 
0.057 0.057 ~~.ooc (J. 0.043 0.200 0.529 1). eoo 0.100 .or;e 
0.014 O. 0.029 O.OOC 0.029 .386 0.014 0.471 0.000 0.029 0 000 0.029 .000 
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Tableau 5 (suite et fin): fréquences alléliques des 16 populations étudiées pour 5 locus 
polymorphes. 

Locus: M836 

Pop Alleèes 

Ans 

P,'35 
TF35 
A105 
BK35 
PK35 

AL 3;:; 
BL35 
PL3S 

4 10 11 
0.000 
0.014 

.000 
0.514 
0.000 
0.000 
0.029 
0.471 
0.000 
0.014 
0.043 
0.500 
0.000 

14 
0.000 0.000 
0.000 0.000 
0.043 0.000 
0.043 0.000 
0.000 0.030 
0.000 0.000 
0.000 0.000 
0.043 0.000 
0.000 0.094 
O.OCO 0.000 
0.000 0.029 
0.014 0.043 

.000 0.000 1\035 
B035 
P035 
T035 

0.000 .OOQ O.COO 0.000 0.591 O.COO 
o 014 0.300 O.OOC 0 357 0.000 0.171 
0.000 0.000 0.000 0.000 0.486 0.000 
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
0.000 0.000 0.000 0.000 0.621 .000 
0.000 0.386 0.000 0.329 0.000 0.171 
0.000 0.000 0.029 0.000 0.400 0.000 
0.000 0.000 0.000 0.014 0.000 0.000 
0.000 0.000 0.031 0.000 0.500 0.000 
0.014 0.300 .000 0.429 0.029 0.157 
0.000 .000 0.014 0.000 0.386 0.000 
0.000 0.000 0.000 0.000 0.014 0.000 
0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 
0.000 0.157 0.000 0.300 0.000 0.400 
0.000 0.000 0.000 0.014 0.471 0.000 

.000 0.000 0.000 0.000 0.014 0.000 

0.000 0.000 O.COO 0.000 0.076 
0.000 0.000 0.000 0.114 0.000 
0.043 0.043 O.OOC 0.000 0.029 
0.000 0.000 0.414 0.014 0.000 
0.000 0.000 0.000 a 000 0.091 
0.000 0.000 0.000 0.100 0.000 
0.071 0.000 0.000 0.000 0.043 
0.000 0.000 0.471 0.000 0.000 
0.000 .000 0.000 0.000 0.000 
0.000 0.000 0.000 0.057 O.OCO 
0.057 0.014 0.000 0.000 0.000 
0.000 0.014 0.414 0.000 0.000 
0.000 0.000 0.000 0.000 0.086 
0.000 o.ooe 0.000 0.143 0.000 
0.029 0.000 0.000 0.014 0.114 
C.OOO 0.000 0.414 0.014 0.000 

0.333 
0.029 
0.357 
0.014 
0.258 
0.014 
0.429 
0.000 
0.375 
0.000 
0.457 
8.000 
0.414 
0.000 
0.271 
0.043 

0.000 .000 0.000 
0.057 0.000 0.029 
0.400 0.071 0.043 

Locus: M97 

Pop Alleles 

Ar35 
BF35 
PF35 
TF35 
AK35 
81\35 
PK3) 
TK35 
AL35 
BL35 
PUS 
'"L3c 
A035 
B035 

T035 

l 2 3 
0.429 0.057 0.000 
0.000 0.000 0.014 
0.200 0.186 0.000 
0.000 0.1B6 0.000 
0.386 0.014 0.000 
0.000 0.029 0.014 
o 371 0.071 .ooe 
0.000 0.129 0.029 
0.339 0.065 0.000 
0.000 0.000 0.057 
0.071 0.186 0 000 
0.000 0.200 0.014 
0.429 0.057 0.000 
O. 0.000 0.029 
0.414 0.014 0.000 

.000 0.186 0.014 

6 
0.000 0.000 0.000 0.514 
0.543 0.429 0.014 O.COO 
0.000 0.000 0.000 0.614 
0.000 0.000 0.800 0.014 
O.COO 0.000 0.000 0.600 
0.414 0.486 0.057 0.000 
0.000 .000 000 0.557 
0.014 0.029 0.743 0.057 
0.000 0.000 0.000 0.597 
0.486 0.443 0.014 0.000 
0.000 0.000 0.000 0.743 

.000 0.029 0.757 .000 

.000 O.JJO 0.000 0.514 
0.471 0.486 0.014 0.000 
0.000 0.014 0.000 0.557 
D.OOG 0.043 0.729 0.029 

Locus: M984 

4 6 9 10 11 "1 13 14 
O. 0.000 0.147 0.000 0.000 0.015 0.000 0.191 0.000 0.000 0.029 0.618 O. 
0.000 0.000 0.000 0.000 0.529 0.000 0.029 0.000 0.200 0.000 0.014 0.000 0.229 
0.014 0.614 0.200 0.000 0.000 .000 .800 0.114 0.000 0.000 0.000 0.057 0 800 

TF3~ O. 0 COQ .000 0.000 0.000 0.486 .000 0.000 0.000 0.514 0.000 0.000 0.000 
c 0.030 0.061 0.015 ".000 0.242 0.000 0.000 0.015 0.636 D. 
O. .000 0.057 C.DOn 0.386 0.000 ',. 1). 0.186 
0.014 0.586 0.243 0.000 0.000 0.000 0.000 0.114 0.000 0.000 0 OC0 

0.0G0 0.000 0.014 0.000 0.486 n.ooo 0.029 0.000 0.471 n.oc 0. 
o 029 0.029 .000 0.000 .000 n.ooo 0.114 0.000 0.029 0.029 0.771 a.ooc 

o.on~ O. 0.000 0.000 0.514 0.000 0.014 0.000 0.371 0.000 0.014 0, 0.086 
0.029 0.529 0.243 0.014 0.000 0.000 0.000 0.129 o.ooe 0.000 0.000 0.057 O.OOG 

T:35 O. 0.000 0.000 D.aCa 0.000 0.543 J.002 D.Cao 0.000 0.443 0.000 0.014 O.O()( 
o 015 0.029 ~.OOC 0.471 .000 0.0150,471 c • 

. 000 0.057 0.000 0.286 0.043 ~. 

0.029 O. 0.071 0.000 0.000 
0.029 C. c.OOO O. .COO 0.471 0.014 r 
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Tableau 6: Nombre moyen d'allèles, hétérozygotie moyenne sous HW et diversité 
génétique moyenne des 16 populations étudiées pour 5 locus polymorphes. 

AF BF PF TF AK BK PK TK AL BL PL TL AO BO PO TO 

Nombre moyen 4 . 0 4 . 6 5 • 2 5. 4 4 . 8 4 . 0 5. 4 6 . 2 4 . 4 4 . 6 5. 6 5 . 4 4. 4 5.0 6. 0 6. 4 

d'allèles ±1.0 ±L5 ±L3 ±3.0 ±L3 ±l.O ±l.S ±2.2 ±1.1 ±l.5 ±l.6 ±l.8 ±l.3 ±loO ±L6 ±L3 

Hétérozygotie .528 .577 .566 .526 .473 .594 .554 .520 .475 .560 .554 .509 .517 .543 .592 .566 

moyenne (Hw) ±.07 ±.10 ±.04 ±.13 ±.OB ±.OB ±.07 ±.10 ±.09 ±.04 ±.l3 L09 ±.05 ±.OB ±.10 ±.OB 

Diversité 
génétique 

.590 .607 .615 .545 .575 .617 .610 .564 .558 .583 .572 .542 .601 .622 .642 .SB7i 
±.OS ±.09 ±.OS ±.14 ±.07 ±.OB ±.07 ±.OB ±.10 .OB LlO ±.D9 ±.OS ±.08 ±.7 ±.D9

1 

En considérant l'ensemble des locus, 14 des 16 populations étudiées sont en équilibre 

de Hardy-Weinberg (p> 0,05). Seules AL et BK dévient légèrement de l'équilibre 

panmictique avec respectivement des probabilités de p = 0,045 et p = 0,042 (annexe 2). 

Lorsqu'on regroupe l'ensemble des échantillons, le test de ,.l révèle, pour l'ensemble des 

locus, une importante déviation par rapport à l'équilibre de Hardy-Weinberg ("l 251.4; 

ddl = 152) 

Les résultats du test d'homogénéité des fréquences alléliques (G-test) sont donnés 

dans le tableau 7. Ils révèlent que pour l'ensemble des locus, les fréquences alléliques sont 

homogènes à l'intérieur d'une souche et hétérogènes à l'intérieur d'une localité. Les 

fréquences alléliques des souches "arachide" et "Piliostigma" se révèlent semblables pour 

tous les locus saufM984. 

Tableau 7: valeurs du test d'homogénéité des fréquences alléliques (G-test) entre 

populations d'une même localité et entre populations de même plante hôte et de loealité 

différentes. *p<O.OOl 

Localités Plantes hôtes _ .. _--_ ... ~ .. -
Locus ~Imela Kellr Baka Lingllère Ouarak A.hypogaea il. ru/esee ns P. reiteu/arum r indica 

... _--_ ... 
MI425 96.87* 115.32* 201.21* 123.87* 3.43 0.74 3.53 2.12 

M625 149.05* 143.65* \35.64* 136.86* 9.32 0.37 8.23 2.11 

M836 118.96* 132.78* 144.68* 153.12* 0.76 2.09 l.83 1.09 

M97 110.56* 121.18* 200.43* 167.93* 1.98 0.73 1.43 1.04 

M984 135.64* 157.06* 171.36* 217.53* 4.12 1.63 0.56 2.03 

Ensemble 564.67* 632.47* 589.73* 478.54* 2.13 0.13 1.87 1.32 

Les valeurs de la différenciation génétique entre paires de populations sont données dans le 

tableau 8. 
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Tableau 8: Valeur de e (différenciation génétique) entre paires de populations pour l'ensemble des cinq locus étudiés. Les valeurs en gras 
correspondent aux différenciations intra-hôtes 

AF BF PF TF AK BK PK TK AL BL PL TL AO BO PO 
BF 0.3988 
PF 0.1482 0.3867 
TF 0.4208 0.4198 .3996 
AK -0.0085 .4056 0.1533 0.4314 
BK 0.3945 0.0090 0.3819 0.4114 0.4013 
PK 0.1669 0.3893 0.0099 0.3992 0.1738 0.3850 
TK 0.4079 0.4075 0.3954 -0.0048 0.4 0.3990 .3972 
AL 0.0197 0.4139 0.2068 0.4373 0.0151 0.4096 0.2226 0.4226 
BL 0.4105 -0.0011 .3988 0.4325 0.4169 0.0051 0.4019 .4201 0.4259 
PL 0.1956 0.4083 0.0109 0.4161 0.1998 .4036 0.0144 0.4148 0.2457 0.4209 
TL 0.4184 0.4202 0.4057 -0.0057 0.4299 0.4116 0.4092 -0.0096 0.4348 0.4325 0.4265 
AO 0.0092 0.3936 0.1575 0.4163 0.0088 0.3893 0.1732 0.4015 0.0363 0.4058 0.2028 0.414 
BO 0.3916 0.0143 0.3793 0.4129 0.3983 0.0106 .3820 0.4 02 0.4074 0.0l48 0.4010 0.4131 0.3871 
PO 0.1264 0.3715 0.0032 0.3866 0.1331 0.3670 0.0071 0.3 14 .1909 0.3833 0.0394 0.3928 0.1419 0.3633 
TO 0.3949 0.3977 0.3801 -0.0047 0.4065 0.3889 .3824 -0.0108 0.4092 0.4103 0.3994 -0.0092 0.3896 0.3900 0.3680 

86 



La valeur de 9 (0.325) des 16 populations indique que 32,5% de la variabilité totale 

est due à une différenciation génétique entre échantillons. La différenciation génétique 

intra-hôte n'est pas significative (9 0.07), ce qui signifie que les C. serratus inféodés à 

une même plante hôte sont génétiquement très proches entre eux. La divergence génétique 

intra-Iocalités est par contre très significative (9 0.378) et significativement non 

différente de celle obtenue entre plantes hôtes (9 = 0.374). Les valeurs de la différenciation 

génétique à différents niveaux pour tous les locus sont données dans le tableau 9. 

Tableau 9: valeurs de 9 à différents niveaux hiérarchiques de différenciation génétique au 

niveau des localités (a) et des plantes hôtes (b). La différence des valeurs de 9 par rapport à 

o est testée par X2 2N (9)(k-l) pour k allèles et s échantillons avec 

(k-l)(s-l) degré de liberté. *: p < 0,001. 

a 

Localités 

Locus FimeJa Keur Baka Ouarak Entre localités Entre échantillons 

M1425 .312* .387* .401 * .336* .009 .310* 

M625 .343* .319* .384* .317* .008 .293* 

M836 .324* .337* .313* .282* .007 .269* 

M97 .437* .419* .477* .430* .001 .394* 

M984 .419* .396* .450* .380* .007 .360* 

Ensemble .373* .371 * .405* .349* .007 .325* 
.. _---

b 

Plantes hôtes 

Locus A. B. rujèscens P. rericu/alum T indico Entre hôtes Entre échantillons 

M1425 .007 .004 .024 .004 .359* .310* 

M625 .017 .016 .003 .009 .336* .293* 

M836 .005 .022 .007 .007 .314* .269* 

M97 .009 .007 .059 .007 .447* .394* 

M984 .063 .012 .010 .012 .412* .360* 

Ensemble .013 .009 .014 .008 .374* .325* 
.. _ ... _-_ .. _. __ ... _-"._ .. _-~ ... __ ... -

87 



Les distances géographiques entre échantillons ne sont pas déterminantes en ce qui 

concerne les ressemblances ou différences génétiques. Aucun isolement par la distance 

n'est observé sur les échantillons (p < 0,01). Par contre le rôle de la plante hôte est essentiel 

dans le détenninisme génétique des populations. 

Le dendrogramme construit à partir des distances génétiques de Cavalli-Sforza et 

Edwards (Fig. 19) montre que la structuration génétique est liée au fait que la bruche de 

l'arachide se développe sur plusieurs plantes hôtes différant aussi bien par les 

caractéristiques physiques de leur gousses et graines que par leur nature chimique. 

Les populations de C. serra tus inféodées à B. rufescens se distinguent comme un 

groupe frère des autres populations. Il existe une distance génétique de Kimura de l'ordre 

de 0,46 entre ces deux entités. Cette distance avoisine celle obtenue entre sous-espèces 

d'Apis mellifera (Estoup, 1995). D'autre part les populations inféodées à T indica sont 

distinctes des celles inféodées à l'arachide et à Piliostigma reticulatum. Elles sont portées 

par une valeur de bootstrap maximale (100). De même, les populations de C. serratus 

inféodées à Piliostigma reticulatum et celles infestant l'arachide, bien que génétiquement 

très proches, ont pu être génétiquement séparées grâce à l'utilisation de marqueurs 

hypervariables comme les microsatellites. 
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Figure 19 : arbre phylogénétique des différentes populations construit à partir 
des d~tances de Cavalli-Sforza & Edwards après 2000 rééchantillonnnages des individus. 
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II.3 ANALYSE INDIVIDUELLE 

L'arbre des individus (Fig. 20) montre que les bruches inféodées à Bauhinia 

ruJescens se distinguent nettement des autres. Aucun individu échantillOlUlé dans ces 

gousses n'est retrouvé, après analyse, dans les individus des autres populations (le 

pourcentage de "bien classés" est de 100%). Les fréquences alléliques sont très homogènes 

à l'intérieur du groupe Bauhinia ruJescens. 

Les bruches infodées à Tamarindus indica forment aussi un biotype lié à cette plante. 

Le taux de "bien classés" chez ces bruches est de 97%. Bien que génétiquement distinctes 

des bruches inféodées aux autres plantes hôtes, celles-ci présentent un génome caractérisé 

par la présence de tous les allèles observés chez les bruches inféodées Piliostigma 

reliculatum et à l'arachide. 

Les bruches inféodées à Piliosligma reliculalum et celles infestant l'arachide, bien 

que génétiquement très proches commencent à diverger. Le nombre d'individus ne pouvant 

pas être rapportés à l'un ou l'autre groupe est cependant de 10%. Le taux de "bien classés" 

est de 90% pour chacune de ses deux souches. La profondeur des nœuds entre ces deux 

souches aux niveau de l'arbre des individus et la grande similitude des fréquences 

alléliques des individus appartenant à ces deux souches montrent que les deux souches 

n'ont commencé à diverger que récemment à l'échelle des temps géologiques. 

D'autre part, des échantillons d'adultes ou de cocons de Caryedon serralus ont été 

prélevés durant la saison des pluies sous la canopée ou les écorces des plantes hôtes. Ces 

individus typés (5 provenant de Piliostigma reliculalum de Kaskas, 6 provenant de 

Tamarindus indica de Tamabacounda, 8 obtenus de Bauhinia ruJescens de Kaskas et 9 

provenant de l'arachide de Kolda) sont bien assignés dans leurs souches respectives. 
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Figure 20: arbre des individus de C serratus. 
Cet arbre est construit à partir de la distance des allèles partagés (DAS). 



III. DISCUSSION 

111.1. CARACTERISTIQUES DES SEQUENCES MICROSATELLITES 

Comme aucune donnée préliminaire n'existait sur l'occurrence et la densité de 

microsatellites chez les bruches, il convient de souligner que, par chance, le génome de 

Caryedon serratus s'est avéré riche en de tels locus. Les séquences isolées présentent 

également des caractéristiques structurales proches de celles des mammiferes et des 

hyménoptères étudiés jusqu'à présent (distribution de longueurs et proportion des trois 

types de microsatellites classiquement admis). Seuls 47,4% des locus sont constitués de 

microsatellites parfaits et 74,8% de l'ensemble des locus sont constitués de séquences en 

(GT)n et (CT)n. Contrairement à ce qui est observé chez Apis mellifera et Bombus 

terrestris (Estoup & Cornuet, 1994), C. serratus montre une densité supérieure de 

séquences (GT)n (43,2%) en comparaison des séquences (CT)n (31,6%). La même 

tendance est observée chez des vertébrés (Estoup, 1993b). D'autre part, chez l'abeille par 

exemple, à l'exception des régions télométriques où ils semblent très peu présents, les 

micro satellites semblent se distribuer à peu près régulièrement sur l'ensemble du génome, 

tout en présentant une certaine tendance au regroupement. Chez C. serratus, en l'absence 

de clonage, de cartographie et d'hybridation in situ, notre connaissance sur la localisation et 

la distribution des microsatellites reste limitée. 

Il est aussi intéressant de noter que 52,6% des locus sont des microsatellites 

imparfaits (imparfait simples et imparfaits composés). Comme chez C. serra tus, ces 

micro satellites constituent chez d'autres espèces (Abeille, Bourdon, Porc et Homme) une 

part importante de l'ensemble des micro satellites et présentent un polymorphisme 

intéressant au niveau nucléotidique. En effet, pour un locus donné, ces mÎcrosatellites sont 

souvent caractérisés par une grande variabilité dans la position et le nombre des 

interruptions qui s'intercalent entre les séries de motifs répétés. L'étude des séquences des 

allèles des micro satellites interrompus est donc très informative en ce qui concerne 

l'homoplasie de taille et la genèse des allèles. Cette approche moléculaire constitue un 

complément idéal aux études réalisées jusqu'à présent à partir des distributions d'allèles des 

microsatellites dans les populations (Estoup, ] 995). L'ensemble des analyses moléculaires 

ct statistiques suggère que les microsatellites interrompus varient fréquemment par pas 
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mutationnels multiples (> 1 motif). Ils ne varient donc pas selon un modèle SMM à pas 

simple et montrent des déviations vers le modèle [AM. Des auteurs comme Estoup & 

Cornuet (1994) ont émis l'hypothèse selon laquelle les microsatellites interrompus 

pourraient être caractérisés par une variance du nombre de répétitions supérieure à celle 

des micro satellites parfaits. Moins sujets à l'homoplasie de taille que les microsatellites 

parfaits, la saturation de l'information génétique due à cette homoplasie serait plus lente. 

Les microsatellites interrompus présenteraient, par conséquent, certains avantages pour 

l'étude des différenciations et des relations phylogénétiques. Il semble donc que la structure 

des micro satellites joue un rôle important sur les modalités évolutives. Cette idée était déjà 

implicitement exprimée par Shriver et al. (1993) qui ont montré que les modèles exprimant 

le mieux les distributions alléliques étaient différents selon la taille du motif répété. Ainsi, 

outre la taille des motifs répétés, d'autres caractéristiques structurelles telles que la 

présence d'interruptions dans les séquences répétées semblent être associées à des 

modalités évolutives originales. Il paraît donc utopique de vouloir trouver un modèle 

mutationnel unique pour expliquer les variations de l'ensemble des microsatellites. 

111.2. STRUCTURE POPULATIONNELLE 

Chez C serratus, la différence entre nombre moyen d'allèles est significativement 

moins marquée entre populations géographiquement éloignées inféodées à une même 

espèce hôte qu'entre échantillons sympatriques de plantes hôtes diftërentes (p < 0,01). 

La moyenne d'hétérozygotie de 0.541 ± .08 est du même ordre de grandeur que celles 

obtenues chez la truite Salmo trulla L. (Estoup et al., 1993a) ct l'abeille (Estoup et al., 

1993b). 

Pour l'ensemble des locus, 14 des 16 populations étudiées sont en équilibre de 

Hardy-Weinberg (p> 0,05). Seules AL et BK dévient légèrement de l'équilibre panmictique 

avec des probabilités respectives de p = 0,045 et p 0,042 (annexe 2). Autrement dit, dans 

une population provenant d'une plante hôte dans une localité donnée, les croisements entre 

individus se font au hasard. Ceci confirme l'hypothèse de Sembène (1997) concernant 

l'importance du moment et du comment de l'échantillonnage lors d'études de génétique des 

populations. En effet, un déficit important en hétérozygotes chez les échantillons analysés 

lors des études allozymiques (Sembène & Delobel, 1998), provoquait une déviation 
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significative de l'équilibre panmictique de chacun des échantillons analysés sauf ceux 

obtenus de Bauhinia rufescens. Or, sur Pilios/igma, la dynamique des populations de C. 

serra/us paraît dominée par l'alternance d'une période assez courte (de novembre à février) 

où les gousses mûres des plantes hôtes sont alxmdantes dans la nature et d'une longue 

période (mars à octobre) où celles-ci deviennent de plus en plus rares, puis apparemment 

absentes. Lorsque les premières gousses atteignent la maturité, en novembre, les 

populations de C. serratus sont généralement très faibles et les infestations sont le fait d'un 

nombre réduit de femelles. Les taux d'infestation relevés sur P. reticulatum en novembre 

sont d'environ 2 à 4 oeufs pour 1000 gousses. En échantillonnant les premières sorties de 

bruches, on obtient des populations qui consisteraient donc en un mélange des FI d'un 

nombre limité de fondatrices. Ce biais d'échantillonnage a été évité lors des études 

microsatellites. Le même constat peut être fait sur arachide nouvellement récoltée, les taux 

d'infestation initiaux sont de l'ordre de 1 oeuf pour 10.000 !:,'Taines (Matokot et al., 1987 ; 

Sembène, 1997). Ceci explique en partie pourquoi les échantillons d'arachide déviaient de 

l'équilibre panmictique. Bauhinia rufescens, au contraire, fructifie toute l'année. Les taux 

d'infestation ne présentent pas de fluctuations de même ampleur que celles observées sur 

Piliostigma. Cette persistance des gousses de Bauhinia rufescens durant toute l'année est 

une situation favorable à la panmixie. Tamarindus indica est dans une situation 

intermédiaire. Le tamarinier présente en effet une période de fructification maximale en 

mars-avriL Cependant, compte tenu d'une forte variabilité inter-arbres, il est possible de 

trouver dans une région donnée quelques gousses mûres tout au long de l'année (Ndiaye, 

1991). De plus, les graines du tamarinier sont un résidu habituel de la préparation de 

certains aliments au SénégaL Elles peuvent constituer un habitat de développement 

favorable au maintien de la bruche de l'arachide jusqu'à la maturation des nouvelles 

gousses. D'autre part, en considérant l'ensemble des échantillons, le test de "[2 révèle, pour 

l'ensemble des locus, une importante déviation par rapport à l'équilibre de Hardy­

Weinberg ("[2 = 251.4 ; ddl 152). Ces populations ne semblent donc pas constituer un 

"ensemble génétique uniforme" ; les croisements entre elles ne se passeraient pas au hasard 

(effet Wahlund). Ainsi tout laisse à penser qu'elles sont génétiquement bien différenciées. 

Les valeurs de la différeneiation génétique à différents niveaux obtenus entre les 

différentes souches, de même l'homogénéité des fréquences alléliques dans chaque souche 

montrent que la structuration génétique de C. serratus est liée au fait que la bruche se 
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développe sur plusieurs plantes hôtes différant aussi bien par la forme de leurs gousses et 

graines que par la nature chimique de leurs substances secondaires. En effet, la 

différenciation intra-hôte est inexistante alors que plus de 97% de la divergence génétique 

totale sont dus à une différenciation entre espèces hôtes. La part de la différenciation 

génétique entre localités est quasi nulle. Les flux géniques entre plantes hôtes identiques 

semblent se faire de manière homogène à l'intérieur du Sénégal en l'absence de barrière 

géographique ou climatique. 

