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GLOSSAIRE

Alléle : Un alléle est une forme alternative d'un géne qui est situé & une position spécifique
sur un chromosome spécifique. Ces codages d'ADN déterminent des traits distincts qui
peuvent &tre transmis des parents a la progéniture par la reproduction sexuelle.

Alloenzyme : ce sont des enzymes codées par différents alléles d’un méme géne .Les

alloenzymes n’ont pas la méme structure (taille, charge), elles sont donc séparable par
électrophorése.

Anthropophile : une espéce animale ou végétale Qui est adapté & vivre dans le voisinage
immeédiat de I'nomme

Diploide : Caractérise un organisme ou une cellule possédant un matériel génétique
(chromosomes) en double, 4 I’exception des chromosomes sexuels quand ces derniers
Existent.

Exoophile : Se dit des insectes adultes hématophage qui vivent apres leur repas sanguin hors
de I'organisme piqué ou en dehors des habitations.

Isoenzymes : Des enzymes de méme fonction, mais de structure différente ayants donc des
vitesses de migration électrophorétique différente , ils sont codés par des alleles différents
d’un méme géne ou par deux génes différents(rarement plus).

Mésothorax : Est le deuxiéme segment du thorax de I'insecte, qui porte les ailes antérieures
chez tous les insectes ailés.

Métathorax : Est la troisiéme partie du thorax de I'insecte ; il se trouve entre le mésothorax et
l'abdomen. Le métathorax porte la troisiéme paire de pattes, et la deuxieme paire d'ailes.

Microsatellite : Elément constitutif de I’ADN des eucaryotes. Il s’agit de courtes séquences
répétces d’ ADN réparties dans le génome et la plupart du temps, sans fonction connue.

Prothorax : Le premier segment du thorax de ’insecte, situé juste derriére la téte. Il porte la
t€te et la premicre paire de pattes.

Polymorphisme : C’est la coexistence de plusieurs alléles pour un geéne ou un locus
donnés, dans une population animale, végétale, fongique ou bactérienne.

Population : Ensemble d’individus de la méme espéce entre lesquels les croisements sont
libres (c’est la panmixie).

Vecteur : Un vecteur est un arthropode hématophage qui assure la transmission biologique
active d’un agent pathogéne (virus, bactérie, parasite) d’un vertébré a un autre vertébré.



Résumé

L’Aedes albopictus moustique d’origine d’Asie du sud présente un corps ponctué de taches
blanches, des pattes rayées et une bande blanche sur le thorax. Emancipé a travers le monde
entier au cours de ces 30 derniers années, il a été détecté pour la premiére fois en Europe en
Albanie en 1979.

Il s’agit d’un vecteur des maladies potentiellement grave a forte incidence épidémique.
(Dengue.Chikunguniya et Zika ),cet espéce représente une menace pour la santé publique au
monde et aussi en Algérie vu ¢a récente détection dans deux régions (Oran et Birkhadem).
La technique de 1’électrophorése des isoenzymes nous a facilité 1’étude de la variabilité
génctique inter et intra population de cette espéce .I’analyse des profiles enzymatiques par
’apport biochimique des 16 systémes enzymatique (HK, GPI, PGM, PGD, GOT1 , GOT2,
MDHI, MDH2, ME, DIA, GLUD, NP1, NP2, ICD, MPI, FH.) a révélé 8 systémes
reproductibles (HK, GPI, PGM, PGD, GOT, MDH et ME) , I'utilisation du logiciel BIOSYS
2 (Swofford et Selander 1981) montre une déviation des fréquences génotypiques observées
dans les conditions de Hardy-Weinberg traduit par I’indice de fixation (Fis=0.063) Dans
I’ensemble I’hétérozygotie excédentaire a était observé beaucoup plus au niveau de
4locis :HK3, HKp, MDH et GOT et une trés grande différenciation génétique entre les
différentes populations d’de, Albopictus est caractérisé par le coefficient de consanguinité
(Fst=0.328), les plus grands valeur de Fy ont étaient trouvées au niveau des locus HK;,
HKz)I‘[K3 ,HK4 et GOT.

Mots clés : Aedes albopictus, Biosys.2. diversité génétique .Hardy Weinberg, isoenzyme .



Abstract

The Aedes albopictus mosquito of origin of South Asia presents a body punctuated with white spots,
striped legs and a white band on the thorax. emancipated throughout the world over the past 30
years, it was detected for the first time in Europe in Albania in 1979.

This is a vector of potentially serious diseases has high epidemic incidence. (Dengue.Chikunguniya
and Zika), this species represents a threat to public health in the world and also in Algeria seen recent
detection in two regions (Oran and Birkhadem).

The technique of isoenzyme electrophoresis has facilitated the study of the inter and intra-
population genetic variability of this species. The analysis of the enzymatic profiles by the
biochemical contribution of the 16 enzyme systems (HK, GPI, PGM, PGD, GOT1, GOT2, MDH1, MDH2,

ME, DIA, GLUD, NP1, NP2, ICD, MPI, FH) MDH and ME) revealed 8 reproducible systems (HK, GPI,
PGM, PGD, GOT, MDH and ME).

the use of the BIOSYS 2 software (Swofford and Selander 1981) shows a deviation of the genotypic
frequencies observed in the Hardy-Weinberg conditions as indicated by the fixation index (Fis =
0.063) heterozygosity was observed much more at 4locis: HK3, HK2, MDH and GOT and a very large
genetic differentiation between the different populations of Ae, Albopictus is characterized by the

coefficient of consanguinity (Fst = 0.328), the largest value of Fst were found at the HK1, HK2, HK3,
HK4 and GOT loci.

Key words: Aedes albopictus, Biosys.2. Genetic Diversity. Hardy Weinberg, isoenzyme.
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Introduction

Aedes albopictus est une espéce originaire d’Asie du Sud-est, s’est émancipé & travers le
monde au cours de ces 30 derniéres années, s’implantant au nord, au centre et au sud des
Amériques. L’ Albanie été le premier pays européen colonisé par cette espece en 1979, puis la
majorité des pays européens ont été touchés. D’autres pays les plus proches comme le
Maghreb n’ont pas étaient épargnés. Au Maroc, l'identification d'de. albopictus a été réalisée
en 2015. En Algérie la détection de ce moustique dans trois sites de reproduction en 2010,
2014 et en 2015 indique l’installation de cette espéce dans le pays (Ahmed Tabbabi.,
2017).Cette espéce, présent une grande menace pour la sante publique & cause de son role
principale dans les épidémies récentes tel que le virus de la dengue (DENV) et le Virus
Chikunguniya (CHIKV) et aussi un vecteur efficace pour un grand nombre d