Au vu de l'ensemble de ces résultats, il est évident que la polyphagie supposée de 

Caryedon serra/us est mise en doute. La bruche de l'arachide est en fait constituée de 

plusieurs populations spécialistes. Il existe plusieurs biotypes de C. serra/us au Sénégal, 

chacun d'eux étant infëodé à une plante ou un groupe de plantes hôtes et l'isolement entre 

eux n'est que partiel. Or, il n'y a que de rares exemples d'apparition, au sein de 

populations sympatriques, d'un isolement lié à la nature de la plante hôte (Mitter & 

Futuyma, 1979). Les conditions d'une telle spéciation seraient peu probables selon 

Futuyma & Mayer (1980). Bush & Diehl (1982) pensent que les accouplements devraient 

se faire de préférence avec des partenaires provenant de la même plante hôte. Ces 

hypothèses de Futuyma et Mayer sont combattues par de nombreux auteurs: il y a au moins 

autant de variabilité génétique liée au choix de l'hôte chez des populations sympatriques 

qu'entre populations allopatriques nettement isolées. Dans le cas de la bruche de l'arachide, 

l'accouplement entre partenaires consanguins chez les hôtes sauvages est favorisé par "effet 

de proximité": en effet, l'indéhiscence de la plupart des gousses des plantes hôtes de C. 

serra/us, empêche la dispersion des graines de chacune d'elle ; une souche peut alors 

maintenir ses cycles de développement sur les gousses accrochées ou sur celles tombées 

sous la canopée d'un arbre donné. Les larves de quatrième stade tombent généralement au 

sol pour la nymphose. Les adultes qui émergent des cocons, sur cette même surface 

réduite, n'ont certainement pas besoin de se déplacer loin pour trouver un partenaire 

sexuel. Ceci favorise les accouplements entre partenaires consanguins et le dépôt des oeufs 

par la femelle sur l'espèce dont elle est issue. Les mêmes conditions peuvent se trouver 

réalisées dans la situation très particulière du stock d'arachide puisque, contrairement à ce 

que Huignard et al. (1989) observent chez Bruchidius atrolineatus, l'adaptation aux stocks 

permet de maintenir chez Caryedon serratus le polyvoltinisme et fréquemment, les adultes 

n'ont pas la faculté de s'échapper des sacs ou des entrepôts où est conservée l'arachide. 
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D'autre part, comme le soulignent Bernays & Chapman (1994), de nombreuses 

observations montrent que la tendance à la spécialisation dans l'exploitation des plantes 

hôtes a été l'un des principaux facteurs à l'origine de la diversification des insectes 

phytophages. La question de l'intensité des flux géniques entre populations sauvages et 

l'arachide devenait primordiale car l'introduction de plantes exotiques, correspondant 

fréquemment à des espèces cultivées, peut favoriser l'ajout d'un nouvel hôte. Comme 

exemple d'un tel phénomène, on citera le cas de Spodopterafrugiperda (Pashley, 1988), du 

nymphal ide Euphydrias editha qui s'est adapté à Plantago lanceola introduit par les 

éleveurs en Amérique du Nord (Singer et al., 1988), de la punaise Jadera haematomola qui 

a ajouté à son spectre d'hôtes des graines de Sapindacae ornementales introduites (Carroll 

& Boyd, 1992), de Rhogoletis pomonella qui, en Amérique du Nord, est passé de 

l'Aubépine au pommier (Bush, 1994 ; Feder et al., 1994 ; Bush & Smith, 1998). Le cas le 

plus récent et certainement le plus spectaculaire est celui de la bruche C. serralus qui a 

ajouté une Fabaceae introduite à son spectre d'hôtes sauvages certainement après de 

multiples tentatives avortées. Bush et Diehl (1982) pensent que ce phénomène d'allotrophie 

(l'attaque d'un nouvel hôte par un insecte parasite) peut ou non nécessiter au préalable des 

modifications génétiques majeures chez les individus assurant l'infestation. Ces 

modifications concernent les gènes contrôlant le comportement alimentaire, la 

reproduction et/ou la physiologie digestive de la larve. Dans le cas de C. serralus, 

l'existence du biotype "arachide" fait penser que son passage sur l'arachide a nécessité de 

telles modifications. Les reconstructions phylogénétiques permettent aujourd'hui de 

proposer des scenarii quant à l'évolution des préférences alimentaires chez certains groupes 

d'insectes et des hypothèses quant à la nature de la plante hôte ancêtre d'un groupe étudié. 

Chez la bruche de l'arachide, la ressemblance morphologique, allozymique et génique des 

bruches inféodées à Piliosligma reticulalum et celles infestant l'arachide de même que 

l'importance des flux géniques calculés entre ces deux souches permettent d'affirmer 

aujourd'hui que les C. serralus inféodées à P. reliculatum ont été à l'origine de 

l'infestation de l'arachide au début du siècle, par aUotrophie. Cette population s'est, san.;; 

doute, étendue comme tache d'huile pour infester les récoltes d'arachide dans une grande 

partie de l'Afrique occidentale. Ces deux souches bien que génétiquement très proches 

commencent à diverger. L'absence de gousses sauvages durant la période pluvieuse (sauf 

chez B. rufescens) et l'introduction de l'arachide dans l'environnement de plantes sauvages 

ont favorisé le passage des populations inféodées à P reliculatum sur l'arachide et le 
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"cyclage" de la souche arachide dans les gousses résiduelles des greniers. Il conviendra 

cependant de noter que l'événement de divergence des différentes souches de C. serratus a 

lieu, pour d'autres raisons évolutives et historiques, avant l'adaptation des populations 

"Piliostigma" à l'arachide. Les positions basales de la souche "e sieberiana" dans 

certaines reconstructions phylogénétiques et de "B. rufescens" dans d'autres en témoignent. 

Il est connu que les taux de mutations les plus élevés sont associés aux micro satellites 

constitués d'un nombre important de répétitions (Weber, 1990). En d'autres termes, la 

mutabilité d'une séquence dépend du nombre de ses répétitions pour un locus donné. Chez 

C. serratus, l'importance de la longueur des locus microsatellites, en plus du nombre 

important de générations par an (environ sept) à cause de son polyvoltinisme, ont favorisé, 

en environ cent ans, l'homogénéité génétique chez les bruches présentes sur l'arachide. 

Cette importante découverte pose à nouveau la question de l'importance des greniers dans 

la réinfestation de l'arachide nouvellement récoltée. L'existence d'une structuration 

génétique propre à la souche "arachide" fait penser que les bruches infestant J'arachide 

proviennent en majorité des greniers, c'est-à-dire des individus maintenant leur cycle de 

développement dans les résidus des graines d'arachide existant dans les greniers durant la 

saison des pluies. A celles-ci s'ajoutent les bruches provenant de P. reticulatum qui 

infestent les arachides, premières gousses disponibles dans la nature et pouvant permettre à 

C. serratus de se développer. L'importance des Piliostigmas dans l'infestation de l'arachide 

a été supposée dans des études antérieures comme celles de Gagnepain et al. (1986) en 

savane de Lamto en Côte-d'Ivoire et de Matokot et al. (1987) au Congo et, contrairement 

aux hypothèses avancées par Ndiaye (1991) et Pierre & Huignard (1990), Tamarindus 

indica et B. rufescens ne jouent qu'un rôle secondaire dans l'infestation de l'arachide 

séchée. Cependant, en l'absence de P. reticulatum dans une zone, les C. serratus infestant 

l'arachide pourraient éventuellement se réfugier et maintenir leur cycle de développement 

dans les gousses de T. indica qui se trouve être la plante génétiquement la plus ouverte aux 

autres populations. 

n.3. STRUCTURE INDIVIDUELLE 

En dehors des hypothèses solides que l'on peut émettre quant aux mécanismes 

d'infestation de l'arachide nouvellement récoltée (voir plus loin), il est évident que les 

marqueurs utilisés ont mis en évidence une structuration génétique tixte, induite par la 
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plante hôte chez C. serratus. La structuration génétique individuelle montre que les 

bruches inféodées à B. rufescens se distinguent nettement des autres. Aucun individu 

échantillonné dans ces gousses n'est retrouvé, après analyse, parmi les individus des autres 

souches. Cette forte différenciation du groupe "Bauhinia" pourrait s'expliquer par le fait 

que B. rufescens est un arbuste qui fructifie toute l'année, situation qui favorise la 

persistance de l'habitat et du support de développement, facteurs essentiels à la formation 

et au maintien de races hôtes chez les insectes phytophages. Dans le même ordre d'idée, les 

accouplements préférentiels sont favorisés et l'effectif efficace conservé même si on 

observe des goulots d'étranglement durant la saison des pluies où la mortalité des œufs est 

très élevée et où le nombre d'adultes diminue de façon drastique (Pierre et Huignard, 

1990). "B. rufescens" qui possède des antennes plus courtes, des élytres plus petits, un 

nombre de dents fémorales plus élevé (Sembène & Delobel, 1996), et génétiquement des 

allèles privés qui l'isolent des autres souches, est une race hôte. Cet isolement, même s'il 

n'est pas total sur le plan éthologique pourrait évoluer et conduire à l'émergence d'un 

nouveau taxon. 

Les bruches infodées à T indica forment aussi un biotype lié à cette plante. Le taux 

de "bien classés" chez ces bruches est de 97%. Ces bruches sont cependant beaucoup plus 

sujettes à des migrations vers l'arachide ou P. reticulatum que celles infestant B. rufescens. 

Comme cela a été évoqué plus haut, T indica ne fructifie pas toute l'année; cet arbre est 

dans une situation intermédiaire et présente en effet une période de fructification maximale 

en mars-avril. Cependant, compte tenu d'une forte variabilité inter-arbres, il est possible de 

trouver dans une région donnée quelques gousses mûres tout au long de l'année. De plus, 

les graines du tamarinier sont un résidu habituel de la préparation de certains aliments au 

Sénégal. Elles peuvent constituer un habitat de développement favorable au maintien de la 

bruche de l'arachide jusqu'à la maturation des nouvelles gousses. Quelques uns de ces 

individus "épars" peuvent aller infester de l'arachide stockée ou les premières gousses de P. 

reticulatum qui mûrissent. Parmi toutes les souches, "Tamarindus" possède les antennes 

les plus longues, les yeux les plus rapprochés aussi bien ventralement que dorsalement, les 

élytres les plus grands, un nombre de dents fémorales plus faible (Sembène & Dclobel, 

1996). Cette souche, inféodée à la plante hôte qui semble être la plus "réceptive" vis à vis 

des autres, présente néanmoins une homogénéité des fréquences alléliques et est isolée par 

tous les locus microsatellites étudiés. 
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Les bruches inféodées à P. re/iculalum et celles infestant l'arachide, bien que 

génétiquement très proches, commencent à diverger. Cette divergence est surtout portée, 

parmi les gènes séquencés, par M984. Le nombre d'individus ne pouvant pas être affectés 

de manière défmitive à l'un ou l'autre groupe est cependant de 10%. Ceci montre que 

même s'il existe un flux génique assez élevé (245 individus par génération) entre ces deux 

souches, la raréfaction des gousses sauvages durant la période pluvieuse a favorisé la 

multiplication continue (cyclage) des bruches sur arachide dans les greniers. Les 

populations, que ni la morphométrie (Sembène & Delobel, 1996) ni les allozymes 

(Sembène & Delobel, 1998), ni le séquençage d'ADN n'ont pu génétiquement séparer, ont 

divergé récemment. Notons cependant, aussi bien chez "P. re/iculatum" que chez 

"arachide" que tout porte à croire que l'effectif efficace est quand même préservé pour la 

restitution des gènes au moment de la disponibilité des gousses: pour "arachide" sur les 

gousses résiduelles dans les greniers ; pour "P. re/icula/um" sur les gousses en 

décomposition qui subsistent dans la nature durant la période pluvieuse et de rares adultes 

qui émergent des derniers cocons durant la saison des pluies. Les adultes de C. serra/us qui 

proviennent des greniers, ceux qui émergent à la fm de la saison sèche (période où il y a 

encore quelques gousses sur les arbres) dans la nature et ceux qui parviennent à sortir, 

entre fm juillet et début août, des rares gousses en décomposition sur le sol, sont 

responsables de la réinfestation des nouvelles gousses de P. reIÎcula/um. Ces bruches 

trouvent pendant la saison des pluies de quoi s'alimenter (pollen, nectar). En présence de 

nourriture adéquate (pollen, eau), des possibilités de survie d'une durée moyenne de 80 à 

90 jours ont été observées au laboratoire (Delobel, 1989a ; Sembène, 1997). Ceci permet 

d'envisager des longévités dans la nature dépassant très largement 3 mois. En période de 

chaleur intense ou de fortes pluies (facteurs favorisant la mortalité de C. serra/us), les 

bruches s'abritent, par phototactisme négatif, sous les feuilles sèches tombées au sol. Ces 

analyses semblent donc confirmer celles de Janzen (1974, 1980) et de Ali-Diallo (1991) 

selon lesquelles les insectes se maintiendraient au niveau de leur plante hôte même lorsque 

les ressources trophiques ct le substrat de développement se réduisent fortement comme 

c'est le cas en période pluvieuse. Prevett (1966a) au Nigéria, Mapangou-Divassa (1985) au 

Congo et Ndiaye & Jarry (1990) au Sénégal notent aussi le maintien d'une faible 

population et une persistance de l'activité reproductrice de C. serra/us, dans des conditions 

similaires. 
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D'autre part, les échantillons d'adultes ou de cocons de C. serratus prélevés durant 

l'hivernage sous la canopée ou les écorces des plantes hôtes sont bien assignés au sein de 

leurs souches respectives après typage. Ceci confirme l'hypothèse émise quant à la 

présence d'adultes de C. serra tus sexuellement actifs sous la canopée de leur hôte et la 

limitation des migrations d'une plante hôte donnée à une autre. Cette activité de la bruche 

pendant la saison des pluies a été aussi relevée par Ndiaye (1991) sur les T. indica, malgré 

la quasi ou totale absence de gousses sur cet arbre. Il est intéressant de noter, comme l'ont 

révélé Pierre & Huignard (1990), que malgré la saison des pluies, les Bauhinias reçoivent 

des pontes même si celles-ci sont moins fréquentes que durant la saison sèche. P. 

reticulatum semble bien "retenir" les rares adultes de C. serratus, probablement grâce à la 

morphologie de ses feuilles qui, tombées à terre, peuvent constituer un abri pour les 

bruches. 

Le mécanisme d'isolement génétique observé aujourd'hui chez C. serratus pourrait 

aussi résulter de l'existence chez la bruche d'une forte variabilité individuelle dans la 

sélection du site de ponte (Robert, 1985 ; Ali-Diallo, 1990, Delobel, 1995). En plus de ses 

plantes hôtes habituelles, on sait que C. serratus pond sur toutes les gousses qui lui sont 

proposées mais quatre Caesalpiniaceae (Bauhinia variegata, B. purpurea, Delonyx regia et 

Dialium pachyphyllum) et deux Fabaceae (Milletia laurentii et M eetveldeana) se 

révélèrent totalement toxiques pour les larves. En revanche, C serra tus effectue son cycle 

complet sur Cassia javanica (Caesalpiniaceae) alors que cette espèce introduite au Congo, 

n'y semble pas actuellement attaquée par ce Bruchidae (Ndioulou, 1983). D'autre part, 

Cancela da Fonceca (1963) a réalisé des élevages de C. serratus sur Cassia fistula ; 

Delobel et al. (1995) ont observé des oeufs et des larves mortes au premier stade de C. 

serratus sur Prosopis a/ricana et Detarium senegalensis. Notons simplement que le fait 

qu'un insecte se développe au laboratoire sur une espèce végétale donnée ne signifie pas 

forcément qu'il pourrait boucler son cycle sur cette même espèce dans la nature. Très 

souvent les souches utilisées dans les expériences sont élevées après de nombreuses 

générations au laboratoire. Il est cependant clair que C. serratus possède une grande 

plasticité de ponte qui lui a permis de s'adapter à différents hôtes appartenant à des 

Caesalpiniaceae, des Fabaceae et peut-être même des Mimosaceae (Delobel et al. 1995). Il 

est aussi intéressant de noter que les graines dans lesquelles les larves de C. serratus 

parviennent à se développer, appartiennent toutes à la superfamillc des Leguminosae. 
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Robert (1984) pense que ces graines contiennent un même type de substances toxiques, 

que les larves de la bruche de l'arachide sont capables de détoxifier facilement. 

Classiquement, on considère que les changements et les ajouts d'hôtes sont plus faciles 

entre des plantes chimiquement proches et que cette similitude résulte de la proximité 

phylogénétique de celles-ci ou bien du partage de caractères chimiques ou composés 

secondaires (Becerra, 1997) ou physico-chimiques bien particuliers, tels que les canaux à 

résine ou à latex (Farrell et al., 1991). Les insectes peuvent aussi chercher à exploiter les 

plantes disponibles dans l'environnement immédiat de leur plante hôte d'origine (Dobler et 

al., 1996). Enfin, la colonisation d'une nouvelle ressource alimentaire pourra être rendue 

possible par l'acquisition d'une "nouveauté évolutive" physiologique ou comportementale, 

suite par exemple à une mutation chez un taxon donné (Berenbaum, 1990). Notons 

cependant que les critères taxonomiques des légumineuses ne sont pas basés sur les 

caractéristiques biochimiques des substances nutritionnelles des espèces qui composent 

cette super-famille. 

Une hypothèse plus plausible pour le phénomène observé chez C. serratus serait que 

la bruche possède des gènes ou allèles contrôlant la détoxification des substances nocives 

pour s'adapter à chacune de ses plantes hôtes. La population de C. serratus posséderait un 

système enzymatique détoxificateur large car pour qu'une espèce puisse élargir son spectre 

d'hôtes, il n'est pas suffisant que les femelles viennent pondre dessus ; il faut aussi que le 

substrat soit appétant et que les larves puissent détoxifier les substances nocives. Dans le 

cas de l'arachide, il est aussi possible que cette légumineuse ne contienne pas de substances 

toxiques naturelles. Les moyens habituels de défense chimique chez les légumineuses à 

gousses aériennes ne semblent pas nécessaires pour l'arachide qui présente un moyen de 

défense mécanique (fructification hypogée). Il est donc peu probable qu'il ait existé des 

pressions de sélection l'amenant à produire aussi des substances secondaires toxiques. A 

l'appui de ces hypothèses, Robert (1984) constate que, contrairement à la plupart des 

légumineuses alimentaires, l'arachide crue n'est pas toxique pour l'homme. Il note 

cependant que la physiologie digestive de la bruche de l'arachide est certainement très 

différente de celle de l'Homme. Au vu de ces arguments, il serait intéressant de tester les 

possibilités de développement sur graines d'arachide des larves d'autres bruchidae, en 

particulier d'espèces du même genre. D'autres facteurs que ceux purement métaboliques, en 
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particulier les caractéristiques physico-chimiques de la grame, seraient à prendre en 

considération. 

Quoiqu'il en soit, toute différenciation génétique observée chez un insecte 

phytophage s'accompagne nécessairement de la mise en place d'un isolement reproductif 

pré ou post-zygotique en l'absence de barrières extrinsèques aux flux de gènes. En dehors 

des mécanismes théoriques d'isolement génétique dont nous venons de discuter, nous 

essaierons de mettre en évidence, dans le chapitre suivant, d'autres facteurs favorisant la 

formation et le maintien de races hôtes chez la bruche C. serratus. 
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CHAPITRE IV 

MECANISMES DE FORMATION ET DE MAINTIEN 

DES RACES HÔTES CHEZ CARYEDON SERRA TUS. 



INTRODUCTION 

La nùse en évidence de l'ensemble des mécanismes pré et po~1-zygotiques ayant 

favorisé la formation et le maintien de races hôtes chez un insecte phytophage comme la 

bruche de l'arachide, nécessite un travail de terrain d'une vingtaine d'années ou plus (voir 

les travaux de Feder, 1998, sur Rhagoletis pomonella) d'autant plus que l'histoire évolutive 

des insectes phytophages est liée à celle des groupes végétaux qui leur servent 

d'alimentation. Il importe de savoir comment les phytophages ont réagi à la diversification 

des plantes et s'ils ont pu agir en retour sur celles-ci. Ehrlich & Raven (1964) pensent que 

les associations entre les plantes et les insectes que l'on observe aujourd'hui ont été 

modelées par un processus de coévolution pas à pas dans lequel les plantes ont développé 

des défenses à l'encontre de leurs ennenùs naturels qui, à leur tour, ont développé des 

mécanismes de contournement de ces défenses. 

Cette hypothèse célèbre est combattue par des auteurs qui considèrent que la 

radiation adaptative d'une lignée d'insectes phytophages n'a pu se faire que longtemps 

après la diversification morphologique et chimique de ses plantes hôtes; c'est l'idée de 

"sequential evolution" défendue par Jermy (1976, 1984) et que l'on retrouve chez Futuyma 

& McCafferty (1990). 

Selon Bush & Diehl (1982), la formation de races hôtes chez un insecte phytophage 

implique des changements dans les préférences alimentaires et/ou les sites d'oviposition, 

des adaptations physiologiques au nouvel hôte, des croisements préférentiels entre 

partenaires associés à chacun des hôtes. Les gènes doivent être théoriquement étroitement 

liés à moins que le choix du partenaire ne soit lié à la préférence alimentaire (Craig et al., 

1993). 

Les expériences menées dans ce chapitre entrent dans le cadre de la recherche de 

mécanismes pré et post-reproducteurs permettant d'expliquer la formation et le maintien de 

races hôtes chez C. serratus. Nous essaierons d'étudier successivement le choix du site de 

la ponte et la fécondité des femelles ; l'interfécondité des differentes souches et la survie 

des larves; la reconnaissance et fidélité à l'hôte, la capacité migratoire. 
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1. CHOIX DU SITE DE PONTE ET FECONDITE DES FEMELLES 

Le maintien d"'espèces biologiques" pourrait être facilité par le fait que les bruches 

se développent plus facilement, dans une certaine mesure, sur l'hôte dont elles sont issues. 

En analysant le comportement de ponte de la bruche de l'arachide, certains auteurs (Robert, 

1984 ; Ndiaye, 1991 ; Ali-Diallo, 1991) ont pensé qu'elle se développe en suivant le 

principe de sélection d'hôtes émis par Hopkins (1917) à l'issue de ses travaux sur 

Dendroctonus monticolae. Selon ce principe, certains insectes polyphages, se développant 

aux dépens de plusieurs hôtes, auraient tendance à pondre sur la même espèce que celle où 

elles ont effectué leur développement. Il se produirait chez les femelles pondeuses, au 

stade larvaire, une mémorisation du substrat de ponte qui serait conservée chez l'adulte 

après la métamorphose. Robert (1984) conclut d'ailleurs que le mécanisme du choix de 

l'hôte serait plus complexe et ne dépendrait pas seulement d'une mémorisation larvaire 

mais aussi d'une induction au stade nymphal. Cet auteur a montré que les femelles ayant 

nymphosé à l'intérieur des gousses d'une plante hôte donnée manifestent une plus grande 

préférence pour cette plante que les femelles ayant nymphosé à l'extérieur des gousses. 

Mais le nombre insuffisant de plantes hôtes (B. rufescens et l'arachide) utilisés par Robert 

(1984) et le manque de traitement statistique des données de Ali-Diallo (1991) rendent 

leurs résultats peu crédibles. 

Nous avons vérifié l'existence du choix préférentiel du substrat de ponte par les 

femelles de Caryedon serratus issues de cinq plantes hôtes différentes. 

1.1. MATERIELS ET METHODES 

Les C. serra/us utilisés proviennent de gousses récoltées à Keur Baka pendant la 

période où les populations de C. serra/us sont les plus abondantes dans la nature (de 

novembre à mai). Les insectes appartiennent à cinq souches que l'on distingue suivant la 

nature de la plante hôte où a lieu le développement des larves: Arachide, Pilios/igma 

reticula/um, Bauhinia rufescens, Cassia sieberiana, Tamarindus indica. 

Pour chaque espèce de plante hôte, un nombre suffIsant de gousses est récolté pour 

obtenir au moins 20 femelles et 20 mâles de C. serra/us. Les mâles et les femelles âgés de 
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24 h au plus, au début de l'expérience (génération FO oU FI) sont places par couples 

pendant 2 nuits dans une plaque pour culture de tissus li 24 puits. Les femeUes soot ensuite 

transférées chacune dans Wle cage de 50 x 25 x 25 cm) recouverte de grillage. Une 

ouverture pouvant être fermée par un (issu en forme de manchon de 50 cm de long, est 

laissée dans une des plus petites bases. Les gousses des plantes hôtes sauvages sont 

suspendues dans chaque cage ; leur position varie d'une répétition à une autJ;"e. Celles 

d'arachide sont P<Jsées en tas (Fig. 21). 

Figure 21 : cage d'expérimentation avec les gousses des hôtes sauvages accrochées et le las 

d'arachide. 

La surface de ponte o fferte aux i.nsectes est la même pour chaque type de gousse. 20 

femelles sont utilisées pour chaque plante hôte. Les expériences ont lieu dans les 

conditions suivantes; 2Î-29°C, HR "" 80-100 % en saison humide et 27-30°C, HR = 30-

90% en saison sèche. Chaque expérience dure 20 jours. Les femelles utilisées sont nourries 

d'eau distillée et de poIJen granulé, renouvelés régulièrement. Les oeufs pondus par chaque 

souche SUI les gousses des différentes plantes hôtes sont dénombrés à la [in de chaque 

expérience. Les pourcentages de ponte sont représentés sous forme graphique. Les 

comparaisons de moyennes sont effectuées au moyen d'un lest t (Student-Fisher). 
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1.2. RESULTATS 

Le tableau 10 récapitule le nombre total d'œufs déposés par l'ensemble des 20 

femelles de chaque souche sur les gousses des différentes plantes hôtes utilisées dans 

l'expérience. 

Tableau JO: nombre total d'œufs déposés par chaque souche. 

Plantes hôtes Souches 

utilisées Arachide B. rufescens C sieberiana P. reticlI{mum T indico 

Arachide 253 24 5 216 43 

B. mfescens 3 529 21 5 19 
C ob ;-. sie erwna 1 17 569 0 5 

P. reNculafum 36 23 7 258 60 

T. indica Il 26 34 43 494 

Total 304 619 636 522 621 

Le nombre total d'œufs deposes par les feme lles sur J'ensemble des gousses est de 

2702. La souche aracbide est statistiquement la moins féconde. Les nombres d'œufs émis 

par les femelles des autres souches ne sont pas significativement différents (p < 0,0]). La 

répartition des oeufs des différentes souches de Curyedon serrafus sur les c inq plantes 

hôtes s'établissent comme suit. 

1.2,1. Souche Arachide 

Les femelles placees en situation de choix répartissent leurs œufs sur les diffêrentes 

gousses disponibles mais avec une préférence significative pour la plante sur laquelle a eu 

lieu le développement larvaire. En effet, à la fin de l'expérience, les 304 œufs émis par les 

femelles de la souche "Arach.ide" sont répartis corrune suil (Fig. 22a): 

• 83 ,5% des œufs sont déposés sur les gousses d'arachide. Le nombre moyen d'œufs par 

femelle pondeuse est de 17. Deux des 20 femelles n'oot pas émis d'œufs. Il y a donc 

une ponte prétërentielle sur les gousses d'arachide. 

• l'iliosligma relicu{alum reçoit quand même 11 ,9% des œufs. D'ailleurs 2 des 18 

femelles pondeuses ont déposé de manière préférentielle leurs œuls sur les gousses de 

ceUe plante hô te. 
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• Les gousses de T indica ne reçoivent que 3,63%. Aucune femelle de la soucbe 

"Arachide" n'a déposé de manière préférentielle ses œufs sur cette plante. 

• Le pourcentage d'oeufs déposés sur les gousses de Bauhinia rufescens et celles de 

Cassio sieberiana ne diffère pas de O. 

8 . f u fe scens 
0 .99 % 

C sieberi'fI' 
0,00 % 

P 

Arachide 

reticu/Slum T.ind lc. 
11 ,66 3.63"10 

A rachid e 
83 ,50 % 

Figure 22a . répartition des oeufs de la souche "Arachide" sur cinq plantes hôtes. 

1.2.2. Soucbe Bauhinio rufescens 

• 61 9 œufs sont pondus par les femelles de la soutbe "B. rufescenstl
• Les gousses de B. 

rufescens (plante où s'est effectué le développement) reçoivent le plus fort pourcentage 

d'œufs, 85,46 % (Fig. 22b). Deux femelles 0'on1 pas émis d'œufs. Les 18 autres 

femelles ont toutes pondu sur cette plante. Le nombre moyeu d'œnfs par femeHe 

pondeuse est de 34. 

• Le reste des œufs est également réparti entre les autres paJntes hôtes (p > 0, 05): 3,88% 

sur arachide. 3,72 % sur P. relÎculatum, 2,75% SUt C sieberiana et 4,200/0 sur T. 

indica. Notons cependant que 9 femelles sur les 18 pondeuses n'ont pas déposé d'œufs 

sur les gousses de C. sieberiana. 
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B . rulescens 

. Arachide 
P . fetlculalum T.indica 388% 

3,72% 4 ,20% . 
C. sieoeriana 

2.75 

8 . rufescens 
85,46% 

Figure 22b. répart ition des oeufs de la souche "8. rufescens" SUI cinq plantes hôtes. 

1.2.3. Soucbe Cassin sieberiana 

• 636 œufs sont pondus par les [emelles de la souche "e. sieberiana". Les gousses de C. 

sieberiana (plante hôte d'origine des femelles) reçoÎvent 90,47 % des œufS pondus par 

19 femelles (Fig. 22c). Une des femelles utilisée n'a pas pondu sur tes gousses. Les 

femelles ont déposé chacune plus de 90% de leurs œufs sur cette plante. Le nombre 

moyen d'œufs par femelle pondeuse est de 33. 

• 75% des femelles de cetle souche n'ont déposé aucun œuf sur les gousses d'arachide. 

D'ailleurs les 5 femelles ayant pondu sw: ces gousses n'ont déposé chacune qu'un seul 

œuf sur une gousse. Le pourcentage d'œufs dëposés sur les gousses d'arachide ne 

diffère pas de O. 

• Sur les gousses de Piliosligma reficulolum le pourcentage d'œufs déposés est aussi 

égal à a (p < 0). Seules 4 femelles ont déposé des œufs sur ces gousses. 

• Les gousses de B. rujescens et celles de T. indica ont reçu respectivement 3,30% et 

5,35% des œufs déposes. Ces pourcentages, bien qu'étant tres faibles, sont cependant 

différe nt s de O. 
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C. sieberiana 

Arachide 

P. re/Jeu/alum findioJ 0.79% 
1,10 5,35% B. rufescens 

C. sieberiona 
90,47% 

Figure 22c. répartition des oeufs de la souche "c. sieberiana" SUI cinq p!arrtes hôtes. 

1.2.4. Soucbe Pilinstigma ret;cuJaJum 

• Les feme lles de la souche "P. r elÎculafUm n ont pondu au lotal 522 œufs. T oules les 

femelles utilisées ont pondu. Le nombre moyen d'œufs pondu par femelle est de 26. 

Les gousses de P. relicufatum ont reçu 49,43% des pontes (Fig. 22d). Toutes les 

feme lles de ceUe souche ont pondu sur P. relÎculatum. 

• 41 ,38% des œufs de la souche "P. re/ic:ulafum" sont déposés sur les gousses d'arachide . 

D'ailleurs toutes les femelles de cetle souche onL pondu sur ces gousses. Ce 

pourcentage de ponte o'est pas statîst iquement différent de celui obtenu sur les gousses 

de la plante hôte dont les femelles pondeuses sont issues (P. re/;cu{olum). 

• 8,24 % des œufs sonl pondus sur T. indica. Ce pourcentage est dû à 2 femelles qui ont 

pondu plus de 96% de l'ensemble des œufS déposés sur cette plante hôte. 

• Les pourcentages d'œufs déposés sur B. rufescens el C. sieberiana sout statistiquement 

nuls. Aucune femelle n'a pondu sur C sieberiana et seulemen1 5 femelles ont déposé 

chacune 1 œuf sur les gousses de B. ruJescens. 
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P reticu lalum 
50 ,43% 

P. ret/evlatum 

T.indiCf 
8,24~ 

C. sie ber;ana 
0 ,00% 

Arachid e 
41 .38% 

Figure 22d, répartition des oeufs de la souche "P. reticulatum" sur cinq plantes hôtes. 

1.2.5. Soucbe Tamarindus indica 

• 621 œufs ont été pondus par les femeUe s de la souche "'T indico" sur l'eosemble des 

gousses. 79,38% des œufs sont déposés sur les gousses de la pIaule hôte d'origine des 

femelles, T. indiea (Fîg. 22e). Toules les femelles ool émis des œufs sur ces gousses. 

Le nombre moyen d'œufs par femelle pondeuse est de 31. 

• Le pourcentage de ponte sur Arachide, B. rufescens et P. reticulalum est 

respectivement de 6~92%, 3, 06% el 9,66%. Sm C. sieberiono, la ponte est quasi nulle 

(0,80%). 

(indœ 
79.33'% 

T.itdca 

P<actide a nIosœns 
6,92% 3._ 

c_ 
............. 0,80% 

9.66% 

Figure 22e. répartition des oeufs de la souche "1: indico" sur cinq plantes bôtes_ 
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1.2. DISCUSSION 

Comme chez tous les insectes dont les larves ne cherchent pas activement leur 

nourriture, l'express ion actuelle du résultat de l'évolution concomitante plantes 

hôtes/populations chez Caryedon sen"o/us repo!iie probablement dans une large mesure sur 

le choix du site de ponte par la femelle. La comparaison des fécondités entre souche sur 

chaque espèce de plante doit cependant être faite avec prudence car les chiffres obtenus 

pour chaque souche peuvent dépendre de "état physiologique des feme lles. 

Mais, même si l'adéquation entre cboix du site de ponte et performance larvaire n'est 

pas mise en exergue dans ce test, les résu ltats obtenus nous ont néanmo ins permÎs de 

mettre en évidence certaines caractéristiques des différentes populations étudiées et 

révêlenl que chacune des souches utilisées se développe en suivant le principe de sélection 

d'hôte de Hopkins. En effet, la ponte des femelle se fa il de manière privilégiée sur la plante 

où a lieu le développement originel. D'autres travaux., notamment ceux de Thorpe (1938), 

appuyés par ceux de Cushing (1941) sur Drosophila guillifera. ont montré aussi l'existence 

du principe de Hopkins. Pour eux, les larves seraient conditionnées par l'odeur spécifique 

de leurs hôtes ou du milieu d'élevage et sera ient anirées par cette odeur à l'état adulte . Ce 

principe se vérifie chez Nasonia vilripennis, Hyménoptère parasite de Diptères (Smith & 

Cornell, 1979). Pour d'autres auteurs, le principe de Hopkins n'existe pas (Zaazon, 1951 ; 

Wiklund, 1975). D'après Mayr ( 1974) el HuIle! & Ilush ( 1972), il n'y a en fail aucune 

évidence que cette mémorisation soit forte et soit spécifiquement valable. Hershberger el 

Smith (1967) chez Drosophila meianogasler et Van Emden et ai (1996) chez Aphidius 

rhopoiosiphi momrent que cctte réponse conditionnée est susceptible d'ex1lnction. En fait , 

pour ces auteurs, la préférence pour l'hôte dont les bruches sont issues paraît liée, plutôt 

qu 'à une mémorisa tion du substrat de ponte par la larve, à un conditionnement de l'adulte 

au moment de l' émergence, à la suite du conlact avec les parois externes du cocon ou 

encore avec la plante hôte. Pour Wiklund (1975), le choix du lieu de ponte n'est pas 

influence par le substrat où s'est effec tué le développement larvaire. Selon lui, Je choix des 

plantes par les larves et par les femelles se rait sous la dépendance de complexes gén iques 

différents. Contrairement à d'autres insectes phytophages où le choix de la plante peut être 

assure partje llement ou totalement par la larve (Wiklund, 1975), chez: C. serra/us, comme 

chez de nombreux Bruchidae, il est entièrement le fait de la feme lle. C'est elle qui, en 
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collant ses oeufs sur les gousses assure la cOllcidence spatiale entre le stade adulte 

reproducteW' et le stade larvaire consonunateur. La larve nêonale de ce Coléoptère 

disposant de réserves limitées et le développement de tou~ les stades larvaires s'effectuant 

dans la même gousse, ce choix ne peut donc pas être modifié par la suite. Cependant, la 

liaison entre gènes de préférence (choix de la plante hôte lors de la phase d'oviposition) el 

gènes de performance (survie et vitesse de développement de la larve, poids et fécondité de 

la descendance), même si elle est une hypothèse souvent admise (Bush & Diehl, 1982 ; 

Bjôrkman, 1997), l'adéquation entre le choix par la femelle du site de ponte et Je succès du 

développement larvaire n'est pas toujours démontrée. Des travaux comme ceux de 

Wasserman & Futuyma (1981) et Fox (1993) sur Ca/losobruchus maeu/alus ou Jaenike 

(1989) sur Drosophila tripunClala montrent une corrélation faibl e ou nuUe entre préférence 

de la femelle et survie ou développement larvaire. Il existe cependant de multipJes 

exempJes de plantes non exploitées (parce qu'elles contiennent des substances répulsives 

envers la femelle) alors qu'e lles convierulent au développement larvaire des insectes 

(Bemays & Chapman, 1987), ou inversement de plantes tox.iques dépourvues de 

substances répulsives (voir par exemple, Johnson el al., J 996). 

De nombreux facteurs liés à l'écologie de la plante hôte, aux ennemis naturels de cel 

lnsecte phytophage où à l'environnement. jouent un rôle dans la dynamique des 

populations de Caryedon serratus, en particulier dans le choix des plantes hôtes (Fox & 

Morro\\', 1981). 11 est vrai qu'au laboratoue, les situations de choix proposées à la bruche 

de l'arachide so nt fort différentes de celles qu'elle peut rencontrer dans la nature d'autant 

plus que l'effet de migration est limité. Or, il est vraisemblable que le spectre des 

molécu les allélochimiques perçu par les femelles joue un rôle majeur dans la 

reconnaÎssance des gousses surtout dans un espace aussi réduit que ces cages. Il faut 

cependant noter que ]'hypothese de phénologies distinctes qui permettraient aux différentes 

Caesalpiniaceae hôtes de retenir, dans la nature, des populations génétiquement isolé~s 

(par un voltinis01e différent selon les hôtes, par exemple) est contredite par Je fait que 

Bauhinia rufescens garde ses gousses loute l'année et que même les gousses tombées à 

terre reçoivent des pontes. D'autre part . les mêmes expériences que celles que nous avons 

menées dans cc test, reprises par Delobcl , donnent des résultaIS moins nets, qui meUent 

auss i en exergue l'aspect physique des gousses (Delobcl, com.pers). La singularité de la 

bruche de l'arachidt: , C. serra/us, réside dans l'identité presque parfaÎle qui existe chez 
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ceUe espèce entre spectre fondamental ( t'ensemb le des plantes sur lesquelles le 

developpement est supposé possible) el spectre réalisé. Ceci traduit une capacité 

particulièrement élevée des femelles de cette espèce à explo iter au mieux les ressources 

disponibles, mais peut également s'interpréter connne une capacité de discrimination cntre 

hôtes possibles particulièrement faible. C'est sans do ute la ra ison pour laquelle C. serralus 

est la seule espèce de Caryedon rencontrêe jusqu'à présent dans les stocks d'arachide 

(Delobe l el al. 2000) . 

II. INTERFECONDITE DES SOUCHES ET SURVIE DES LARVES 

11.1. MATERIEL ET METHODES 

Nous avo ns choisi ici de faire des lests de croisements sexuels afin de savoir si les 

souches sont mterfécondes e l de comparer la fécondité des différentes combinaisons. Les 

souches Cassio sieberiana, Bauhinia rufescens et Pilostigma re/icula/um $O nt utilisées. Les 

critères de choix de ces souches sont basés sur la distance génétique ex istant entre ces 

souches au vu des résultat s de séquençage de l'ITS ! et des locus mÏcrosatellites. 

Les C. serraI us utili sées proviennent de gousses réco ltées dans plusieurs localités du 

Sénégal pendant la période où C. serra/us est abondante dans la nature (de novembre à 

mai). Pour chaque espèce de plante hôte, un nombre suffi sant de gousses est recolté pour 

obtenir au moins 20 feme lles et 20 mâles de C. serra/us. Ces insectes sont maintenus en 

é levages pendant 6 générations sur leur plante hôte d'o rigine. A la i mc génération., chaque 

bruche est isolée dès le stade nymphal (cocon) dans une plaque pour culture de tissus à 24 

puits en anendant son émergence. 

Pour chaque croisement, 50 graines de chacune des planles hô tes d'ou provie nne nt 

les bruches utili sées sont placées dans une boite de Pétri contenant une couche de sable 

tamisé d'environ 1 cm d'épaisseur. 
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Figure 23: cocons de C. serratus formés dans le sable. 

tOO graines de cbacune des planles hôtes utilisées sont mises dans chacune des boîtes 

de Petri témoins (boîtes où des croisements e ntre mâle et femelle proveJla1Jt d'tme même 

plante hôte sont effectuéS). Les croisements sulvaolS ont été effectués dès l'émergence des 

adultes. Cbacun d'eux est affecté d'un numéro d 'identificatÎon. 

Mâle Ca'isia X Femelle Ba-uhirüa = 1 

Feme lle Cassia X Mâle Sauhi.nia = 2 

Mâle Cassia X Femelle Pilostigma =3 

FemeUe Cassia X Mâle P iliosligma =4 

Mâle Bauhinia X Femelle Pilostigma =: 5 

Femelle Bauhinia X Mâle PHiosligma = 6 

Mâle Bauhinia X Femelle Bauhinia = 7 

Mâle Cassin X FemeJle Cassia = 8 

Mâle Piliostigma X Femelle Pilo stigma = 9 

Les expériences o nt lieu daus les conditions su ivantes: 27-29Q C, HR = 80-1.00 % en 

saÎson humide el 27-30°C, HR = 3()"9()O/O en saison sèche. Chaque expérience dure le 

temps de vic des bruches utilisées. Les insectes ulilisés ne sont pas OOurrls. 
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Dans chaque expérience, les oeufs pondus par chaque souche sur les gra Înes des 

différentes espèces de p lantes, les cocons formés et les adultes émergés. sont déno mbrés. 

Chaque type de croisement est répété 20 fois. Les comparaisons de pourcentages d'œufs 

pondus sont effectuées au moyen d'un test 1 (Student~Flsher) . 

Dans chaq ue type de cro isement, la fertilité des descendants est testée par la même 

méthode que les croisements parentaux. Les mêmes paramètres sont aussi calculés. 

Il.2. RESULTATS 

Le tableau Il résume les nombres moyens d'œu fs pondus, de cocons fannés et 

d'adultes émergés pour chaque type de cro isement sexuel. Pour chaque paramètre du 

tableau, les valeurs suivies des mêmes lettres alphabétiques sont statistÎquement égales. 

Tableau JI: nombres mo yens d'œufs pondus, de cocons formes et d'adultes émergés . 

Croisements Œufs pondus Coco os formés Adultes émergés 

Mâle Cassia X Femelle Bauhinia 16.95 ' 12,05' 12,05 ' 

Femelle Cassia X Mâle 8auhinia 12.35 ' 10.27 ' 9,45 ' 

Mâte Cassia X Feme!le Pilostigma 23,20 ' 20,55 ' 19,90" 

Femelle Cassia X Mâle Piliostigma 18,05 ' 16,35 15,65 • 

Mâle 8auh inia X Femelle Pilostigma 2 1,65 ' 21,05 ' 20,35 ' 

Femelle Bauhinia X Mâle Piliostigma 16,85 • 15, 75 ' 15,05 .. 

Mâle 8auhinia X Femelle 8auhinia 34.25 ' 30, 15 ' 27,45 ' 

Mâle Cassia X Femelle Cassia 31,75 ' 28 .65 ' 28,30 ' 

Mâle Pil iostigma X femelle Pilostigma 39,05 ' 27,47' 26,84 ' 

fi ressort de ce tableau que maigre la distance génétique observée entre les souches 

ut ilisées, ce lle5~c i sont înterfêcondes et daMent une descendance viable. Cependa nt la 

descendance des témoins (croisements au sein d'une même plante hôte) est statistiquement 

le dou ble de ce lle obtenue cntre plantes hôtes différentes. 
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D'aotre part. il n'ex iste aucune morta lité larva ire "anormale" au niveau des 

croisements ent re plantes hôtes différentes. Le taux de mortalité est stat istiquement le 

même dans tous les croisements. Les résultats des tests de fertiljté de la FI sont résumés 

dans le tableau 12. 

Tableau 12: nombres moyens d'œufs pondus, de cocons formés et d'adultes émergés des 

cro isements de la FI. 

Œufs pondus Cocons formés Adultes émergés 

Mâle(I )X Femelle (1) 755 ' , 7,05 ' 705' , 

Mâ le(2) X Femelle (2) 625 • , 5,27' 445' , 

Mâ le (3) X Femelle (3) 13,30 12,55 Il,90' 

Mâle (4) X Femelle (4) 10,05 • 9,35 " 8,65 • 

Mâ le (5) X Femelle (5) 10,65 • 9,85 • 9,3 5 " 

Mâle (6) X Femelle (6) 10,85 " 10,75'" 10,05 ,. 
. . 
Mâle (7) X Femelle (7) 18,25 ' 15,45 ' 15,45 ' 

Mâle (8) X Femelle (8) 17,95 ' 16,65 ' 15,30' 

Mâle (9) X Femelle (9) 16,05 ' 14,54' 1",75 ' 

Ces résultats révèlent que les hybrides o bteous des parents sont bien feniles. Comme 

dans le cas des parents, la descendance est significativement plus petite chez les hybrides 

obtenus de croisement entre souches différentes que chez les bruches obtenues d 'une même 

plante hôte. 

Lorsque l'on compare la fertilité des "parents" à ce lle de la FI (Fig. 24») on remarque 

que le nombre d'œufs dé posés diminue presque de moit ié dans tous les croisements entre 

mâle ct femelle de la FI. 
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Nombre 
d'oeufs 

2 

t1 Croiseroont:s plll'enlauJ: 

3 • 5 6 
Croisements parentaux et de la F1 

7 8 9 

• Croisements de ra F 1 

Figure 24: comparaison des nombres d'oeufs dans les deux types de croisements 

Il. 3. DISCUSSION 

Ces expériences de croisements contrôlés oot permis de vérifier que malgré la 

différenciation génétique existant entre elles, les bruches inféodées â B. nifescens, à Cassio 

sieberinna et à P. reticulatum, s'hybrident au laboratoire et donnent une descendance 

fertile. La fécondité obtenue entre mâle et femelle provenant de plantes hôtes differentes 

est cependant deux fois moindre que ceUe d'un croisement témoin ("Cassia x Cassia", 

"Bauhinia" x "Bauhinia" ou "Pdostigma" x "Piliostigma"). D'autre part, lorsque l'on 

compare la fécondité des "parents" à celle de la FI. on constate que le nombre d'œufs 

déposés diminue presque de moitié dans tous les croisements conune s'il existait une 
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barrière reproductrice de plus en plus importante au fur et a mesure que les générations se 

succèdenl. Ceci pourraü s'expliquer par J'ex istence de barrières reproductrices pré ou post­

zygotiques qui empêcheraient. en situation de liberté comme dans la nature, aux bruches 

inféodées à des plantes hôtes différentes de s'accoupler; dans Je cas des expériences de 

laboratoire, c'est comme si on "obligea it" un mâle el une femelle ne provenant pas de la 

même plante hôte à s'accoupler. De plus, la production d'ovocytes étant continue chez la 

femelle de C. serra fus, celle-ci s'accouple avec n'importe quel mâle (provenant de 

n'importe laquelle des plantes hÔles de C. serra/us) pour se "débarrasser" de ses œ ufs. 

Noto ns cependant que la descendance obtenue par les "parents" nous permet de rejeter 

toute hypothèse quant à des structures différentes des génitalia des bruches des différentes 

souches. 

Quelle interprétation faut il donc donner à de tels chiffres? Seules des expériences de 

génétiques mendé liennes suivies d'observations des différents types d'appariements des 

chromosomes pourront certainement expliquer ces constats. Toujours est-il que sur les 

plans théoriques et expérUnenl.au~ les travaux de laboratoire menés au COillS des 40 

dernières années ont montré qu'un isolement rep roductif peUL apparaître ent re des 

populations encore reliées par des flux de gènes à condition que la sé lection favorisant les 

individus adaptés à chac un des hôtes soit forte cornparativemeot à ces flux (Rice & 

Hostert, 1993). L'idée générale actuelle est que l'isolement reproducti f prézygotique va, 

dans ce cas, se développer du fai t de corrélations fortuites (p léiot ropie/entrainement 

génétique ou "auto-stop génique") enlre les caractères qui seront sélectionnés dans 

l'environnement de chacun des hôtes, mais qui n'enl rament pas d'isolement reproductif, et 

d'autres caractères responsables de j'isolement reproductif (Miyatake & Shimizu, 1999). 

Les travaux de Rice & Hostert (1993) ind iquent aussi qu'un phénomène de spéc iation 

peut se produire sans qu'il y ait allopatrie, ce qui apporte une base théorique aux partisans 

de la spéciation sympatrique par ségrégation écologique (Bush, 1994). Celte demière peul 

être perçue COOU11e un cas particulie r de différenciation génét ique liée à la sélection en 

présence de fl ux géniques. 
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1II, RECONNAISSANCE ET FIDELITE A L'HÔTE 

La reconnaissance el la fidélité à l'hôte constituent des barrières pré-reproductrices 

entre souches ou races sympatriques chez plusieurs insectes phytophages dont le s ite de 

ponte est morcelé. L'objectif de ce chapilre est donc de déterminer s'il y a reconnaissance 

et fidélité à j'hôte en mesurant les flux d'individus de C serra/us différentes souches vers 

les différentes espèces hôtes. Nous testerons dans le même chapitre la capacité migratoire 

de la bruche de J'arachide pour avoir une idée SUI sa faculté de dispersio n el sa vitesse de 

déplacement. 

Il!.!. MATERIEL ET METHODES 

ilL!.!. Les bruches utilisées 

Les adultes de C. Serralu$ utilisés proviennent de gousses récoltées dans plusieurs 

zones du Sénégal pendant la période où les populations de C. serra/us sont les plus 

abondantes dans la nature. Les souches "Arachide", "Bauhinia", "Cassia", "Piliostigma" et 

"Tamarindus" sont utili sées. La souche arachide est composée de C. serra/us provenant de 

l'arachide nouvellement récoltée , La souche "Bauhinia" est fonnée de C. serra/us issus de 

B. rufescens ; la souche "CassÎa" de C. serra/us issus de Cassio sieberiana, la souche 

"Piliostigma". de C. serra/us issus de Piliostigma relicu/a/um et la souche "Tamarindus", 

de C. serra/us issus de Tamarindus indica. Les insectes de chacune des souches sont é le vés 

sur leur plante hôte d'origine pendant plusieurs générations. Pour chaque plante hôte, un 

nombre suffisant de gousses est récolté pour obtenir au moins 50 ad ultes de C. serra/us. 

Les adultes utilisés sont marqués sur les é lytres â l'aide de vernis à ongle d'une couleur 

différente pour chaque souche . 

111.1 ,2. Zone d'élude 

L'expérience a li eu Thiawandou, village situé à 10 km de Kaolack en allant vers 

Nioro. Les différentes plantes hôtes de C. serra/us coexistent dans cette localité. Ce vi llage 

est marqué par une longue période de saison sèche (de novembre il juin) et une saison des 

pluies (de juillet à octobre) . Les hauteurs de pluies sont de 800 mm en moyenne mais leur 

120 



répartition et la quantité d'cau tombée peuvent être très dîtT~rentcs d'une année â ['autre (± 

100 mm). La saison sèche est chaude (moyenne des maxima: 32 OC), l'humidité relative est 

faible dans la journée (10 à 30%) mais augmente dans la nuit pour atteindre son maximum 

Je matin (80 à JOO%). Les vents dominaots sont les alizés continentaux chauds el secs 

(harmattan). La saison des pluies est caractérisée par une amplitude thermique journalière 

bien plus faible et une humidité relative plus élevée et relativement constante (80 à 100%). 

Les moussons, vents d'ouest et du sud-ouest, dominent alors largement et sont 

responsables des précipitations. 

On distingue essentiellement deux types de sols dans cette localité: des sols rouges et 

des sols beiges. Les sols rouges sont des formations ferrugineuses tropicales lessivées plus 

ou moins remaniées, formées sur matériaux dunaires. En raison des faibles proportions 

d'argile et de matière organique, ils sont cru:actérisés par des capacités de stockage de l'eau 

et des cations faibles. Hs sont peu profonds et parsemés de taches de concrétions de fer et 

d ' aluminium., à taux d'acidité très élevé du fait de leur très fuible teneur en calcaire 

assimilable. Les sols beiges sont des sols ferrugineux tropicau.x, lessivés, parfois 

hydromorphes sur matériaux des basses plaines. Ils se rapprochent des sols "dior" par leur 

texture sableuse en surface et sont également peu riches en éléments minéraux. 

La végétation est de type soudano-sahélien, caractérisée par la présence d'espèces 

très diversifiées. Les herbes annuelles coexistent avec que lques arbres et arbustes. Dans les 

zones défrichées et cultivées (arachide. mil et maïs essentiellement), il ne subsiste de la 

savane arborée qu'une strate arbustive assez développée par endroit et des arbres dispersés. 

Les espèces végétales préservées, le sont pour leur utilité directe ou indirecte (alimentation 

des hommes et du bétail, fibre , ombrage, fertilisation des sols, médec ine traditionnelle, ... ) 

pour les populations loca les. Les arbres les plus fréquents sonl: Adansonia digirota, 

Tamarindlls indica, Detarium senegalensis, Delarium microcarpum, Cassia sieberiana, 

Cordyla pinnata, Piliosligma relku/alum, Piliosfigma /honningii, Bauhinia ru/escens, 

Prosopis a/ricana, Parkia biglobosa ... etc. Dans la strate arbustive, les espèces dominantes 

sonl eMsia occidentalis, Cassio obtusifolia, Guiera senegaJensis, Combre/mn 

micran/hum. Le lapis herbacé au sol est composé essentielleme nt d 'espëces annuelles 

dominées par les graminées, se desséchant à partir du mois de Novembre ; les genres les 

plus courants sont Ari.\·/ida. Chloris, Chencrus, Eragros/is, SchoenJeldia ..... 

121 



III. 1.3. Expérimentations 

Nous avons repéré dans celle zooe lU) lieu oû coexiste nt Les différentes pla ntes hôtes 

(Bauhinia rufescens, Cassia sieberiana, PiliostÎgma r elicu/afum , Tamarindus indiea. Les 

plantes hôtes choisies sont marq uées à J'aide de la peinture. Deux arbres sont choisis pour 

chaque plante hôte et sur chacune d'e lles sont accrochés des pièges à carton ondulé pouvant 

servir de refuges à C. serra/us durant la journée. Deux las d'arachides d'environ 15 

kiJogranunes chacun sont constitués. 

Toutes tes bruches (marquées) des di ffé rentes souches sOnt lâchées en même temps 

en un point situé à environ égale distance des arbres hôtes choisis. Le lendemain, les 

bruches marquées sont recherchées. du petit matin au crépuscule dans les pièges posés sur 

les arbres hôtes, sous les craquelures de l'écorce des arbres, SO us les feuilles tombées SOus 

la canopée des arbres. Nous avons aussi recherché ces bruches dans une touffe de Cuiera 

senega/ensis et sur Ba/onNes aegypfiaca. Ces deux plantes qui ne sont pas hôtes de C. 

serralus se trouvaient dans le lieu d'étude. 

Les bruches de chaq ue souche, capturées sur chaque hôte, sur Guiera senegalensis et 

sur Balanifes aegyptiaca sont dénombrées et ensuÎle relâchées. La même recherche se fera 

durant 5 jours. La comparaison des moyennes de capture des 5 jours est faite au moyen du 

test de Student-fischer. Dans les g raphiques, les valeurs suivies des mêmes lettres 

alphabétiques sont stat istiquement égales. 

111.2. RESULTATS 

Les figures 25a à 25e illustrent les pourcentages de bruches retrouvées sur Jes 

arbustes cho isis pour ChaClU1C des souches. 

111.2.1.1. Souche "Arachide" 

Parmi les 50 bruches de la souche arachide tâc hées, 44 ont été retrou vées. 24,2% des 

bruches de ta souche arachide sont retrouvés dans les deux tas d'arachide. 25,6% sont 

retrouvés SUi Piliostigma reliculalum. Un pourcentage signifiC<ilif de ces bruches est 

retrouvé sur TamarÎndus indicQ ( 1 9,8%). Notons que plus de 20% des bruches de la souche 

arachide sonl retrouvées sur des arbustes qui ne sont pas plantes hôtes de C serralus 
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(Guiera :ienegalensis et Balanites aegyp,iaca). C sieberiana et B. nlfescens reçoivent des 

pourcentages fa ibles de bruches de cette souche avec respectivement 2,2% et 6,9%. 

Figure 25a: répartition des bruches de la souche arachide 

Il .2. 1.2. Souche "8auhinia" 

34 des 50 bruches de la souche "Bauhinia" oot été retrouvées après 5 jours de 

recherche. 31,58% de ces bruches ont été retro uvés sur la plante hôte dont ils sont 

origi.naires (Bauhinia rufescens) . Les pourcentages de bruches observées sur Arachide 

(13,5%), sur Pi/iosfigma reficulatum ( 15,2%) et sur Tamarindus indica (17,0%) sont 

slatistiquement égaux (p >0,05). Cassia sieberiana ne reçoit que 6,4% des bruches. 16,4% 

des bruches sont retrouvés sur G. senegalensis (11 ,5%) et B. aegyp tiaca (4,8%). 

Figure 25b: répartition des bruches de la souche "Bauhinia" 
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11 1.2.1.3. Souclt"Cassia" 

Sur les 50 brudIes de la souche "Cassia". 36 ont été retrouvées. 31,8% de ces 

bruches l'oot été SUT Ca.ssia sieberiona, plante hôte d'origine de la souche. Rauhinia 

ruJescens (15,10/0) et Tllmarindus indico (12,9%) reçoivent des pourcentages de bruches 

stal istlquement égaux. Seules 7,8% des bruches sont retrouvés sur Piliostigma reticulalum. 

Au total 20.7% des bruches sont retrouvés sur Guiera seneKaJensis ct Balanites 

aegypriaca. 

Figure 25c: ré_ ion des bruches de la souche "Cassia". 

!lU .1.4. Souclt"Pil iosl igma" 

42 des 50 bnK:IEs de la souche "Piliostigma" fâchées sont retrouvés à la fin de 

l'expérience. S5 .71%~ces b ruches sout relrouvœs sur Arachide (29,04%) el Piliostigma 

reticulaJum (26 ,67%), 17, l40/0 sur Tamarindus indico. Bauhinia rufescens et Cassio 

sieberiana reçoi e nt .. nombr"e faible de bruches avec respect ivement 8,09% et 4,76%. 

Les plantes qui ne SOlI pas hôtes de Caryedon se"atus (Guiera senegalensis et 8alanires 

aegyptiaca) abritent ~lOtaJ J 6, 67% de ces bruches. 
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Figure 25d: répartition des bruches de la souche "Piliostigma". 

1ll.2I.S . Souche "Tamarindus" 

Seules 30 des 50 bruches de la souche nTamarindus" ont été retrouvées. Les bruches 

de cette souche sont retrouvées en majorité sur Piliostigma reticulatum (35,1 0%). Presque 

30% de ces bruches sont cependant retrouvées sur Tamarindus indica, leur plante hôle 

d'orig ine. 19,86% sont retrouvés sur les tas d'arachide. Bauhinia roJescens et Cassio 

sieberiana reçoivent un nombre faible de broches avec respectivement 7,28% et 4,63%. 

Guiera senegalensis et Ba/aniles aegypfiaco n'abritent au total que 9,93% des bruches. 

"" ..... "',I\<Ius· 

" 

Fîgure 25e: répartition des bruches de la soucbe "Tamarindus" 
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III.3. DISCUSSION 

Le premier constat que l'on peut faire est que les bruches issues de Cassia sieberiana 

et celles inféodées à Bauhinia ruJescens présentent une bonne reconnaissance et une 

fidélité à leur hôte bien que le temps que dure cette expérience soit particulièrement court 

pour nous permettre de conclure avec certitude. Mais le fait que 31,6% des bruches de la 

souche "Bauhinia" et 31,8% de celles de la souche "Cassiafl soient capables de retrouver et 

de se maintenir sur leur plante hôte respective met en relief l'attractivité chimique 

qu'exercerait de manière spécifique chaque plante hôte sur "sa souche". On connaît le rôle 

central joué par la constitution chimique des végétaux (nutriments et substances 

allélochimiques) aussi bien dans l'évolution de la spécificité alimentaire des insectes que 

dans le maintien ou la variation des spectres alimentaires. Des désaccords subsistent 

cependant sur la place qu'il faut accorder à d'autres facteurs (ennemis naturels, écologie de 

la plante, contraintes génétiques entre choix du site de ponte et performance larvaire, etc.) 

et la manière dont la chimie des plantes et l'évolution des insectes ont pu s'influencer 

mutuellement. Certains auteurs considèrent la spécialisation alimentaire comme résultant 

de l'exploitation d'avantages sélectifs dans l'utilisation de nourriture (découverte de l'hôte 

et reconnaissance des partenaires sexuels facilitées, réduction du coût de l'adaptation à des 

composés secondaires multiples, protection contre des ennemis naturels polyphages); une 

autre hypothèse présente au contraire la spécialisation comme un "cul-de-sac évolutif', où 

aboutiraient des espèces prédisposées génétiquement à la spéciation, donc à l'isolement 

reproductif (Bernays & Graham, 1988). 

Les souches inféodées à l'arachide, à Piliostigma reticu/atum et Tamarindus indica 

ne sont capables d'aucune reconnaissance entre ces trois plantes hôtes mais ne migrent 

pratiquement vers Cassia sieberiana ou Bauhinia rz{fescens. Ceci fait penser que les 

substances attractives ou répulsives émanant de l'arachide, P. reticulatum et T indica 

seraient chimiquement apparentées. Ces substances différeraient beaucoup de celles qu'on 

pourrait rencontrer chez B. ruJescens et C. sieberiana. Des analyses biochimiques portant 

sur les diverses parties de chacune des plantes hôtes permettront sans doute de répondre 

avec certitude à cette hypothèse. Toujours est-il que toutes les méthodes de caractérisation 

génétique que nous avons utilisées ont montré que les C. serratus inféodées à Cassia 

sieberiana et celles infestant Bauhinia rufescens sont génétiquement très éloignées de 

celles inféodées aux autres plantes hôtes que sont l'arachide, Piliostigma reticulatum et 
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Tamarindus indica. Notons aussi que la fidélité à l'hôte peut être un phénomène continu 

car, bien qu'il existe des goulots d'étranglement, la persistance des hôtes de C serra/us est 

un phénomène effectif. L'arachide existe toute l'année même si c'est sous forme de graines 

résiduelles dans les greniers; B. rufescens fructifie toute l'année et demeure un substrat de 

développement favorable, même durant la saison pluvieuse; des gousses de P. reticulatum 

en pourrissement persistent dans le nature et permettent de maintenir, même si c'est à un 

faible niveau, la persistance de la souche ; le tamarinier présente des cultivars qui 

fructifient à différentes périodes de l'année ; ses graines sont aussi le résidu de plusieurs 

préparation culinaires et se retrouvent presque dans toutes les concessions. 

D'autre part, la bruche de l'arachide paraît être un bon voilier. Ceci peut être la source 

d'une possible homogénéisation des flux géniques mais peut aussi favoriser , grâce à sa 

grande plasticité de ponte, l'attaque de nouveaux hôtes et la fondation de nouvelles 

colonies géographiquement distinctes. L'influence du flux génique dans l'homogénéisation 

des caractéristiques génétiques ou comme facteur de diversification des populations reste 

cependant sujette à controverses. Selon Mayr (1974) et Dobzansky (1977), un flux génique 

important empêche toute différenciation génétique des populations. Cependant Erlich & 

Raven (1969) et Endler (1973, 1979) ainsi que les partisans de la spéciation sympatrique 

pensent que le flux génique n'a pas un rôle important: la sélection naturelle peut maintenir 

une forte différenciation malgré un flux génique élevé. 

D'autres barrières écologiques telles que la disponibilité de l'hôte, la différence 

spatio-temporelle dans l'émergence des adultes des différentes souches et les contraintes 

parasitaires sont en étude au laboratoire. Des hypothèses de plus en plus fortes sont aussi 

émises quant à la spécificité de la composition phéromonale chez des populations 

d'insectes se développant sur des graines appartenant à des genres différents (Rasplus et 

Solignac, communication personnelle). Les substances biochimiques propres à chaque type 

de graine rendraient spécifique l'odeur phéromonale de telle sorte qu'un mâle issu d'une 

plante hôte donnée ne pourrait être attiré que par une femelle issue de la même plante hôte. 

Ceci favoriserait évidemment les accouplements préférentiels ou "dirigés". 

Quelle que soit la validité ou l'invalidité de ces hypothèses, le constat que l'on peut 

faire est que, comme ceux de Bush & Diehl (1982), de Hsiao (1982), de Fedcr et al. (1994) 
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chez Rhagoletis pomonella , de Emelianov et al. (1995), nos travaux apportent un nouvel 

argument en faveur de l'isolement de populations sympatriques. Cette divergence 

sympatrique s'est révélée dans la plupart des cas par des différences de fréquences 

alléliques pour des marqueurs neutres ou par l'estimation de l'héritabilité des caractères 

morphologiques ou comportementaux jouant un rôle dans les différences de jitness 

observées entre populations (Feder et al., 1994 ; Carroll et al., 1997; Sembène & Delobel, 

1998). 
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CHAPITRE V: 

SOURCES DE CONTAMINATION DE L'ARACHIDE PAR 

CARYEDON SERRA TUS ET MISE EN ŒUVRE DES 

RESULTATS GENETIQUES 



INTRODUCTION 

La connaissance précise de la dynamique de contamination permet de situer le début 

de l'infestation primaire et d'intervenir pour l'empêcher ou l'atténuer car le polyvoltinisme 

de C. serratus amplifie considérablement les dégâts dès lors qu'une primo-infestation s'est 

déjà installée. 

L'objectif de cette étude est donc de détenniner d'une part, le moment précis où se 

produit l'infestation de l'arachide et d'autre part, d'évaluer les populations de C. serratus et 

les dégâts qu'elles occasionnent sur l'arachide en séchage au champ à partir de l'analyse au 

laboratoire d'échantillons de gousses prélevés en milieu paysan. Il existe une bibliographie 

abondante sur les méthodes de choix des différentes unités d'échantillonnage pour une 

étude de ce type (Drew et al., 1978 ; De Lima, 1979 ). Le choix du village, des parcelles 

comme de la variété d'arachide ne s'est fait ni de façon aléatoire, ni de façon représentative; 

il a, dans une certaine mesure, été fait en fonction des objectifs que nous avions définis 

("field test"). En effet, notre objectif n'était pas de faire une étude précise des pertes à 

l'échelle régionale. De tels chiffres seraient coûteux, longs et difficiles à obtenir, et on a de 

toute façon plus besoin d'informations sur des situations précises pouvant permettre une 

globalisation, que des moyennes régionales ou nationales. Ceci nous a conduit à fonder 

notre démarche sur des études de cas localisés, faisant l'objet d'un suivi périodique et 

régulier à partir du séchage au champ et jusqu'après 2 semaines de stockage. Ce type 

d'opération peut donner des renseignements suffisamment fiables sur les nIveaux 

d'infestation et leurs causes pour servir de bases solides à des activités ultérieures visant 

leur réduction (Adams, 1977). 

1. SOURCES DE CONTAMINATION DE L'ARACHIDE PAR C. SERRA TUS 

Pour l'étude de la dynamique de l'infestation de l'arachide en séchage au champ, un 

seul village situé au coeur du bassin arachidier a été choisi. Les critères de choix des 

parcelles cultivées, pour la comparaison des paramètres étudiés, ont porté notamment sur la 

variété d'arachide cultivée, l'emplacement de la parcelle par rapport aux plantes hôtes de 

Caryedon serratus, l'existence de pratiques ou dispositifs spéciaux de stockage. 
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1.1. MATERIEL ET METHODES 

1.1.1. Les parcelles 

Huit (8) parcelles d'arachide (Pl à Pg), cultivées par des paysans du village de Keur 

Baka, ont été suivies depuis les semis jusqu'à la récolte. Leur superficie varie de 1 à 1,5 ha. 

Des Caesalpiniaceae hôtes sauvages de C serralus (Bauhinia rufescens, Cassia sieberiana, 

Piliostigma reticulatum et Tamarindus indica), bordent ou poussent à l'intérieur des 

parcelles choisies. Les champs P2, P7 et Pg sont les plus éloignés des plantes hôtes (Fig. 

26). 

1.1.2. Les variétés d'arachide 

Dans les parcelles PI, P2, P3, P4, la variété d'arachide cultivée est la 73-33. Elle est 

tardive et présente une ramification alterne et un port érigé. Les gousses sont moyennes 

(110-160g), présentent un réseau effacé et contiennent très souvent 2 graines par gousse. 

Son cycle végétatif, des semis à la récolte, est d'environ 100 jours. C'est la variété la plus 

cultivée au SénégaL Elle est bien adaptée aux régions de la zone sahélo-soudanienne et 

soudano-guinéenne. La plus grande partie de la récolte de cette variété est destinée à 

l'exportation. 

L'arachide de bouche (GH 119-20) localement appelée "Guerté Niaye" est cultivée 

dans chacune des parcelles Ps, P6, P7 et Pg. C'est une variété à ramification alterne. Les 

gousses (150-200g) contiennent chacune 2 graines. Elles présentent un réseau net. La 

ceinture et le bec sont très effacés. Son cycle végétatif est voisin de celui du type 73-33. 

La majeur partie des récoltes de cette variété est destinée à la consommation locale. 

1.1.3. Echantillon nage 

Les arachides, semées en fin juin] 998, ont été récoltées entre le 17 et le 27 octobre 

de la même année. Les pieds déterrés ont été mis en andains deux jours après, puis laissés 

exposés au soleil environ 3 semaines pour ensuite être rassemblés en meules, après la 

période des brumes matinales. 3 semaines plus tard, ce sera successivement le battage, 

l'égoussage et le stockage en sacs (fm novembre). Les arachides mises dans des sacs en 

polypropylène tressé sont entassées dans des greniers. Seules les arachides des parcelles 4 

et 5 ont été stockées en vrac dans des greniers faits de paille de mil. 
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Figure 26: PosiLlon des parcelles (?) et des plantes hôtes naturelles de C. serratus. 
L'échelle entre les différents éléments n'est pas respectée. 



Des prélèvements de gousses ont été faits à chaque étape des itinéraires techniques 

précités. Quatre jours après le déterrage, un échantillon de quatre kilogrammes d'arachides 

(environ 1000 gousses) a été prélevé sur chaque parcelle. Ces prélèvements sont répétés 

une fois par semaine au champ jusqu'à 35 jours après la récolte et ensuite dans les sacs en 

polypropylène tressé et dans les greniers. 

Les gousses sont ramenées au laboratoire dans des sacs en polypropylène tressé 

neufs et étanches et sont conservées dans une pièce aérée du laboratoire dont la 

température ambiante suit les fluctuations de la température extérieure. Chaque échantillon 

est gardé pendant au moins 2 mois pour contrôler le niveau d'infestation par C serratus. 

La teneur en eau des gousses de chaque échantillon est déterminée au début et à la fm de 

l'expérience. 

Nous avons évité un prélèvement d'un nombre trop important de gousses, de façon à 

ne pas modifier la dynamique des populations de C serratus. 

1I.1.4. Paramètres analysés 

Nous avons d'abord examiné à partir de quel niveau minimum d'infestation au 

champ la contamination va s'installer et se poursuivre en stocks. Ensuite nous avons 

précisé l'influence de l'infestation primaire sur l'évolution de la contamination au champ, 

sans possibilité de réinfestation d'origine extérieure ou de sortie des adultes et des larves 

de quatrième stade (L4) de ces échantillons. Dans ces conditions, la contamination de 

chaque échantillon ne dépendra que de l'infestation initiale au champ et des générations 

ultérieures qui réinfesteront leur propre stock. 

L'évolution de divers indicateurs des dégâts a été mesurée par analyse graphique: 

- Le pourcentage d'oeufs présents sur chaque échantillon (fraîchement déposés, 

éclos, stériles ou morts). 

- Le nombre de gousses infestées, c'est-à-dire présentant des oeufs et/ou des trous 

d'émergence d'adultes ou de larves de C. serratus. 
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- Le nombre d'adultes émergés des gousses (les nymphes sont dénombrées comme 

étant des adultes). 

- Le taux de mortalité (embryonnaire et larvaire) est défini comme étant le rapport 

entre la différence du nombre total d'oeufs moins le nombre d'adultes émergés et le 

nombre d'oeufs total pour chaque échantillon. 

- Le pourcentage de perte pondérale (PP). Les pertes en poids sont quantifiées 

uniquement sur les échantillons prélevés au dernier jour de séchage (35ème jour) et 

conservés pendant deux mois au laboratoire. Ceci pour déterminer la perte quantitative de 

l'arachide ayant seulement subi l'infestation initiale qui se produit au champ. Les pertes 

sont estimées de la manière suivante: pp = (Pi - PC !Pi) x 100, ou Pi est le poids sec initial 

de l'échantillon; Pf, le poids sec [mal du même échantillon. 

Le test de Newman-Keuls est utilisé pour comparer l'évolution de l'infestation entre 

variétés. Dans les graphiques, les valeurs suivies d'une même lettre alphabétique sont 

statistiquement égales. Le test exact de Fisher nous a permis de comparer l'évolution de 

certains paramètres entre les parcelles. 

1.2. RESULTATS 

Les premières attaques de larves de C. serra/us sont observées dès le 4èmc jour après 

la récolte. L'évolution du nombre d'oeufs déposés sur les gousses (Fig. 27 et 29) révèle 

que la ponte se poursuit tant qu'il y a des gousses disponibles et augmente en fonction de 

la durée de séchage. Les niveaux d'infestation initiaux sont faibles dans les deux variétés: 

8,5 oeufs déposés chez la variété 73-33 et 5 chez la variété GH 119-20 pour 1000 gousses 

environ. Aucun oeuf n'est observé après 7 jours de séchage dans les parcelles 2 et 5, mais 

les niveaux d'infestation relevés à l'échantillonnage suivant, qui sont du même ordre de 

grandeur que ceux observés dans les autres parcelles, indiquent que les gousses des 

parcelles 2 et 5 étaient probablement déjà atteintes. 

Les courbes d'évolution du nombre de gousses infestées (Fig. 27 et 29) et du nombre 

d'adultes émergés (Fig. 28 et 30) présentent la même tendance que celles du nombre 
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d'oeufs déposés au niveau de chacune des deux variétés. La teneur en eau des gousses 

s'étant stabilisée dès le 7ème jour à environ 4% H.R., l'accroissement du nombre de gousses 

infestées et du nombre d'adultes émergés est sûrement lié au temps de séchage. 

Le taux de gousses infestées dans l'arachide stockée en vrac est de 74,5% (parcelles 

P4 et P5). Il se revèle plus élevé que celui observé dans l'arachide stockée dans des sacs en 

polypropylène tressé (33,5%) à P < 0,01. 

Le taux de mortalité embryonnaire et larvaire est en moyenne de 70% 7 jours après la 

récolte mais diminue rapidement en fonction du temps de séchage (Fig. 26 et 28). 

Les tests comparatifs de l'infestation des deux variétés (Fig. 29) montrent que les 

niveaux d'infestation sont pratiquement identiques chez la variété 73-33 et la variété OH 

119-20 ; aucune différence statistiquement significative n'est observée (P> 0,05) sauf au 

niveau du taux de mortalité 7 jours après la récolte (p< 0,01) période pendant lequel le taux 

de mortalité larvaire est plus élevé au niveau de la variété OH 119-20. 

Il faut aussi noter que les parcelles les plus éloignées des plantes hôtes sauvages (P2, 

P7 et P8) présentent les plus faibles taux d'infestation. 

Les pourcentages de perte en poids des échantillons prélevés au dernier jour de 

séchage et conservés 2 mois au laboratoire sont de 0,19% chez la variété 73-33 et de 0,21% 

chez la variété OH 119-20 en deux mois de stockage. Dans chacune des variétés, il existe 

une forte corrélation entre la perte en poids et le nombre de C. serralus émergés pendant la 

même période. 
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1.3. DISCUSSION 

Certains auteurs comme Conway (1975 et 1983), Matokot et al. (1987) et Ali-Diallo 

(1991) estiment que la connaissance de la dynamique de l'infestation des stocks d'arachide 

par C. serratus devrait conditionner la mise au point d'une stratégie de lutte contre cet 

insecte. Or, cette question essentielle reçoit, selon les auteurs des réponses divergentes. 

Pour Appert (1954) au Sénégal et Green (1959) en Gambie, les hôtes sauvages jouent 

un rôle insignifiant, les infestations s'effectuant une fois la récolte rentrée, à partir des 

graines bruchées subsistant dans les greniers. 

Sagot & Bouffil (1935) et Corby (1941) au Nigéria, Conway (1983) en Gambie et 

Ndiaye (1991) au Sénégal, voient dans les même plantes hôtes sauvages l'origine de 

l'infestation. Conway indique le rôle possible de petits effectif de gousses résiduelles des 

plantes voisines des champs, après la saison des pluies, dans la contamination des 

arachides, et pense que la diminution des effectifs de C. serratus dans les hôtes primaires 

(Piliostigma thonningii, Tamarindus indica, Cassia sieberiana), au moment des récoltes 

d'arachide en octobre-novembre, pourrait constituer un moyen d'atténuation ou 

d'élimination des infestations au champ. A l'appui de cette hypothèse, Robert (1984) note 

que le degré d'infestation des meules d'arachide est liée à leur proximité des plantes hôtes 

naturelles et qu'il suffirait d'éloigner au maximum les meules de ces plantes pour diminuer 

l'infestation initiale au champ. Nos résultats révèlent, certes, que la proximité des plantes 

hôtes de l'arachide en séchage semble augmenter les niveaux d'infestation puisque les 

parcelles 2, 7 et 8 (les plus éloignés des plantes hôtes) présentent les plus faibles taux 

d'infestation, mais il nous semble hâtif, en l'absence de données précises sur les capacités 

migratoires de la bruche de l'arachide, de tirer la même conclusion que Robert. De plus, 

pour cet auteur, les premières infestations pourraient se produire dans les cultures en place, 

sur les quelques gousses qui affleurent au niveau sol. Ce phénomène a été déjà constaté 

chez un autre bruchidae: Callosobruchus subinnotus, qui s'attaque à une Fabaceae à 

graines hypogées: Voandzeia sp. (Decelle, 1981). Ceci reste à préciser chez Caryedon 

serratus qui ne peut pas se développer dans des gousses ayant une teneur en eau supérieure 

à 40% comme c'est le cas des gousses d'arachide en fin de maturation (Ndiaye, 1991 ; 

Sembène, 1997). 
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Nos résultats révèlent plutôt que les premières infestations se produisent lors du 

séchage, avant la rentrée des récoltes dans les greniers. Celles-ci, quoique faibles, se 

poursuivent dans les greniers et peuvent être à l'origine d'importantes pertes quantitatives 

à cause du caractère polyvoltin de la bruche. 

Il est intéressant de noter que le stockage des gousses d'arachide dans des sacs de 

polypropylène tressé semble offrir une meilleure protection des récoltes que celui fait en 

vrac dans les greniers. En effet le pourcentage de gousses infestées, pendant une semaine 

de stockage de l'arachide conservée en vrac (74,5%), est plus de deux fois supérieur à celui 

de l'arachide mise en sacs (33,5%). Dans un stockage de type se mi-étanche (sacs en 

polypropylène tressé), la composition de l'atmosphère interstitielle est modifiée par la 

respiration des graines elles-même mais aussi et surtout par celle des insectes et des 

moisissures qui peuvent se développer sur elles en fonction de la teneur en eau et de la 

température. On aboutit à un autoconfinement dû à une raréfaction de l'oxygène et à une 

augmentation de la teneur en dioxyde de carbone, telles que les insectes présents ne 

peuvent survivre et les moisissures se développer. L'évaluation d'un tel "système amélioré 

de conservation" dans des conditions tropicales simulées au laboratoire a donné des 

résultats encourageants pour le riz paddy (Haryadi, 1987) en montrant notamment que les 

prélévements de grains ne nuisent pas à l'anaérobiose partielle. De telles pratiques seraient 

certainement très concluantes surtout si les sacs étaient pleinement remplis d'arachide et 

hermétiquement fermés, accélérant ainsi le confmement et rendant en même temps difficile 

les déplacements et la rencontre des bruches; l'infestation peut ain. ... i disparaître à la 

première génération d'insectes (Matokot et al., 1987). 

Il. MISE EN ŒUVRE DES RESULTATS GENETIQUES 

ILL MATERIEL ET METHODES 

Il.1.1. Zone d'étude 
Six villages distants d'au moins 10 km les uns les autres ont été choisis pour cette 

étude: Keur Baka, Koné Peulh. Koné Sérère, Mboss, Thiawandou et Mbane. Ils sont tous 

situés dans la commune de Ndoffane (Département de Kaolack), au coeur du bassin 

arachidier. 
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Ce milieu se trouve dans le domaine soudano-sahélien. Les caractéristiques des sols 

et du climat de même que la pluviométrie sont les mêmes que celles décrites à Thiawandou 

(chapitre précédent). 

II.1.2. Expérimentations 

Dans les villages choisis, les semis ont eu lieu au début du mois de juillet 1999. La 

variété d'arachide cultivée dans toutes les parcelles choisies est la 73-33. Les gousses 

d'arachide sont déterrées à maturité dès la [m des pluies (octobre ou novembre), et la 

teneur en eau des gousses est alors élevée, de l'ordre de 40 à 50%. Le mode de stockage est 

le même dans tous les villages choisis. Les gousses d'arachide sont mises dans des sacs en 

jute ou polypropylène tressé, entreposés les uns sur les autres dans un coin de la maison ou 

dans des greniers faits de paille de mil. 

Quatres parcelles (champs) cultivées par des paysans ont été choisies dans chaque 

village. Tous ces villages sont touchés par la bruche de l'arachide. Des études menées de 

1995 à 1998 ont montré que les pertes quantitatives pouvaient aller jusqu'à 78% pour une 

durée de stockage de 3 mois (Sembène, 1997). Les parcelles d'arachide ont été suivies des 

semis à la récolte. Leur superficie varie de 1 à 1,5 ha. Des Caesalpiniaceae hôtes sauvages 

de Caryedon serratus (Bauhinia rufescens, Cassia sieberiana, Piliostigma reticulatum et 

Tamarindus indica), bordent ou poussent à l'intérieur des parcelles choisies. 

Les expériences ont eu lieu entre le 07 et le 18 octobre 1999. Sauf Bauhinia 

rufescens, aucune des plantes hôtes de C serratus ne portait des gousses mûres à cette 

période. Dans certains villages (voir plus loin), les greniers sont traités à l'aide de deux 

insecticides 5 jours avant les récoltes: il s'agit du Pirimiphos-méthyl (Actellic) et du 

Malathion. 

Le Pirimiphos-méthyl est un organophosphoré de faible toxicité pour les 

mammifères. Il est utilisé pour la lutte contre une très grande diversité d'insectes nuisibles 

qu'il supprime par son action de contact, d'ingestion et de vapeur. 11 peut être appliqué 

directement aux murs, planchers et piaf ons des magasins, aux sacs de toiles contenant des 

produits stockés ou mélangé aux récoltes stockées en vrac (Durand, 1983). 
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Le Malathion est aussi un organophosphoré. Il s'hydrolyse rapidement à pH neutre. Il 

est rangé dans le groupe des pesticides non toxiques pour l'homme. Son indice de 

sélectivité (50) est bas (Durand, 1983). 

Les deux pesticides sont utilisés à raison de 150 ml de solution émulsifiable dans 20 

litres d'eau. Le traitement des greniers est effectué à l'aide d'un pulvérisateur à dos à 

pression entrenue à raison de 10 litres de produit par grenier. Les toitures de chaume, les 

murs, les poutres, les claies, les étagères et les sacs contenant habituellement l'arachide en 

stocks, sont traités. 

Les gousses en décomposition des plantes hôtes sauvages ont été ramassées et 

brûlées dans certaines localités. Les traitements effectués dans les villages sont résumés 

dans le tableau 13. 

Tableau 13: traitements au niveau des villages; les cellules grisées indiquent les types de 

traitement effectués. 

1 Mboss Koné Peulh Keur Baka lbiawandou i Koné Sérère Mbane ! 

'Greniers traités à 1 

i 
1 

l'insecticide 
1 

1-- ~ 

de Ramassage des gousses 

P. reticulatum seulement 

Ramassage des gousses des 

autres plantes hôtes de C. 

o .'l:5f • <lttt,) 
1 1 

Dans chaque village, nous avons prélevé durant le séchage en moyettes, un 

échantillon d'environ 1000 gousses dans chacune des quatres parcelles choisies. Nous 

avons évité un prélèvement d'un nombre trop important de gousses, de façon à ne pas 

modifier la dynamique des populations de C serralus. Les gousses sont ramenées au 

laboratoire dans des sacs en polypropylène tressé neufs et étanches. Une fois au 

laboratoire, elles sont mises dans des bocaux en verre fermés par un couvercle grillagé et 

sont conservées dans une pièce aérée dont la température ambiante suit les fluctuations de 

la température extérieure. Chaque échantillon est gardé pendant au moins 2 mois pour 

contrôler le niveau d'infestation par C serralus. La teneur en eau des gousses de chaque 

échantillon est déterminée au début et à la fin de l'expérience. 
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II.!.3. Paramètres analysés 

Comme précédemment dit, les divers indicateurs des dégâts suivants ont été mesurés 

deux mois après l'échantillonnage. 

• Le nombre moyen d'oeufs (éclos, stériles ou morts) présents sur chaque échantillon de 

1000 gousses. 

• Le pourcentage de gousses infestées, c'est-à-dire présentant des oeufs et/ou des trous 

d'émergence d'adultes ou de larves de C. serratus. 

• Le nombre d'adultes émergés de 1000 gousses. Les nymphes sont dénombrées comme 

étant des adultes. 

• Le pourcentage de perte pondérale (PP). Les pertes sont estimées de la manière 

suivante: PP =(Pi Pf) !Pi) x 100, ou Pi est le poids sec initial de l'échantillon; Pf, le 

poids sec fmal du même échantillon. 

Le test de Newman-Keuls et le test exact de Fisher sont utilisés pour comparer les 

différents paramètres entre villages. La différence des valeurs par rapport à 0 est aussi 

calculée par le test exact de Fischer. Dans les graphiques, les valeurs suivies d'une même 

lettre alphabétique ne différent pas significativement entre elles. 

11.2. RES UL TA TS 

Les premières attaques par des larves de C. serratus sont observées dès le Sème jour 

après la récolte sauf à Koné sérère où elles ont été observées au i mc jour àprès la récolte. 

Les niveaux d'infestation initiaux sont faibles dans tous les villages (Tableau 14). 

Tableau 14: différents niveaux d'infestation dans les six villages deux mois après récolte 

Keur Baka Koné sérère 

Nbre moyen d'œufs 6 0,5 6,5 

Pour 1000 gousses 
'% de gousses infestées 4,5 0,5 5,5 0.5 4,5 

Nbre d'adultes 3 0 4,5 0 5 

Pour 1000 gousses 
% de perte en poids 0,19 0,04 0,25 0,02 0,24 
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Les tests comparatifs de l'infestation entre villages révèlent des différences 

significatives de niveaux d'infestation (Fig. 32). 

Lorsque les gousses de toutes les plantes hôtes sont ramassées sans que les greniers 

ne soient traités à l'insecticide (à Koné Peulh), l'infestation de l'arachide nouvellement 

récoltée s'installe. Le même résultat est obtenu lorsque les gousses de P. reticulatum sont 

les seules à être ramassées comme à Mboss. Les taux d'infestation obtenus sont cependant 

significativement plus faibles que ceux obtenus en condition naturelle c'est-à-dire 

l'orsqu'aucun traitement n'est appliqué comme à Mbane (p < 0,01). 

De même lorsqu'on traite à l'insecticide les greniers et qu'on laisse sur place les 

gousses en pourrissement de P. reticulatum comme à Thiawandou, la contamination de 

l'arachide persiste et n'est pas significativement différente de qu'on observe à Mbane. 

Dans les villages de Keur Baka et de Koné Sérère où les gousses de P. reticulatum 

sont ramassées et les greniers traités, l'infestation de l'arachide nouvellement récoltée n'est 

pas statistiquement différente de 0 (p > 0, 05). 
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Koné Peulh Keut Baka Ths.vai'ldOu Koné Sétèta 

Figure 32 a : nombre moyen d'œufs poU! 1000 gousses 

6 

I(onè Pwtl Keur Baka Th~ Kooé Sérère 

Figure 32b : pourcentage moyen de gousses infestées 
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Figure 32 c : nombre Oloyen d'adultes êmergés de ] 000 gousses 

Mboss Kone Peolh Keur Baka Thla.vandou Kone Séfère Mbane 

Figure 32d : pourcentage de perte en poids 
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II.3. DISCUSSION 

Les résultats obtenus confIrment en plusieurs points les résultats de laboratoire et 

apportent, après cinq ans d'expérimentations de terrain et de laboratoire, une réponse claire 

à la question quant à l'origine de l'infestation de l'arachide. Les premières infestations se 

produisent lors du séchage, avant la rentrée des récoltes dans les greniers. Les bruches qui 

proviennent des greniers, et celles qui proviennent des rares gousses en décomposition de 

P. reticulatum infestent les arachides, premières gousses disponibles dans la nature et 

pouvant permettre à C. serra/us de se développer. Ce constat confIrme les résultats obtenus 

au laboratoire après caractérisation génétique des différentes souches de la bruche de 

l'arachide. Les infestations constatées, quoique faibles, se poursuivent dans les greniers et 

peuvent être à l'origine d'importantes pertes quantitatives à cause du caractère polyvoltin 

de la bruche. Notons aussi que ces résultats viennent confIrmer en grande partie ceux 

obtenus lors d'une prospection géographique allant du nord au sud du Sénégal (Sembène, 

1997). Les résulats de cette prospection sont rappelés dans le tableau 15. 

Tableau 15: perte en poids de l'arachide après cinq mois de stockage. 

_ Présence de plantes hôtes de C. serratus * = valeur indéterminée 

Villages Arachide C sieberiana 
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Dans les zones où Piliostigma reticulatum est abondant et productif de gousses (de 

Maka Touré à Thiamène et de Linguère à Niack), l'infestation de l'arachide par C serratus 

se produit dès le début du séchage. Les niveaux de perte en poids sec de l'arachide sont 

élevés et varient de 15,3% à Niornré à 86,4% à Louga ; les premiers adultes sont déjà 

visibles dans les meules ou au moment du battage. L'infestation de l'arachide se révèle 

quasi nulle dans les localités où Piliostigma reticulatum est absent (de Gnit à Médina 

Ndimbou et de Boulai à Warkhoh). La perte en poids sec de l'arachide, après cinq mois de 

stockage, varie de 0 à 0,8% dans ces zones. Or, dans ces endroits, d'autres plantes hôtes 

sauvages de C serratus (B. rufescens et T indica) sont présentes avec un taux d'infestation 

de 2 à 3 C serratus par gousse. Les bruches inféodées à ces hôtes semblent maintenir leur 

cycle biologique sur leur plante hôte naturelle, n'infestant pratiquement pas l'arachide. Ceci 

est particulièrement possible sur B. rufescens, qui a en permanence des gousses mÛTes. De 

même, comme énoncé précédemment, les graines de tamarinier, résidus culinaires, peuvent 

constituer des substrats de développement pouvant maintenir la souche en l'absence de 

gousses sur les arbres. 
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CONCLUSION GENERALE ET RECOMMANDATIONS 



Caryedon serratus est un insecte ayant une grande plasticité de ponte. Au Sénégal, il 

se développe sur des légumineuses arborescentes relativement communes dans la région du 

bassin arachidier: Bauhinia rufescens, B. monandra, B. tomentosa, Cassia sieberiana, 

Piliostigma reticulatum, P. thonningii et Tamarindus indica. Il pond sur Prosopis africana 

et Detarium senegalensis mais les larves ne parviennent pas à se développer sur ces 

Légumineuses. Elles meurent généralement au premier stade. 

Caryedon serra/us une bruche qui s'est secondairement adaptée à l'arachide (Arachis 

hypogaea, Fabaceae) devenant ainsi l'unique espèce du genre Caryedon contaminant cette 

légumineuse. Il semble que les principaux facteurs influençant l'évolution des populations 

de cette bruche soient climatiques et biocénotiques mais n'empêchent pas sa persistance 

dans la nature durant la saison des pluies. 

L'étude, menée au Sénégal depuis 1995, a porté sur la dynamique de contamination 

de l'arachide, l'écologie de Caryedon serratus et les relations que cette bruche noue avec 

ses différentes plantes hôtes. Nous avons utilisé plusieurs méthodes de travail aussi bien au 

terrain qu'au laboratoire. Pour caractériser les différentes souches de la bruche de 

l'arachide, des marqueurs aussi modernes que variés comme la morphométrie, 

l'électrophorèse enzymatique (Sembène, 1997), le séquençage d'ADN et les locus 

micro satellites, sont utilisés. Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence 

plusieurs aspects importants de la biologie et de l'écologie de ce ravageur: 

Les essais sur la dynamique d'infestation de l'arachide nous ont permis de préciser 

qu'il subsiste toujours, durant la période pluvieuse, une faible population de C. serratus, 

reproductivement active, qui infeste l'arachide nouvellement récoltée. La contamination 

peut aussi avoir pour origine le grenier lui-même ou les greniers voisins mal nettoyés. 

Cette infestation, quoique faible durant les deux premiers mois (environ 0,2% des 

gousses), se poursuit et est à l'origine d'importantes pertes quantitatives à cause du 

caractère polyvoltin de la bruche de l'arachide. Cependant, le stockage en sacs en 

polypropylène tressé limite l'infestation in situ par confinement des insectes. Dans un 

stockage de type se mi-étanche (sacs en polypropylène tressé), la composition de 

l'atmosphère interstitielle est modifiée par la respiration des graines elles-mêmes, mais 

aussi et surtout par celle des insectes et des moisissures qui peuvent se développer sur elles 
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en fonction de la teneur en eau et de la température. On aboutit à un autoconfinement dû à 

une raréfaction de l'oxygène et à une augmentation de la teneur en dioxyde de carbone, 

telles que les insectes présents ne peuvent survivre et les moisissures se développer. 

L'évaluation d'un tel "système amélioré de conservation" dans des conditions tropicales 

simulées au laboratoire a donné des résultats encourageants pour le riz paddy (Haryadi, 

1987) en montrant notamment que les prélévements de grains ne nuisent pas à 

l'anaérobiose partielle. De telles pratiques seraient certainement très concluantes surtout si 

les sacs étaient pleinement remplis d'arachide et hermétiquement fermés, accélérant ainsi le 

confmement et rendant en même temps difficile les déplacements et la rencontre des 

bruches; l'infestation peut ainsi disparaître à la première génération d'insectes. 

D'autre part, il est évident que la contamination de l'arachide peut avoir une double 

origine (greniers et plantes hôtes) mais, en s'appuyant sur nos propres résultats, les travaux 

de Matokot e/ al. (1987) au Congo, de Ndiaye (1991) au Sénégal et de Ali-Diallo (1991) au 

Niger, on peut affirmer que même en l'absence de bruche dans les greniers, l'infestation de 

l'arachide se produit au champ, en fm de saison des pluies, dans une zone où les 

Caesalpiniaceae hôtes sont présents. Ces légumineuses ne produisent et ne portent pourtant 

plus de gousses pendant cette période. Se pose donc le problème de la survie de C serra/us 

durant la saison des pluies, en l'absence de substrats de développement. 

La prospection effectuée aux abords de la limite nord de l'aire de distribution des 

plantes hôtes naturelles de C serra/us, révèle qu'il existe une corrélation positive entre la 

présence des plantes hôtes sauvages et le niveau d'infestation de l'arachide (perte en poids). 

Dans les zones où les plantes hôtes sont quasiment absentes (Nord du Sénégal), 

l'infestation de l'arachide par C serra/us est pratiquement nulle. Les premières attaques ne 

sont observées que sur de l'arachide stockée pendant au moins 7 mois. Ces infestations ont 

certainement pour origine de l'arachide bruchée venant des autres régions du Sénégal. 

Les analyses morpho métrique et génétique (allozymes, séquençage d'ADN et locus 

microsatellites) des différentes souches de bruches ont permis de montrer pour la première 

fois que la population de C serra/us forme des biotypes liés à chacune des espèces de 

plantes hôtes (host-races) aussi bien sur le plan morphologique que génétique. Les 

différents facteurs favorisant la formation et le maintien de ces races hôtes ont été mis en 
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évidence. Il existe un flux génique très élevé entre les C. serratus issus de l'arachide et 

ceux provenant de Piliostigma reticulatum. Ils se distinguent des souches inféodées aux 

autres plantes hôtes. Dans la zone d'étude, l'infestation primaire de l'arachide nouvellement 

récoltée est due précisément aux femelles de C. serratus issues des gousses en 

décomposition de P. reticulatum et à celles qui se développent dans les gousses d'arachide 

résiduelles des greniers. T. indica pourrait éventuellement, être un hôte refuge des C. 

serratus qui infestent l'arachide, en cas d'inexistenee de gousses de P. reticulatum. 

La mIse en œuvre sur le terrain des résultats génétiques conftrme l'origine de 

l'infestation de l'arachide nouvellement récoltée au Sénégal. 

C. serratus est donc un insecte "à surveiller" qui pourrait passer sur d'autres 

légumineuses utiles à l'homme. D'autre part, il ne doit plus être considéré comme un 

insecte se développant uniquement dans les stocks. Le problème de la conservation de 

l'aracrude doit être revu en tenant compte de la pré-infestation au champ car le 

polyvoltinisme de la bruche de l'arachide amplifte considérablement les dégâts en stocks 

dès lors qu'une primo-infestation s'est déjà installée. Il convient d'éviter l'infestation 

initiale, celle qui a pour origine P. reticulatum et qui se produit au cours du séchage. Pour 

y parvenir, trois possibilités: 

- Soit procéder au séchage au village, dans la mesure où il n'y pousse pas de 

piliostigmas ; 

- Soit, et c'est la solution qui paraît la plus pratique, éliminer les gousses de l'hôte 

sauvage avant leur maturité en les cueillant pour le bétail ou en les brûlant. Ceci ne nuit 

nullement au monde paysan car l'intérêt de P. reticulatum réside dans son écorce qui est 

utilisée pour attacher les gerbes de mil, les fagots de bois ou les clôtures de maisons, tisser 

des palissades. 

-Soit raccourcir, le plus possible, la période de séchage, évitant ainsi une exposition 

trop longue en plein champ. 
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Il est aussi essentiel que les bruches infestant la récolte de la saison précédente ne 

puissent pas passer sur la nouvelle récolte. Des règles élémentaires d'hygiène suffiraient à 

éviter cette infestation: se débarrasser des stocks infestés au moins deux mois avant la 

rentrée de la nouvelle arachide ; en effet, des femelles pourraient subsister pendant tout ce 

temps dans un recoin du grenier; nettoyer avec soin les lieux de stockage; prendre garde 

en particulier aux sacs ayant contenu de l'arachide, qui peuvent abriter des cocons et des 

adultes; mettre les gousses d'arachide, dès après le battage, dans des sacs en polypropylène 

tressé, non troués, en les remplissant pleinement et en les fermant hermétiquement. Par 

ailleurs, il serait préférable que les achats d'arachide par les services de l'Etat soient 

achevés dans les deux mois qui suivent la récolte. Les sacs bruchés devront évidemment 

être isolés et traités à l'aide d'un insecticide dès leur arrivée sur les lieux de stockage. 

D'une manière générale, pour ce qUI concerne les magasins de l'Etat, quelques 

mesures relativement simples devraient être prises: 

-Isoler dès leur arrivée les sacs contenant de l'arachide provenant des régions 

infestées; les détruire en cas de forte infestation. Traiter tous les autres sacs au moyen 

d'applications insecticides adéquates. 

-Nettoyer très soigneusement les hangars après chaque saison, badigeonner murs et 

charpentes à l'aide d'insecticides. 

-Ne pas réutiliser les sacs sans les avoir débarrassés des insectes qui peuvent s'y 

trouver. Conserver les sacs vides et propres loin des stocks d'arachide. 

-Constituer de gros stocks, ceux-ci étant proportionnellement moins attaqués que les 

petits en raison de l'élévation de température à l'intérieur de la masse. 

-Ne pas avoir, de préférence, de stocks intermédiaires entre le lieu de récolte et le 

secco fmaL Comme les attaques se localisent surtout en périphérie, chaque fois que l'on 

déplace le tas d'arachide, on bouleverse sa structure, ce qui homogénéise l'infestation. De 

plus, on provoque une baisse de la température interne, ce qui favorise la multiplication des 

insectes. 
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En plus de ces mesures immédiatement applicables, d'autres voies sont en cours 

d'expérimentation dans notre laboratoire et ne peuvent encore donner lieu à des 

recommandations. Nous citerons l'utilisation de substances d'origine végétale dont nous 

espérons obtenir un effet répulsif et/ou insecticide. Nous envisageons également le recours 

au stockage étanche en poches plastique hermétiquement fermées, avec ou sans 

appauvrissement de l'atmosphère en oxygène. Un troisième volet de recherche est celui de 

la lutte biologique par entomophages, c'est-à-dire au moyen d'insectes ou d'acariens 

auxiliaires, parasites ou prédateurs de la bruche. De même, les possibilités offertes par les 

caractères de résistance de certaines variétés d'arachide aux insectes ont déjà été évoquées. 

Notre étude n'a pu être étenduc sur ce point qui devrait être vérifié par des 

expérimentations particulières. 

Pour mettre en évidence les mécanismes de résistance biochimique des autres 

Fabaceae aux différentes souches de C. serratus et les mécanismes de résistance des 

souches de C. serratus à leurs plantes hôtes (Delobel in litt.), il est nécessaire de 

déterminer l'ensemble des substances nutritionnelles et/ou volatiles pouvant intervenir dans 

l'attractivité des plantes envers les femelles gravides, l'effet des fruits sur la survie de la 

larve néonate (rôle de la gousse et de l'enveloppe de la graine) et enfin l'adéquation ou la 

toxicité de la graine aux besoins nutritionnels de la larve. La mise en évidence de ces 

mécanismes peut sûrement fournir de nouveaux moyens pour la mise en oeuvre de 

méthodes de lutte contre la bruche de l'arachide. Il est difficile de prévoir a priori la nature 

des sites d'intervention; on peut penser néanmoins à des molécules antagonistes pouvant 

être intégrées, par génie génétique ou par sélection traditionnelle, aux cultivars d'arachide 

existant au Sénégal. 

Insistons une fois de plus sur le fait que les progrès accomplis dans la recherche de 

méthodes de lutte contre la bruche de l'arachide doivent s'appuyer sur une étude détaillée 

de la biologie du ravageur. Et ce qui est vrai pour la bruche de l'arachide l'est également 

pour l'ensemble des ravageurs des denrées agricoles. Cependant, beaucoup reste à fuire, 

d'une part pour mettre à l'épreuve au niveau des paysans, les méthodes que nous 

préconisons; d'autre part, pour découvrir et mettre en pratique de nouvelles méthodes de 

lutte. Il s'agira enfin de faire passer le message chez tous les opérateurs économiques; 

c'est là un important travail de formation et de vulgarisation sans lequel les résultats de 

laboratoire resteraient sans grand intérêt. 
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ANNEXE 1. SCREENING DE LOCUS MICROSATELLITES CHEZ C. SERRA TUS 

J. DIGESTION ET RECUPERA nON DE LI ADN DE CARYEDON SERRA TUS 

• Mettre 5 Ilg d'ADN dans un tube et digérer avec l'enzyme SAU 3 A pendant toute la 

nuit. 

• Vérifier avec 2 III de digestat que la digestion est complète (on obtient un smear). 

• Déposer les 48 III d'ADN restant avec 8 )lI de bleu de Bromophénol dans un puits d'un 

gel d'agarose de 2%. 

• Faire migrer environ 1h30 à 100 Volts avec un marqueur de taille. 

• Sous la lampe UV, éliminer le gel sous la taille minimum choisie (450 pb dans mon 

cas). Faire des encoches au niveau de la taille maximum choisie 650 pb et y insérer un 

petit morceau de membrane DEAE de la taille de l'encoche. 

• Inverser le sens de migration pendant 45 min et vérifier que l'ADN est bien sur la 

membrane. 

JI. ELUTION DE L'ADN 

• Rincer la membrane avec la solution Low Salt Buffer (Tableau 16) puis la transférer 

dans un tube Eppendorf de 2 mL 

• Eluer l'ADN dans 200 )lI de la solution High Salt Buffer (Tableau 16) pendant 20-30 

minutes à 68 oc. Bien recouvrir la membrane de cette solution. 

• Transférer l'éluant dans un nouveau tube et ajouter à nouveau 200 III de High Salt 

Buffer et éluer 15 min à 68 oc. 
• Ajouter à l'éluant 400 )lI de phénol; bien agiter. Centrifuger à 12 000 rpm pendant 15 

min à 4°C afm d'éliminer les résidus de la membrane. 

• Récupérer le surnageant (attention : ne pas prélever en même temps le dépôt blanc des 

protéines sur la paroi interne du tube) dans un nouveau tube et verser 400 )lI de 

chloroforme/alcool isoamyl (24/1). Centrifuger à 12000 rpm pendant 10 min à 4 oc. 
• Récupérer le surnageant et ajouter du n-acrylamide carrier à 1 %) (acryl linéaire) afin de 

faciliter la précipitation de l'ADN par l'éthanol absolu. Rincer dans l'éthanol à 70 %. 

L'ADN est ensuite repris dans 20 )lI d'eau stérile. 
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Tableau 16 : Solution des deux tampons Low et High Salt Suffer 
... _'-.. 

~ 

Produits Low Salt Suffer High Salt Suffer i 

Tris pH 8.0 50 mM 50 mM 

Nacl 150 mM lM 

EDTA 10 mM 10 mM 
.~ .. -

III. LI GA TlON 

Le tableau 17 donne le mélange à effectuer avec le Kit de ligation Pharmacia selon la taille 

des fragments d'ADN à insérer dans le vecteur. Le rapport insert/vecteur doit être de 511. 

Tableau 17 : Mélange à effectuer avec le Kit de Ligation Pharmacia 

1 Produits 

1 Vecteur pue 18 (50 ng/IlI) 

ADN (25 ng/Ill) 
f--... 

ATP (10 mM) 

Tampon (10 X) 

. Ligase 
[HîC) ••. 
i Volume total 

IV.TRANSFORMATION 

IV .1. Vecteur utilisé 

. Fragments d'ADN de 600 pb en Témoin de déphosphorilation 

moyenne 

1 III 1 III 

2 III o III 
1 III 1111 

1 III 1 III 
.~-

i 

1,6 III .1,6111 

3,4 III 5,4 III 

10 III 10 III 

Le vecteur pue 18 BamH IIBAP a une taille de 2586 pb. Il contient un gène de résistance 

à l'ampicilline, le site de restriction Pvull et EcoR 1, un multisite de clonage (MeS) 

comportant un site de restriction de différentes enzymes dont BamH 1 qui est compatible 

avec le site de restriction de SAU 3 A, une portion du gène IacZ et de son promoteur 

permettant l'expression des gènes de la ~-galactosidase d'Echerichia coli. 

IV.2. Bactérie compétente utilisée 

La bactérie XL1Blue est une E. coli KI2 contenant un épisome F' avec la mutation lac 

ZDM 15 (perte de la régulation permettant la sélection des colonies par un test de 
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coloration bleu/blanc). C'est est un gène de résistance. Son génotype est; End AlhsdR 17 

sup E44 thi rec Al gyrA 96 rel Al (lac-) F' (pro AB+ lac9 lac ZD15 TnlO). 

Le milieu de culture pour les bactéries XLI Blue est LB. Pour 500 ml de LB soit 20 boîtes 

de Pétri il faut; 4 g de bactotryptone, 2,5 g d'extrait de levure, 2,5 g de NaCI, eau qsp 500 

ml. 

Pour le milieu LB agar ajouter 7,5 g de bactoagar (soit 1,5% en concentration finale). 

Autoclaver, laisser refroidir jusqu'à 55°C et ajouter: 

30 mg de tétracycline 

50 mg d'ampiciline 

30 mg d'IPTG 

50 mg X-gal (dissous dans 1 ml de diméthylformamide) 

Couler le LB dans des boîtes de Pétri. 

IV.3. Le crible blancfbleu 

L'incorporation du vecteur pUC 18 dans une bactérie compétente entraîne une a­

complémentation pour la ~-galactosidase. En effet, ni le fragment codé par le gène de 

l'hôte (portion carboxyl-terminale), ni le fragment porté par le vecteur (segment proximal 

opérateur du gène LacZ) ne sont actifs isolément. Mais si les deux fragments sont mis en 

présence, on a synthèse d'une j3-galactosidase active. Les colonies des bactéries Lac+ qui 

en résultent sont reconnues par leur coloration bleue sur un substrat chromogène tel que le 

X-gal, et un inducteur puissant, 11PTG. La construction d'un plasmide recombinant par 

insertion d'un fragment d'ADN au site MCS du vecteur pUC 18 provoque la rupture de la 

phase de lecture du plasmide et donc l'impossibilité de réaliser une a-complémentation. 

Les colonies possédant ce plasmide recombiné apparaissent donc de couleur blanche et non 

bleue en présence de substrat chromogène. En outre, la sélection entre les bactéries 

transformées et celles qui ne possèdent pas de plasmide se fait grâce au gène de résistance 

à l'ampicilline (antibiotique) présent dans le plasmide. Etalées sur un mi1ieu sélectif 

(contenant un substrat chromogène et de l'ampiciline), les premières survivent alors que les 

secondes meurent. Ainsi les colonies blanches résultantes sont celles qui contiennent un 

plasmide recombinant et qui seront choisies par la suite. 

Toutes les étapes de la transformation se font en conditions stériles et les pointes à filtres 

sont utilisées pour le prélèvement des solutions à la pipette. 
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• Disposer les cellules compétentes XLI-Blue sur de la glace. 

• Remuer doucement les cellules à la main. Verser 50 ,.tI des cellules compétentes dans 

un tube Falcon 2059 de 15 ml, y ajouter 0,85 III de p-mercaptoéthanol frais dilué au 

1/10 (solution :14,2 M). 

• Remuer doucement le contenu et laisser les cellules compétentes incuber pendant 10 

min sur de la glace en agitant légèrement le tube toutes les 2 min. 

• Ajouter aux cellules 5 ng d'ADN (1 Ill) et mélanger doucement avec la pipette. On 

réalise deux transformations par type de fragments d'ADN (les "petites" tailles 

d'environ 300 pb et "les grandes" de 625 pb approximativement). Deux tubes Falcon 

supplémentaires sont également nécessaires pour les témoins ; le témoin de 

déphosphorylation et le témoin de transformation. Ce dernier correspond à un plasmide 

pUC18 non recombiné qui induira sur milieu de culture des bactéries bleues. 

• Laisser incuber les différents tubes dans la glace pendant 30 min. 

• Passer les tubes dans un bain-marie à 42 ° C pendant 45 secondes. La durée de ce choc 

thermique est critique pour le succès de la manipulation 

• Incuber les tubes dans la glace pendant 2 min. 

• Ajouter 1 ml du milieu LB (milieu de culture sans agar) par tube et laisser incuber 

pendant une heure à 37 oC en les remuant à 225-250 rpm. 

• Centrifuger ensuite les tubes à 5000 rpm., éliminer 700 III de surnageant pour chacun 

des tubes. 

• Etaler 3 boîtes de Pétri par tube de transformation, à raison de 100111 de milieu LB par 

boîte (bien stériliser l'étaloir en le passant à la flamme). 

• Laisser une nuit à l'étuve à 37 oC sans empiler les boîtes de Pétri. Nous avons au total 7 

transformations x 2 boîtes/transformations = 14 boîtes + 2 boîtes correspondant aux 2 

témoins, soit 16 boîtes de Pétri contenant un milieu LB + X-gal avec les deux 

antibiotiques (l'ampiciline et la tétracycline). 

V. REPIQUAGE 

• Préparer les 20 boîtes de Pétri avec le milieu LB sans antibiotiques. 

• Pratiquer un double repiquage à partir des 14 boîtes mère. 

• A l'aide d'un cure-dent stérile par colonie, transplanter les clones les uns après les 

autres dans la même case des deux boîtes identiques des deux séries. 
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• Mettre les boîtes à 37 oc pendant toute une nuit. 

• Puis à 4 oC le lendemain matin pour stopper la croissance des colonies bactériennes. 

VI. TRANSFERT DE LA BANQUE GENOMIQUE PARTIELLE SUR MEMBRANE DE NYLON 

Les membranes utilisées sont des membranes N+ 5Amersham-N Nylon, 0,45 !-l, 82 mm, de 

la taille des boîtes de Pétri. Il est nécessaire de les manipuler avec des gants et des pinces 

uniquement. Avant le transfert, les membranes sont numérotées et orientées à l'aide d'un 

système de repérage à trois points. 

3 solutions sont à préparer à cette étape (1 litre pour chaque solution) : 

- solution 1 : NaOH 0,5M, NaCI 1,5M 

- solution 2 : Tris HCI 0,5M à pH 7,5, NaCIl,5M 

- solution 3 : 2X SSC (pour neutraliser) 

• Prendre une membrane et la déposer délicatement pendant 2 minutes sur la matrice 

bactérienne quadrillée et reporter les marques de la membrane sur le socle de la boîte et 

sur le couvercle. Une double épaisseur de papier Whatman 3M est utilisée afm de 

réaliser les traitements par capillarité. Attention, l'empreinte bactérienne doit se trouver 

sur le dessus. 

• Laisser la membrane 10 min sur le papier Whatman imbibé de solution 1 (cela fait 

éclater les bactéries). 

• Laisser 5 min sur le papier Whatman imbibé de solution 2 (dénaturation de l'ADN). 

• Enfin, laisser 5 min sur le papier Whatman imbibé de la solution 3. L'ADN est ensuite 

fixé en mettant les membranes pendant 1 h à 80 oC sur du papier Whatman sec. 

VII. DEPROTEINISATION, PREHYBRIDATION ET HYBRrDATlON 

Trois solutions sont utilisées 

- Tampon d'hybridation (llitre) : 5X SSC, solution de blocage à 10% (soit lOg 

pour lOOml), SDS 0,002%, N-Iauroylsarkosine 0,1 %, eau distillée qsp 11 

- Solution RI: 2X SSC, SOS 0,1%, eau distillée qsp 11. 

- Solution R2 : 1 X SSC, SDS 0,1%, eau distillée qsp Il. 

Toutes les étapes sont réalisées dans un four à hybridation à 50° C (Techne hybridiser HB­

ID) à raison de 5 membranes par tube. Toutes les solutions doivent être préchauffées à la 

température voulue avant de s'en servir. La déprotéinisation est tout d'abord effectuée dans 

les tubes en y ajoutant 50 ml de solution RI ainsi que 0,1 mg/ml de protéinase K. C'est une 
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étape fondamentale car elle permet d'éliminer la majeur partie du bruit de fond. Les 

membranes sont ensuite rincées par deux fois dans 50 ml de solution RI pendant 10 min. 

Une étape de préhybridation est ensuite réalisée pendant 2h dans 30 ml de tampon 

d'hybridation avec 150 JlI de poly A (condition de saturation) afin d'éviter la détection (ou 

screening) des polyT qui gène alors celle des vrais microsatellites. 

Vient après l'hybridation qui dure entre 10 et 12 heures, dans 6 ml de tampon d'hybridation 

avec 30 JlI de chaque type de sonde (six en tout: (TG) 10, (TC) 10, {CAC)5, (CCT)5, 

(ATCT)5 et (TGTA)6 à raison de 20 pmol de chaque) dont deux sont fournies par le Kit 

Boehringer (marquage Dig-Olimer) et 30 JlI de polyA. Un double rinçage est encore 

effectué pendant 15 min dans la solution RI puis dans la solution R2. 

Afm de contrôler l'efficience de la solution de détection, on utilise comme témoin de 

détection la sonde (TG)lO que l'on dépose sur une des cases vides de la membrane. Une 

couleur violette devra être obtenue à l'endroit du dépôt de cette sonde. 

VIII. DÉTECTION DES CLONES POSITIFS 

La détection se fait grâce au Kit Boehringer. Plusieurs solutions sont à réaliser: 

- Tampon 1 (Tpl) : 1 litre à autoclaver (stérilisation à 120°C) 

NaCI 0,15 M 

NaOH ajuster le pH à 7,5 

- BSS (Blocking Stock Solution) à autoclaver, conserver à 4 0 C 

Blocking reagent dilué à 10% dans Tampon 1 

- Tampon 2 (Tp2) : 900 ml 

BSS 

Tampon 1 

1 vol. 

9 vol. 

Tampon 3 : (Tp3) : 660 ml, le laisser à température ambiante 

Tris HCI pH 8 0,1 M 

NaC1 0,1 M 

MgCl2 50 mM 

Ajuster le pH à 9,5 

- Solution de détection: Par boîte de Pétri (14 cm) 
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- Tampon 3 30 ml 

NTB 135 !lI 

BCIP (X-phosphate) 105 !lI 

• Les membranes sont rincées dans 50 ml de tampon Tpl pendant 5 min à 50 oc. La 

détection des clones positifs (contenant normalement des microsatellites) va donc se 

faire à l'aide du DIG Nucleic Acid Detection Kit (Boehringer). Les sites aspécifiques 

sont bloqués par ajout de 100 ml de tampon Tp2 pendant 45 min à 50° C. Les tubes 

étanches sont ensuite refroidis sous l'eau et mis en incubation à température ambiante 

dans 50 ml de Tp2 et 10 !lI d'antiDIG-AP-Conjugate (anticorps) pendant 30 min . 

• Deux rinçages de 15 min chacun dans le tampon Tpl (75 m1/tube) sont réalisés, puis un 

troisième s'effectue dans le tampon Tp3 pendant 5 min à raison de 50 ml par tube. 

• Après cette série de rinçages, chaque membrane est placée dans une boîte de Pétri et 

incubée à l'abri de la lumière à température ambiante, dans 10 ml de solution de 

détection pendant une à trois heures. La réaction terminée, les clones porteurs de 

microsatellîtes apparaissent en vio let, les clones négatifs, en jaune très pâle. Il ne reste 

plus qu'à rincer les membranes à l'eau distillée, les faire sécher puis repérer les clones 

positifs. L'intensité de la couleur violette des clones positifs est fonction de leur teneur 

plus ou moins importante en micro satellites. On note leur intensité de 1 à 10 afin de se 

donner des priorités pour les étapes ultérieures. 

Des minipréparations d'ADN sont réalisées à partir des clones présentant un signal positif. 

IX. MINIPREPARATION D'ADN 

IX.!. Préculture 

• Prélever en condition stérile 2 ml de milieu LB; ajouter 20 !lI d'ampiciline (5 mg/ml) et 

20 !lI de tétracycline (2,5 mg/ml) .. 

• Ensemencer avec les clones repérés sur les boîtes. 

• Mettre sous agitation à 250 rpm pendant 1 nuit à 37 oc. 

IX.2. Minipréparation 

• Vider les précultures dans un tube de 2 ml. 

• Culotter les bactéries en centrifugeant à température ambiante 5 min à 12000 rpm. 
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• Vider le surnageant dans de l'eau de javeL 

• Ajouter un ml de TE froid (10,1). Vortexer pour bien laver. 

• Centrifuger 5 min à 12 000 rpm à 4 oc. 

• Vider le surnageant à la pipette. 

• Ajouter 150 !lI de TE. Vortexer pour bien homogénéiser. 

• Laisser les tubes 5 min dans la glace. 

• Faire la lyse alcaline avec le mélange suivant préparé au moment de l'emploi: 

Pour 24 tubes NaOH (l N) 2 ml 

Eau stérile 7,5 ml 

SDS (20%) 500 !lI 

• Mettre 260 !lI de ce mélange dans chaque tube et agiter légèrement à la main. 

• Laisser les tubes 5 min dans la glace. 

• Neutraliser avec 195 !lI d'acétate de potassium (3M, pH 5.3). Agiter légèrement. 

• Laisser les tubes 5 min dans la glace. 

• Centrifuger 10 min à 12 000 rpm à 4°C. 

• Récupérer le surnageant 

• Faire un phénoVchloroforme puis un chloroforme/isoamyl. 

• Ajouter 2 volumes d'éthanol absolu et précipiter 10 min dans l'azote liquide ou une nuit 

au congélateur à -20 oC. 

• Centrifuger 15 min à 12 000 rpm à 4 oC 

• Vider le surnageant et laver avec 1 ml d'éthanol 70%. 

• Centrifuger 10 min à 12 000 rpm à 4 oC 

• Sécher et reprendre les culots dans 35 .!lI d'eau stérile 

• Pour vérifier s'il y a un insert, faire une digestion avec le mélange suivant: 

2 .!lI de minipréparation 

1 !lI de tampon 

1 !lI PVU II (1 unité) 

0,2 !lI de Rnase 

Eau qsp 10 .!lI 

• laisser digérer 1 heure à 37 oc. 

• Mettre 5 .!lI de bleu de bromphénol dans chaque tube. 

• Faire migrer sur un minigel d'agarose à 1,4%. 
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X. RNASEDESMINIPREPARATIONS 

• Allumer le bain marie à 37°C 

• Prendre 33 III de miniprep, puis ajouter 167 III d'eau stérile (PPI) (qsp 200 Ill) 

• Mettre 2 III de Rnase et digérer pendant 1 heure à 37°C. 

• Petite centrifugation pour tout reculotter 

• Ajouter 200 III de phénol-chloroforme-isoamyl. 

• Centrifuger 15 mn à 4 oC à 12 000 rpm. 

• Récupérer environ 180 III du surnageant, puis ajouter 1/10 du volume d'acétate de 

sodium et 2 volumes d'éthanol absolu froid. 

• Précipiter dans l'azote liquide pendant 10 min ou au congélateur à -20 pendant une 

nuit. 

• Centrifuger 20 min à 4 oC à 12000 rpm. 

• Jeter l'alcool et ajouter entre 500 et 700 III d'éthanol 70% froid. 

• Centrifuger 10 min à 4°C à 12000 rpm. 

• Eliminer l'alcool à la pipette, mettre les tubes dans le dessiccateur pendant 15 min. 

• Reprendre l'ADN dans 20 III d'eau stérile PP!. 

XI. SEQUENÇAGE DES MINIPREPARATIONS 

Deux méthodes de séquençage sont utilisées dans notre laooratoire : la méthode manuelle 

de Sanger (1977) et le séquençage automatique. 

I.2.4.1. Séquençage manuel (Méthode de Sanger) 

La méthode mise au point par Sanger de séquençage enzymatique par incorporation de 

didésoxyrioonucléotides terminateurs de chaîne a été universellement adoptée. L'absence 

d'un hydroxyle en 3' au niveau d'un didésoxyribonucléotide ne permet par la formation 

d'une liaison phosphodiester : la conséquence est un arrêt de l'élongation lorsqu'un 

didésoxyrioonucléotide est incorporé dans un brin d'ADN en synthèse. Ce phénomène est 

à la base de la méthode de Sanger (1977). L'ADN à séquencer doit être monocaténaire. 

Une amorce est hybridée en aval de la région à séquencer. Après addition d'ADN 

polymérase et des 4 dNTP dont l'un est marqué par un isotope radioactif, le mélange est 

réparti en 4 tubes; dans chaque tube est ajouté un didésoxyribonucléotide (ddNTP) 

dînèrent. Dans le tube A par exemple, on ajoute du ddATP. Par réplication va être 
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synthétisé un brin complémentaire du brin à séquencer, mais la réplication va être 

interrompue par incorporation du ddA TP. Si le ddA TP et le dATP ont été ajoutés dans un 

rapport de concentration adéquat (de l'ordre de 1 %), les interruptions de réplication sont 

statistiquement réparties sur toutes les occurrences de la base A dans le brin néosynthétisé. 

Une «chasse» est ensuite réalisée par ajout en excès des 4 dNTP de manière à poursuivre 

l'élongation des chaînes non interrompues. Par suite de leur grande taille, elles ne gêneront 

pas la lecture de la séquence sur le gel de polyacrylamide. Puis la réplication est stoppée 

par ajout d'une solution dénaturante. 

Le contenu de chaque tube est ensuite analysé par électrophorèse en gel de polyacrylamide 

(à 6 ou 8 %), en conditions dénaturantes (en présence d'urée). Les différents 

oligonucléotides formés sont séparés en fonction de leur taille, à la base près. Après 

migration, ils sont visualisés par autoradiographie. Dans le puits A, chaque bande 

correspond à un oligonucléotide dont la synthèse a été interrompue par le ddATP et qui 

compte donc la base A en position 3' terminal. Tous les oligonucléotides se terminant par 

un A étant présents, toutes les positions de la base A dans le brin néosynthétisé pourront 

être déterminées. En comparant les positions relatives des différentes bandes dans les 4 

puits, on peut ainsi déterminer les positions relatives des différentes bases et lire en partant 

du bas du gel, la séquence 5'-----3' du brin synthétisé. La séquence du brin matrice 

complémentaire et antiparallèle peut être déduite. Environ 300 bases sont lisibles sur un gel 

de 40 cm. Le séquençage des minipreps est effectué à l'aide du kit "T7 sequencing". 

XI.I. Préparation de l'ADN 

• Allumer le thermoline à 37 oc. 
• Ajouter 1 III de soude (2N) à 9 I .. tl de la minipréparation (=500 ng d'ADN), vortexer, 

centrifuger et incuber 10 à 15 min à 37 oc. 
• Ajouter 2 III du primer universel ou reverse (à 5 IlM) et mélanger à la pipette. 

• Neutraliser avec3 III d'acétate de potassium (3M, pH 5,2). 

• Précipiter avec 75 III d'éthanol absolu, vortexer et plonger les tubes 10 minutes dans de 

l'azote liquide ou 4 heures à -80. 

• Centrifuger 15 min à 12 000 rpm. 

• Vider le surnageant à la pipette, sécher et reprendre le mélange ADN/amorce dans 12 

III d'eau stérile et 2 III d'annealinK butlèr (Pharmacia). 
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XI.2. Séquençage 

• Marquer pour chaque clone 4 tubes (G, A, T, C) et y ajouter respectivement 2,5 III des 

mélanges de séquençage (Nucléotides Mixshort, Pharmacia). 

• Diluer la T7 DNA polymérase à 1,5 u/1l1 avec l'enzyme dilution buffer (Pharmacia), 

mélanger à la pipette et plonger la solution dans la glace. 

• Préparer le mélange de séquençage comprenant pour chaque clone: 

Tableau 18 : Mélange de séquençage (T7 sequencing kit, Pharmacia) 

Produits i Volumes 

Labelling mix (Pharmacia) 3111 

T7 polymérase diluée (1,5u/I.tI) 2 III 

DATP marqué (35S) 0,5 III 

Eau stérile qsp 7 )lI 

• Mélanger à la pipette et garder le mélange de séquençage dans de la glace. 

• Ajouter 6 )lI du mélange de séquençage à chaque tube d'ADN/amorce, mélanger à la 

pipette et laisser incuber 5 minutes à température ambiante (18 à 20 OC). 

• Faire chauffer, dans le thermoline, les mélanges de séquençage à 37 oc (Nucléotides 

Mixshort, Pharmacia). 

• Mélanger à la pipette 4,5 III de la solution marquée à chacun des mélanges de 

séquençage et laisser incuber 5 minutes à 37°C. 

• Arrêter la réaction en ajoutant 5 III de solution stop (pharmacia) en mélangeant à la 

pipette. Attention à bien respecter le décalage temporel de chaque tube. 

• Conserver les séquences à -20 oc avant migration (demi vie du 35S : 2 mois). 

Faire migrer les séquences sur un gel dénaturant de polyacrylamide-urée à 6% d'acryl. 

Révéler ces séquences par autoradiographie 

Réaction de séquence 

T erminator Mix 7 III 

Miniprep Rnasée x III (à définir suivant le résultat de la Rnase sur gel d'agarose 0,8 %). 

Amorce (PU ou PR) 1 III 

H20 PPI qsp pour 20 III 

192 



Purification du produit de séquence 

• Préparer un tube de 0,5 ml pour chaque séquence. 

• Mettre 2 J.l.l d'acétate de sodium, 50 J.l.l d'éthanol absolu froid et 20 J.l.l de produit de 

séquence. 

• Vortexer et centrifuger brièvement. 

• Placer les tubes dans de la glace pendant 10 rnn. 

• Centrifuger 30 rnn à température ambiante à 12000 rpm (centifugeuse de paillasse). 

• Retirer l'éthanol à la pipette, laver dans 350 J.l.I d'éthanol à 70 % à température ambiante 

• Centrifuger 5 min à température ambiante (centrifugeuse de paillasse). 

• Vider le surnageant à la pipette puis sécher les culots et les entreposer dans le 

congélateur. 
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ANNEXE 2 : GENOTYPES DES 16 POPULATIONS DE C. SERRA TUS POUR 5 LOCUS ETUDIES. 
Chaque population comprend 35 individus d'o~ un total de 560 
individus. Les chiffres représentent les tailles Iles des 
allèles. 

Locus 
M1425 
M625 
M836 
M97 
M984 

POP 
AF01, 197197 209209 000000 226226 282282 
AF02, 189187 233221 280280 254254 282282 
AF03, 197187 221221 280269 248226 265265 
AF04, 197197 221221 280269 254254 282265 
AF05, 189187 209201 280280 226226 273273 
AF06, 197197 209209 268268 254254 000000 
AF07, 197189 209209 280268 248226 265265 
AF08, 193189 221221 280280 254226 265265 
AF09, 197189 221217 280280 254226 265265 
AF10, 197189 221217 000000 226226 267265 
AF11, 197193 221221 280280 254226 267265 
AF12, 197189 221221 280280 254226 277265 
AF13, 193193 217209 280280 254254 282265 
AF14, 197193 221217 280280 226226 265265 
AF15, 193193 221217 280280 254226 273265 
AF16, 197193 209209 268268 254226 265265 
AF17, 193193 209209 280280 226226 273265 
AF18, 193193 217217 280268 226226 265265 
AF19, 193193 209209 280280 248226 273273 
AF20, 193193 221209 280280 254226 265265 
AF21, 197193 217209 268268 254226 282265 
AF22, 197197 217209 268268 254226 265265 
AF23, 197197 221209 280268 226226 265265 
AF24, 197193 217209 280268 254254 273265 
AF25, 197193 221209 280268 254254 273265 
AF26, 197197 221209 280268 254226 273265 
AF27, 197193 221209 280268 248226 273265 
AF28, 197197 221209 268268 226226 273265 
AF29, 197193 217209 280268 254254 282282 
AF30, 193193 221209 280268 254226 265265 
AF31, 197193 221221 280268 254226 273265 
AF32, 197193 221209 280268 254226 265265 
AF33, 197197 221209 269269 226226 282265 

4, 197193 221209 280268 254226 265265 
AF35, 197193 221217 280269 254254 273265 
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POP 
BF01, 201201 225225 282282 242242 278278 
BF02, 201185 225211 290282 242242 278278 
BF03, 201185 225207 290270 242232 278278 
BF04, 201185 225207 292270 242242 271271 
BF05, 201201 000000 290278 238238 264264 
BF06, 191191 225211 282278 238238 275264 
BF07, 191191 229225 290282 244242 278264 
BF08, 191191 225225 290270 242242 278264 
BF09, 201201 225225 282282 242238 275264 
BF10, 191191 225211 282282 242238 278264 
BF11, 201185 211211 282268 238238 278278 
BF12, 201185 211211 282282 242242 278271 
BF13, 201191 211211 282282 242242 271271 
BF14, 191191 211211 278270 238238 278271 
BF15, 191191 225225 278270 242238 278271 
BF16, 201201 225225 278262 242242 278271 
BF17, 201201 225211 290278 238238 278271 
BF18, 201191 225207 290270 242242 278271 
BF19, 201201 225207 290278 242242 278278 
BF20, 000000 225207 290290 242242 278278 
BF21, 201191 225207 290282 242238 278271 
BF22, 201191 225225 290282 242238 278264 
BF23, 201201 225211 290270 242238 278271 
BF24, 201201 211211 290290 238238 278278 
BF25, 201191 225211 290282 242238 264264 
BF26, 201191 225211 290282 242238 264264 
BF27, 201191 225225 282278 242238 278271 
BF28, 201201 225211 290278 242238 278264 
BF29, 201191 225225 290282 242238 278271 
BF30, 201201 225211 290282 238238 278264 
BF31, 201191 225211 282282 242238 278278 
BF32, 201201 225225 290282 242238 278264 
BF33, 191191 225211 282268 242238 278278 
BF34, 201191 225211 278270 242238 278267 
BF35, 201191 225225 278278 242238 278264 
POP 
PF01, 197193 221209 280268 226226 290273 
PF02, 197197 209209 280269 226226 290273 
PF03, 189187 209209 280269 254254 290273 
PF04, 187187 233209 280280 254226 290290 
PF05, 195187 217201 268268 254226 290290 
PF06, 187187 217201 268268 254226 290282 
PF07, 197187 231209 276268 248226 290290 
PF08, 211193 217209 276268 226226 290282 
PF09, 187187 231209 280274 254226 290290 
PF10, 211193 209209 274260 226226 290290 
PF11, 187187 209209 280280 254226 292290 
PF12, 187187 209209 280280 248226 290290 
PF13, 193193 209209 280280 248248 290265 
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PF14, 197187 209201 280280 248226 273273 
PF15, 187187 231221 280280 226226 265265 
PF16, 197197 209209 274260 226226 290290 
PF17, 197187 201201 268268 226226 290282 
PF18, 187187 209209 268268 254226 290290 
PF19, 197193 221201 280280 226226 282282 
PF20, 197193 209209 268260 254254 290273 
PF21, 197187 217217 280268 254226 290273 
PF22, 197197 209201 280268 248226 290290 
PF23/ 197187 209209 280268 254226 290282 
PF24/ 197193 217209 280268 226226 290282 
PF25, 197187 209209 280268 248226 282282 
PF26, 197193 217209 280268 248248 290265 
PF27/ 197187 217209 280268 226226 290282 
PF28/ 197197 217217 268268 226226 290290 
PF29, 193187 217209 280268 254226 290282 
PF30/ 197197 209201 280276 248226 290282 
PF31, 193187 209209 280268 248226 290290 
PF32, 197193 217217 280268 226226 290282 
PF33/ 197187 217209 280280 248226 290282 
PF34/ 197187 209209 280268 254226 290290 
PF35, 197193 217209 280280 248226 290273 

POP 
TF01, 195195 219215 272262 232232 277277 
TF02, 211195 219219 272272 248248 277277 
TF03, 195187 215215 268262 232232 269269 
TF04, 203187 215215 262262 232232 269269 
TF05/ 205195 219215 262262 232232 269269 
TF06/ 203187 215209 272262 232232 269269 
TF07/ 197189 225219 270260 232232 277269 
TF08/ 197195 233219 262260 232232 277277 
TF09/ 203187 229215 262262 232232 277277 
TF10/ 195195 217215 262260 232232 277277 
TF11/ 189189 231209 262262 232232 277269 
TFI2/ 189189 215215 272272 248232 277269 
TFI3/ 195189 231215 272272 232226 269269 
TFI4/ 195189 215215 272262 232232 277277 
TFI5/ 195195 215215 272272 232232 277269 
TF16, 187187 219201 272262 232232 269269 
TF17/ 213195 219219 272262 232232 269269 
TF18/ 195195 229215 272262 232232 269269 
TFI9/ 195187 215209 272262 232232 277269 
TF20, 195195 219215 262262 232232 277269 
TF21/ 195189 215215 262262 248232 277269 
TF22, 2 1195 219215 272262 248232 277269 
TF23/ 195195 219215 262262 232232 277277 
TF24, 95187 219219 272262 248232 269269 
TF25, 195189 219215 272262 248232 277269 
TF26, 195187 219215 272262 248232 277269 
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TF27, 195189 219215 272272 232232 269269 
TF28, 195187 219219 272262 248232 277269 
TF29, 195189 219215 262262 232232 277269 
TF30, 195187 215215 272262 248232 277269 
TF31, 195189 219215 272262 248232 277269 
TF32, 195189 215215 272272 232232 277269 
TF33, 189189 215215 272262 248232 277269 
TF34, 195195 219215 272272 232232 277277 
TF35, 195189 215215 262262 248232 277277 
POP 
AK01, 197197 221221 280280 226226 265265 
AK02, 197197 209209 280280 226226 265265 
AK03, 197187 209201 280258 254254 290265 
AK04, 197187 217217 280280 226226 267265 
AK05, 197187 209209 280280 226226 265265 
AK06, 197197 209209 000000 254254 273265 
AK07, 197189 221221 268268 254226 000000 
AK08, 197197 221201 268268 254226 282282 
AK09, 197193 221209 268268 254226 290273 
AK10, 197197 221201 280280 226226 000000 
AK11, 193193 221209 280280 248226 265265 
AK12, 193193 209209 280280 254226 265265 
AK13, 197197 221209 280280 254226 265265 
AK14, 197197 209209 280269 226226 280265 
AK15, 197197 219209 280268 226226 273265 
AK16, 197187 221209 280280 226226 273265 
AK17, 187187 221221 280280 254254 273273 
AK18, 193193 209201 280258 254226 273273 
AK19, 193193 209209 280280 254226 273265 
AK20, 201193 229209 000000 226226 265265 
AK21, 197193 221209 280268 226226 265265 
AK22, 197193 221217 280280 226226 282265 
AK23, 197193 221217 280268 254226 265265 
AK24, 193193 221221 269269 254254 282265 
AK25, 197193 217217 280268 226226 265265 
AK26, 197193 221209 280268 254226 273265 
AK27, 197193 221217 280269 254226 273273 
AK28, 193193 221217 280268 254254 265265 
AK29, 197193 221221 280280 254226 273265 
AK30, 197193 221221 280268 226226 265265 
AK31, 197193 221209 280269 254226 265265 
AK32, 197193 221221 268268 254226 273265 
AK33, 197193 221209 280269 254254 273273 
AK34, 193193 221217 280268 226226 265265 
AK35, 197193 221217 280268 254254 265265 
POP 
BK01, 20 201 225193 290278 242242 278264 
BK02, 201191 211211 290270 242238 278278 
BK03, 191191 225193 290270 238238 278278 
BK04, 20 191 225193 290282 238232 271271 
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BK05, 201201 211211 290282 244232 271271 
BK06, 201201 225211 290290 242238 264264 
BK07, 191191 211211 282278 242238 275264 
BK08, 191191 225225 290278 242242 278275 
BK09, 201185 211211 290290 242242 275264 
BKI0, 191191 211211 290290 242242 264264 
BKll, 201201 225225 282282 242242 271271 
BK12, 191191 225211 282282 242242 271271 
BK13, 191191 211211 290270 238238 271271 
BK14, 201191 211211 290270 238238 271271 
BK15, 201191 225211 282268 238232 271271 
BK16, 191191 225193 278278 238238 278264 
BK17, 201201 211211 290282 242238 278278 
BK18, 201191 225193 290278 248238 278264 
BK19, 191191 211211 290278 248238 278264 
BK20, 201191 225211 290282 238238 278264 
BK21, 201191 225225 290278 242238 278278 
BK22, 201191 225211 290278 242242 278271 
BK23, 201201 225225 290270 242238 278271 
BK24, 201191 225211 290282 242238 278271 
BK25, 201191 225211 290282 242238 278271 
BK26, 201201 225211 282282 242238 278264 
BK27, 201191 225211 282282 238238 278271 
BK28, 201201 225225 290278 242238 278271 
BK29, 201191 225211 290282 242238 278271 
BK30, 201191 225225 290282 238232 278271 
BK31, 201191 225211 282282 238238 271264 
BK32, 201191 225211 282282 242238 278271 
BK33, 201201 225225 278270 242238 278271 
BK34, 201191 225211 278270 242238 278271 
BK35, 201201 225211 290282 242238 275271 
POP 
PK01, 187187 233209 280268 254254 290290 
PK02, 195187 209201 280280 226226 290282 
PK03, 197193 209209 280269 254226 290290 
PK04, 187187 209201 280269 254226 290265 
PK05, 187187 233209 280280 248226 290290 
PK06, 211187 233209 276268 254254 292290 
PK07, 187187 233209 268268 226226 290282 
PK08, 187187 209209 276268 226226 290290 
PK09, 187187 209201 284268 248248 290282 
PK10, 211187 221209 284280 226226 290290 
PK11, 187187 209209 268268 226226 282282 
PK12, 187187 221217 268268 226226 290282 
PK13, 187187 209209 280262 254226 290290 
PK14, 197187 219217 280280 254226 290290 
PK15, 187187 231209 280268 254226 290265 
PK16, 197197 209209 268268 226226 290282 
PK17, 197197 229229 280268 226226 290265 
PK18, 197197 221201 268268 226226 290290 
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PK19, 187187 221221 280268 254254 290282 
PK20, 197197 221221 268268 226226 290290 
PK21, 197187 217217 280280 254254 290282 
PK22, 195187 217217 280280 254226 290273 
PK23, 197187 209209 280268 254226 273273 
PK24, 197187 217201 280268 254226 290273 
PK25, 197187 209209 280268 248226 290282 
PK26, 197187 217209 280269 226226 290282 
PK27, 187187 217209 280268 254254 290290 
PK28, 197187 221209 276268 254226 290273 
PK29, 197187 209209 276268 254226 290282 
PK30, 197187 217209 276268 248226 282282 
PK31, 197187 217209 280268 254226 290282 
PK32, 197197 217209 268268 254254 282282 
PK33, 187187 209209 280262 254226 290273 
PK34, 197197 217209 280280 254226 290273 
PK35, 197187 221209 280268 254226 290273 
POP 
TK01, 205195 219219 272272 244232 277277 
TK02, 205195 219219 272272 248248 277277 
TK03, 195187 219219 262260 232232 277277 
TK04, 207195 215215 2822 232232 269269 
TK05, 205187 215215 272260 232232 269269 
TK06, 197193 221215 262262 232232 277269 
TK07, 195187 219215 272262 232232 280273 
TK08, 195189 229219 272262 232232 269269 
TK09, 203195 219215 272262 242232 269269 
TK10, 197193 221201 262262 244232 277273 
TK11, 195195 215215 272272 232232 277277 
TK12, 195195 219219 272272 232232 277277 
TK13, 195195 215215 272262 238232 277277 
TK14, 195189 219219 262262 238232 277277 
TK15, 189189 231219 272262 232232 277277 
TK16, 195195 233215 272272 232226 269269 
TK17, 195189 215209 272272 232226 269269 
TK18, 195191 233215 262262 232232 269269 
TK19, 189189 229215 272260 232232 269269 
TK20, 195191 215215 272262 232232 269269 
TK21, 195189 219215 262262 248232 277269 
TK22, 195195 215215 262262 248232 277269 
TK23, 195189 219215 272262 248232 277269 
TK24, 195195 215215 272262 232232 269269 
TK25, 189189 219215 272262 232232 277269 
TK26, 195189 219215 272272 248232 77269 
TK27, 195189 219215 272262 232232 277269 
TK28, 195189 219219 262262 24823 277269 
TK29, 195189 219215 272262 232232 277277 
TK30, 195189 219215 262262 232232 :77269 
TK31, 195195 219219 272262 232232 277269 
TK32, 195189 215215 272272 248232 77269 

199 



TK33, 195195 219219 262262 232226 277269 
4, 195189 219215 272262 232226 277269 

TK35, 195189 219215 272272 248232 277277 
POP 
ALOI, 193189 221209 280280 254226 269265 
AL02, 197189 201201 280280 226226 265265 
AL03, 197197 217201 000000 000000 290265 
AL04, 197189 217217 280280 226226 265265 
AL05, 197189 20 01 258258 226226 265265 
AL06, 193189 209209 284268 226226 27 65 
AL07, 193189 225217 284268 226226 265265 
AL08, 193187 221221 000000 226226 265265 
AL09, 193187 221221 268268 226226 267267 
ALlO, 197197 221209 268268 226226 265265 
ALlI, 193193 221221 280268 248248 282265 
AL12, 193193 221209 280258 254254 265265 
AL13, 197197 221221 280268 248226 265265 
AL14, 197193 221221 268268 254226 273265 
AL15, 197197 221217 268268 254226 282265 
ALI6, 193193 221221 280258 254254 265265 
ALI7, 197197 22 01 280280 226226 265265 
ALI8, 197197 221209 000000 000000 278265 
AL19, 197197 221221 280280 248226 265265 
AL20, 193187 221221 280280 000000 265265 
AL21, 193193 221217 280258 226226 269265 
AL22, 197193 221221 280268 254226 265265 
AL23, 197193 221201 280268 000000 290265 
AL24, 197193 221217 280280 254226 265265 
AL25, 197193 217217 280268 226226 265265 
AL26, 197193 221217 280258 254226 273265 
AL27, 193193 221209 280268 254226 265265 
AL28, 197193 221221 280268 254226 265265 
AL29, 197189 221217 280280 254226 273273 
AL30, 197193 221217 268268 254226 265265 
AL31, 193193 221217 280268 254254 265265 
AL32, 193189 221221 280268 254254 273265 
AL33, 193193 221221 280280 254254 265265 
AL34, 197193 221209 268 68 226226 265265 

5, 193189 221221 280268 254226 273265 
POP 
8LOl, 191191 225225 278278 242238 278271 
8L02, 201191 225225 278278 238238 278278 
8L03, 201201 225193 290278 242242 278278 
8L04, 201191 225193 282282 242238 271271 
8L05, 201185 211211 292282 238238 278264 
8L06, 201191 225225 290270 244242 271271 
8L07, 201201 225211 282282 242238 278278 
8L08, 201201 211211 282282 238238 278278 
8L09, 201201 225207 282282 238238 278278 
8L10, 201191 225225 282282 242238 278278 
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BL11, 201201 225225 282282 238238 278267 
BL12, 201185 225211 282278 242242 271271 
BL13, 201185 225211 282262 244232 278278 
BL14, 201191 211211 278278 242242 278278 
BLIS, 191191 211211 282282 242242 275271 
BL16, 201201 225225 290270 244242 271271 
BL17, 201201 225225 290290 238238 271271 
BL18, 191191 225211 290270 242242 271271 
BL19, 201191 225211 282278 238238 278264 

0, 191191 225211 290270 242238 278264 
BL21, 201191 225225 290278 242238 278271 
BL22, 201201 225211 290282 242242 278264 
BL23, 201191 225211 290282 242238 278271 
BL24, 201191 225225 290282 242242 278271 
BL25, 201185 225211 290278 242238 278271 
BL26, 201191 225225 290282 244242 278271 
BL27, 201191 225211 290290 242238 278271 
BL28, 201201 211211 282280 242238 278271 
BL29, 201191 225211 290282 242238 278264 
BL30, 201191 225211 290290 242238 278271 
BL31, 201201 225225 290282 238238 278264 
BL32, 201201 225211 282282 242238 278271 
BL33, 201201 225211 290282 242238 278271 
BL34, 201201 225211 282280 242242 278271 
BL35, 201191 225211 290282 242238 278271 
POP 
PL01, 195187 221217 268262 226226 273273 
PL02, 187187 233217 280280 248226 290273 
PL03, 187187 221217 268258 226226 290273 
PL04, 187187 217217 284268 248226 290290 
PL05, 187187 217217 268268 254226 292290 
PL06, 187187 209209 276268 226226 290265 
PL07, 187187 209209 280276 254226 290290 
PL08, 187187 209209 280276 248226 290282 
PL09, 211193 233229 280276 226226 280273 
PL10, 187187 209209 2742 248226 290265 
PLll, 197197 209209 280280 254226 290282 
PL12, 197187 231209 268268 226226 290290 
PL13, 187187 209201 268268 254226 290265 
PL14, 197187 209209 280268 226226 290265 
PLIS, 187187 209201 280268 226226 290290 
PL16, 187187 209209 268262 226226 290290 
PL17, 197187 209209 280280 226226 290273 
PL18, 197197 217209 268258 254226 290273 
PL19, 187187 209209 268268 226226 290273 
PL20, 197197 209201 268268 226226 292273 
PL21, 197187 217209 280268 248226 290282 
PL22, 197187 217209 280268 226226 290290 
PL23, 197187 217209 280268 248248 290282 
PL24, 197197 217209 280268 248248 282282 
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PL25, 197187 217209 280268 226226 290282 
PL26, 197187 217217 268268 248226 290282 
PL27, 197187 217201 280268 226226 290290 
PL28, 197187 217209 280280 248248 290282 
PL29, 197187 217209 280280 226226 290290 
PL30, 197187 231209 268268 226226 290282 
PL31, 197187 217209 280268 248226 290282 
PL32, 197197 217209 280268 226226 290282 
PL33, 197187 209209 280268 226226 282282 
PL34, 197187 217209 280268 226226 290282 
PL35, 197187 217209 280280 226226 282282 
POP 
TL01, 195195 219219 272272 232232 269269 
TL02, 195195 219219 272272 232232 277277 
TL03, 205187 219215 272262 238232 269269 
TL04, 205195 219215 262262 244232 277277 
TL05, 205195 219215 262262 232232 277277 
TL06, 197195 219209 262262 232232 277265 
TL07, 197193 219215 274272 238232 269269 
TL08, 195187 221219 280258 232232 277269 
TL09, 197193 229219 262258 232232 269269 
TL10, 203195 229209 262260 232232 269269 
TL11, 195195 215215 272262 232232 277269 
TL12, 195195 215215 272262 232232 277277 
TL13, 189189 215215 262262 232232 277277 
TL14, 195189 219215 272262 232232 277277 
TL15, 189189 219215 272262 232232 277269 
TL16, 195195 215215 272272 232232 277277 
TL17, 195195 225209 272272 232232 277277 
TL18, 195195 215201 272272 248248 277277 
TL19, 189189 215215 272272 248248 277277 
TL20, 195189 215215 272262 232232 277277 
TL21, 195189 219215 272262 248232 277269 
TL22, 195195 219215 272262 232232 277269 
TL23, 195189 215215 262262 248232 277269 
TL24, 195189 215215 272262 248232 269269 
TL25, 195195 219215 262262 248232 277269 
TL26, 195189 219215 272262 232232 277269 
TL27, 195195 219215 262262 232232 277269 
TL28, 195189 219219 262258 248232 277269 
TL29, 195189 219215 272262 248232 277269 
TL30, 195189 215209 272272 248232 277269 
TL31, 195189 215215 262262 248232 269269 
TL32, 195189 219219 272262 248232 277269 
TL33, 195189 215215 272262 232232 277269 
TL34, 195195 2 9219 272262 248232 269269 
TL35, 195189 219215 262262 232232 277269 
POP 
A001, 203197 209209 268268 226226 273265 
A002, 197197 209209 268268 226226 273265 

202 



A003, 197189 221217 268268 254226 273273 
A004, 189189 221217 268268 254226 273265 
A005, 197197 233201 280280 248226 265265 
A006, 193189 221201 280268 248226 000000 
A007, 197197 221209 268268 226226 267265 
A008, 197189 221209 280280 254226 280273 
A009, 189189 221221 268268 254226 273273 
AOI0, 197197 209209 280268 226226 265265 
A011, 193193 221221 280269 254226 273273 
A012, 193193 221221 269269 226226 280273 
A013, 197193 221209 280280 254254 273265 
AOI4, 197197 209209 280269 254226 265265 
A015, 197197 209209 280280 226226 290265 
AOI6, 197197 221221 280280 226226 273273 
A017, 197197 221221 280280 248226 273265 
A018, 197197 221209 280280 254226 265265 
A019, 195193 217209 280280 254226 273265 
A020, 193193 221209 280268 254226 265265 
A021, 197193 221209 280268 254226 273265 
A022, 197193 217217 280268 254254 265265 
A023, 197193 209201 280268 254254 273265 
A024, 193193 221217 280268 254254 273265 
A025, 197193 217209 268268 254254 265265 
A026, 193187 221221 280268 254254 273265 
A027, 197193 221209 280268 226226 273265 
A028, 197193 221217 280269 254254 273273 
A029, 193193 221221 280268 254254 265265 
A030, 197193 221221 280268 254226 273265 
A031, 193193 221221 280268 226226 273273 
A032, 197193 209201 280268 248226 273273 
A033, 197193 221217 280269 254254 273273 
A034, 193193 217209 280268 226226 273265 
A035, 197193 221217 280268 254226 273265 
POP 
B001, 201191 225225 282278 238238 278264 
B002, 201201 211211 282278 238238 278278 
B003, 201201 211211 278278 238238 278278 
B004, 201191 211193 282282 242242 278271 
B005, 201201 225211 290270 242242 271264 
B006, 201201 229229 290278 244232 282282 
B007, 201201 225207 290282 238238 264264 
B008, 203191 229211 282282 238238 278275 
B009, 191191 211211 278278 242242 275264 
B010, 201201 231211 282282 242238 278278 
BOIl, 191191 225211 270270 242238 278267 
B012, 201201 225211 278270 244238 278267 
B013, 191191 211211 278270 238238 278267 
B014, 191191 211211 270270 242238 278278 
BOIS, 201185 211211 282282 242242 278278 
B016, 201201 225225 282278 238238 278275 
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B017, 201185 225225 282278 242242 278275 
B018, 213191 225225 278278 242238 271271 
B019, 201191 211193 278278 242242 271271 
B020, 201191 225211 278278 238238 271271 
B021, 201201 225211 282282 242238 278271 
B022, 191191 225211 290282 242238 278264 
B023, 201191 225211 282278 242238 278271 
B024, 201201 211211 278278 242238 271271 
B025, 201191 225225 290278 242238 278271 
B026, 201191 225211 290278 242238 278271 
B027, 191191 225225 290282 242238 278271 
B028, 201201 225211 282278 242242 278278 
B029, 201191 225211 290282 238238 278264 
B030, 201201 225211 290278 242242 278271 
B031, 201191 211211 282270 242238 278271 
B032, 201191 231211 278278 242238 278271 
B033, 201191 225225 290290 242238 278271 
B034, 201201 211193 278270 242242 278271 
B035, 201191 225211 278270 242238 278264 
POP 
POOl, 187187 233209 280276 254226 290273 
P002, 187187 201201 280276 254226 290290 
P003, 187187 221209 280262 226226 290265 
P004, 193193 221209 280262 254254 273265 
P005, 193193 209209 280280 226226 290290 
P006, 211187 209209 280268 254226 290282 
P007, 211187 209209 280280 226226 290282 
P008, 197187 209209 268268 226226 290277 
P009, 193189 233209 268268 254254 290290 
POlO, 189187 233211 282269 226226 290290 
P011, 197193 209201 280268 248226 282282 
P012, 197193 231209 280268 254254 290290 
P013, 197193 231209 280268 226226 282280 
P014, 197197 231217 270268 254226 290280 
P015, 197197 233209 268258 254254 290290 
P016, 193187 209209 280269 226226 290282 
P017, 187187 209201 280269 226226 282265 
P018, 187187 209201 280262 254226 265265 
P019, 187187 221209 280262 226226 290290 
P020, 000000 209209 268268 238226 290290 
P021, 197187 217209 280268 254226 290282 
P022, 197187 209201 280268 254226 290273 
P023, 97197 217209 280268 254226 290290 
P024, 197197 217209 280280 254254 273273 
P025, 197193 209201 280268 254226 290282 
P026, 197187 217209 280269 226226 282282 
P027, 197187 217217 280268 254226 282282 
P028, 197187 209209 269269 254254 290290 
P029, 193187 2 7217 268258 254226 290282 
P030, 197187 217209 280280 254226 290282 
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P031, 197187 209209 280269 254254 290282 
P032, 197197 217209 280269 254226 290290 
P033, 197187 231209 280280 254226 290282 
P034, 193193 217217 280268 226226 290290 
P035, 197193 217209 280280 254226 290282 
POP 
TOOl, 195195 219219 262262 232232 277277 
T002, 197193 219219 262262 232226 269269 
T003, 195187 215201 272262 232226 269269 
T004, 195187 219215 270260 232232 269269 
T005, 195195 219215 262258 232232 269269 
T006, 203189 217215 262260 232232 269267 
T007, 195187 221219 262260 232232 280269 
T008, 195187 229209 262260 238232 280277 
T009, 203189 219215 280258 238232 277277 
TOlO, 203189 221219 262258 232232 282277 
TOll, 195189 219215 262262 232232 277277 
TOI2, 195195 215215 268262 232232 277277 
TOI3, 195195 215215 272268 232232 277269 
T014, 195195 219215 272272 248248 277269 
TOI5, 195195 219219 272268 244232 277269 
T016, 189189 219215 272272 232232 277277 
TOI7, 195189 229215 272260 232232 277277 
T018, 195195 215201 272272 248248 277277 
TOI9, 195195 215209 272272 248232 269269 
T020, 195189 233215 262262 232232 269269 
T021, 205195 219215 272262 248232 277269 
T022, 195189 215215 272262 248232 269269 
T023, 195189 215215 272262 248232 277269 
T024, 195189 219215 272262 232232 277269 
T025, 205195 215215 262262 248232 277269 
T026, 195189 219219 272262 248232 277269 
T027, 195195 219215 272272 232232 277269 
T028, 195189 215215 272272 232232 277277 
T029, 195189 219215 272262 248232 277269 
T030, 205189 219219 262262 232232 277269 
T031, 195195 219215 272262 248232 269269 
T032, 189189 219219 272262 248232 277269 
T033, 189189 219215 272272 232232 277269 
T034, 195189 219215 272272 232232 277269 
T035, 195189 215215 272262 238232 277269 
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ANNEXE 3 : TEST DE L'EQUILIBRE DE HARDV-WI<:INBERG POUR L'ENSEMBLE DES 

POPULATIONS ET DES LOCUS. 

Results by locus 

Locus : M1425 

Fis : 

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 

AF35 
BF35 

.1249 

.1208 
/ 
/ 

+.088 +.016 2736 
+.155 +.086 148 

PF35 .1241 .0162 +.087 +.026 
TF35 .2168 .0255 +.028 +.016 
AK35 
BK35 
PK35 
TK35 
AL35 
BL35 
PL35 
TL35 
A035 
B035 

.1613 .0114 +.104 +.092 

.8601 / +.065 +.035 33 

.2809 .0182 +.194 +.059 

.1298 .0248 -.056 -.017 

.4669 / +.072 +.005 4066 

.4497 / .008 -.008 100 

.0729 .0097 +.022 +.007 

.0623 .0141 +.005 -.008 

.1242 .0165 +.231 +.143 

.2988 .0221 +.159 +.043 
P035 .2275 .0142 +.156 +.093 
T035 .1068 .0152 +.006 -.015 
AIl (Fisher's method) 
Chi2 54.1 
Df 32 
Prob .0086 

Locus : M625 

Fis 

POP P-val S.E. W&C R&H 

AF35 .9749 .0029 +.048 +.021 

Matr. 

8F35 .2891 1 +.014 +.004 464 
PF35 .2668 .0190 +.172 +.076 
TF35 .4962 .0350 +.043 +.003 
AK35 .1008 .0120 +.167 +.089 
BK35 .1314 1 +.051 +.008 186 
PK35 .2221 .0274 +.144 +.198 
TK35 .2256 .0250 +.133 +.022 
AL35 .1460 .0105 t.155 +.141 
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BL35 .8472 / -.034 -.012 132 
PL35 .2504 .0205 -.006 -.017 
TL35 .1412 .0177 +.074 +.007 
A035 .2153 .0138 +.154 +.065 
B035 .1513 .0129 +.125 +.148 
P035 .4483 .0224 +.022 +.040 
T035 .3381 .0287 +.009 -.004 
AlI (Fisher's methodl 
Chi2 42.7 
Df 32 
Prob .0980 

Locus : M836 
----------- -- - ------- --------- - -- -

Fis : 
-----------

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
-------- ----- -- --

AF35 .1053 / +.164 +.254 130 
BF35 .0762 .0105 +.009 -.013 
PF35 .1199 .0119 +.062 +.000 
TF35 .1519 .0112 +.048 +.010 
AK35 .2063 / +.171 +.164 768 
BK35 .0630 .0055 -.001 -.008 
PK35 .2637 .0184 +.044 -.007 
TK35 .5663 / +.137 +.045 258 
AL35 .0703 / +.182 +.150 1113 
BL35 .0918 .0140 +.154 +.076 
PL35 .2949 .0296 +.026 -.005 
TL35 .1803 .0177 +.072 +.014 
A035 .0964 / +.064 +.153 226 
B035 .3016 / +.203 +.203 36201 
P035 .1584 .0227 .027 +.004 
T035 .1498 .0187 +.104 +.011 

AlI (Fisher's method) 
Chi2 60.7 
Df 32 
Prob .0016 

Locus : M97 
- - -- - - -- -- - -- ------

Fis : 
- -- - -- -

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
----- -- -- --- - ---- -

AF35 .2463 / +.077 +.032 136 
BF35 1 / .028 +.012 77 
PF35 .1507 / +.024 +.092 308 
TF35 1 / .039 -.016 14 
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AK35 .3599 / +.199 +.109 28 
BK35 .0882 .0099 -.006 -.012 
PK35 .1247 / +.126 +.231 154 
TK35 1 .0000 -.057 .003 
AL35 .0893 / +.217 +.334 94 
BL35 .0695 / +.053 +.010 368 
PL35 .2108 / +.175 +.132 76 
TL35 .8192 / +.052 +.028 72 
A035 .1313 / +.181 +.094 136 
B035 .0547 / +.116 +.040 166 
P035 .9122 / +.076 +.031 74 
T035 .8509 .0114 +.022 +.018 

AlI ( sher's method) 
Chi2 41.7 
Df 32 
Prob .1169 

Locus : M984 
-----------------------------------------

s . . 
-----------

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
----...----- ----- ----- ----- ----- -----

AF35 .0864 .0084 +.173 +.149 
BF35 .0316 .0040 +.058 +.052 
PF35 .2229 .0130 +.056 +.165 
TF35 .7349 / +.099 +.101 18 
AK35 .1753 .0185 +.273 +.161 
BK35 .1268 / +.084 +.060 10779 
PK35 .4245 .0158 -.015 +.038 
TK35 .0254 / +.221 +.080 166 
AL35 .2087 .0271 +.132 +.223 
BL35 .2185 .0178 -.003 -.009 
PL35 .1558 .0163 -.011 +.016 
TL35 .6118 / +.116 +.063 32 
A035 .5476 .0165 +.062 +.015 
B035 .1128 .0142 +.044 +.220 
P035 .1632 .0127 +.174 +.167 
T035 1 .0000 +.035 +.007 
AlI (Fisher's method) 
Chi2 52.2 
Df 32 
Prob .0136 
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=~~==~~=~=============~==~=====~===~====== 

Results by population 
=======================~========~========= 

Pop : AF35 

Fis : 

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
- ------- ----- ----- ----- - ---
M1425 .1249 1 +.088 +.016 2736 
M625 .9749 .0029 +.048 +.021 
M836 .1053 1 +.164 +.254 130 
M97 .2463 1 +.077 +.032 136 
M984 .0864 .0084 +.173 +.149 
AlI (Fisher's method) 
Chi2 16.4 
Df 10 
Prob .0884 

Pop : BF35 

Fis : 
----------

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
--------- - ---
M1425 .1208 1 +.155 +.086 148 
M625 .2891 1 +.014 +.004 464 
M836 .0762 .0105 +.009 -.013 
M97 1 1 +.028 +.012 77 
M984 .0316 .0040 +.058 +.052 
AlI (Fisher's method) 
Chi2 18.8 
Df 10 
Prob .0433 

Pop : PF35 
--------------- -- -- -- -- --

Fis : 
- -- --

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
-- --

M1425 .1241 .0162 +.087 +.026 
M625 .2668 .0190 +.172 +.076 
M836 .1199 .0119 +.062 +.000 
M97 .1507 1 +.024 +.092 308 
M984 .2229 .0130 +.056 +.165 
AlI (Fisher's method) 
Ch 17.8 
Df 10 
Prob .0576 
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Pop : TF35 

POP P-val S.E. 
-- ------ --- -
M1425 .2168 .0255 
M625 .4962 .0350 
M836 .1519 .0112 
M97 1 / 
M984 .7349 / 
AlI (Fisher's method) 
Chi2 8.8 
Df 10 
Prob .5470 

Pop : AK35 

POP P-val S.E. 
- ------- --- -
M1425 .1613 .0114 
M625 .1008 .0120 
M836 .2063 / 
M97 .3599 / 
M984 .1753 .0185 
AlI (Fisher's method) 
Chi2 16.9 
Df 10 
Prob .0761 

Pop : BK35 

POP P-val S.E. 
-- -- --- - -----

M1425 .8601 / 
M625 .1314 / 
M836 .0630 .0055 
M97 .0882 .0099 
M984 .1268 / 
AlI (Fisher's method) 
Chi2 18.9 
Df 10 
Prob .0419 

Fis : 

W&C R&H 
-- --
+.028 +.016 
+.043 +.003 
+.048 +.010 
-.039 .016 
+.099 +.101 

Fis . . 
-----------
W&C R&H 
-- --
+.104 +.092 
+.167 +.089 
+.171 +.164 
+.199 +.109 
+.273 +.161 

Fis : 

W&C R&H 
-----

+.065 +.035 
+.051 +.008 
-.001 .008 

.006 -.012 
+.084 +.060 

Matr. 

14 
18 

Matr. 

768 
28 

Matr. 
- ---

33 
186 

10779 
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Pop : PK35 

Fis : 

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
----- ----- -----

M1425 .2809 .0182 +.194 +.059 
M625 .2221 .0274 +.144 +.198 
M836 .2637 .0184 +.044 -.007 
M97 .1247 1 +.126 +.231 154 
M984 .4245 .0158 .015 +.038 
AlI (Fisher's method) 
Chi2 14.1 
Of 10 
Prob .1689 

Pop : TK35 

Fis : 
-----------

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
------ ----- --- - -
M1425 .1298 .0248 -.056 -.017 
M625 .2256 .0250 +.133 +.022 
M836 .5663 1 +.137 +.045 258 
M97 1 .0000 -.057 -.003 
M984 .0254 1 +.221 +.080 166 
AlI (Fisher's method) 
Chi2 15.5 
Df 10 
Prob .1134 

Pop : AL35 
--- --- -- ----- ---

Fis 
--- ---

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
-- --- --- - - --- --- -

M1425 .4669 1 +.072 +.005 4066 
M625 .1460 .0105 +.155 +.141 
M836 .0703 1 +.182 +.150 1113 
M97 .0893 1 +.217 +.334 94 
M984 .2087 .0271 +.132 +.223 
Ail (Fisher's method) 
Chi2 18.6 
Of 10 
Prob .0450 
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Pop : BL35 

Fis : 

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
--- - ------ ----- ----- -----

M1425 .4497 / -.008 -.008 100 
M625 .8472 / -.034 -.012 132 
M836 .0918 .0140 + .154 +.076 
M97 .0695 / +.053 +.010 368 
M984 .2185 .0178 -.003 -.009 
Ali (Fisher's method) 
Chi2 15.1 
Of 10 
Prob .1291 

Pop : PL35 

Fis : 
-----------

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
--------- ----- - --- ----- --- -
M1425 .0729 .0097 +.022 +.007 
M625 .2504 .0205 -.006 -.017 
M836 .2949 .0296 +.026 -.005 
M97 .2108 / +.175 +.132 76 
M984 .1558 .0163 .011 +.016 
Ali (Fisher's method) 
Chi2 17.3 
Of 10 
Prob .0684 

Pop : TL35 

Fis : 

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
--- - -- --

M1425 .0623 .0141 +.005 -.008 
M625 .1412 .0177 +.074 +.007 
M836 .1803 .0177 +.072 +.014 
M97 .8192 / +.052 +.028 72 
M984 .6118 / +.116 +.063 32 

AlI (Fisher's method) 
Chi2 14.3 
Of 10 
Prob .1609 
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Pop : A035 

Fis : 

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
--- - ----- -----

M1425 .1242 .0165 +.231 +.143 
M625 .2153 .0138 +.154 +.065 
M836 .0964 / +.064 +.153 226 
M97 .1313 / +.181 +.094 136 
M984 .5476 .0165 +.062 +.015 

AlI (Fisher's method) 
Chi2 17.2 
Df 10 
Prob .0703 

Pop : B035 

s : 

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
--------- - --- ----- ----- ----- -----

M1425 .2988 .0221 +.159 +.043 
M625 .1513 .0129 +.125 +.148 
M836 .3016 / +.203 +.203 36201 
M97 .0547 / +.116 +.040 166 
M984 .1128 .0142 +.044 +.220 
AlI (Fisher's method) 
Chi2 18.8 
Df 10 
Prob .0433 

Pop : P035 

s : 

POP P-va1 S.E. W&C R&H Matr. 
----- ----- - ---

M1425 .2275 .0142 +.156 +.093 
M625 .4483 .0224 +.022 +.040 
M836 .1584 .0227 -.027 +.004 
M97 .9122 / +.076 +.031 74 
M984 .1632 .0127 +.174 +.167 
AlI ( sher's methodl 
Chi2 12.1 
Df 10 
Prob .2810 

213 



Pop : T035 

Fis : 
-----------

POP P-val S.E. W&C R&H Matr. 
--------- ----- -----

M1425 .1068 .0152 +.006 -.015 
M625 .3381 .0287 +.009 -.004 
M836 .1498 .0187 +.104 +.011 
M97 .8509 .0114 +.022 +.018 
M984 1 .0000 +.035 +.007 
Ali (Fisher's method) 
Chi2 10.8 
Of 10 
Prob .3764 

=====================~==============~=~=== 

A1l locus, all populations 
====~=~=================================== 

All (Fisher's methodJ 
Chi2 251.4 
Of 152 
Prob .0000 

Normal ending 
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L'arachide, principale culture de rente au Sénégal, subit de lourdes pertes à la suite de son infestation 
par la bruche Caryedon serratus (Olivier) qui est un insecte doté d'une grande plasticité de ponte. Au 
Sénégal, il se développe sur des légumineuses arborescentes relativement communes dans la région du bassin 
arachidier: Bauhinia rufescens, B. monandra, B. tomentosa, Cassia sieberiana, Piliostigma reticulatum, P. 
thonningii et Tamarindus indica. Il pond sur Prosopis africana et Detarium senegalensis mais ses larves ne 
parviennent pas à se développer sur ces Légumineuses.Cette bruche s'est secondairement adaptée à l'arachide 
(Arachis hypogaea, Fabaceae) devenant ainsi l'unique espèce du genre Caryedon contaminant cette 
légumineuse. II semble que les principaux facteurs influençant l'évolution des populations de cette bruche 
soient climatiques et biocénotiques. 

Des analyses génétiques par séquençage d'ADN, isolement et étude du polymorphisme des locus 
microsatellites des différentes souches de bruches ont permis de montrer pour la première fois que la 
population de C. serratus forme des biotypes liés à chacune des espèces de plantes hôtes (host-races) aussi 
bien sur le plan morphologique que génétique. Il existe un flux génique très élevé entre les C. serratus issus 
de l'arachide et ceux provenant de Piliostigma reticulatum. Ils se distinguent des souches inféodées aux 
autres plantes hôtes. Les différents facteurs ayant favorisé la formation et le maintien des races hôtes chez 
Caryed01'I serratus ont été mis en évidence. 

L'étude de la dynamique d'infestation de l'arachide séchée au champ nous a permis de préciser qu'il 
subsiste toujours, durant la période hivernale, une faible population de C. serratus, reproductivement active, 
qui infeste l'arachide nouvellement récoltée. Cette infestation quoique faible durant les deux premiers mois 
se poursuit et est à j'origine d'importantes pertes quantitatives à cause du caractère polyvoltin de la bruche de 
l'arachide. Le stockage en sacs en polypropylène tressé limite cependant l'infestation in situ par confinement 
des insectes. 

La mise en œuvre sur le terrain des résultats génétiques confirme l'origine de l'infestation de l'arachide 
nouvellement récoltée au Sénégal : j'infestation primaire de l'arachide nouvellement récoltée est due 
précisément aux femelles de C. serra tus issues des gousses de P. reticulatum et à celles qui se développent 
dans les gousses d'arachide résiduelles des greniers. T indica pourrait éventuellement, être un hôte refuge 
des C. serratus qui infestent l'arachide, en cas d'inexistence de gousses de P. reliculatum. 

A partir de ces résultats, nous émettons quelques recommandations afin d'empêcher ou d'atténuer 
fortement l'infestation des récoltes d'arachide: éliminer les gousses de Piliostigma reticulatum avant leur 
maturité en les cueillant pour le bétail, raccourcir le plus possible la période de séchage de l'arachide au 
champ, stocker l'arachide dans des sacs en polypropylène tressé en les remplissant pleinement...etc. D'autres 
recommandations concernant la commercialisation de l'arachide et des précautions à prendre au niveau des 
magasins de l'Etat sont aussi émises. 
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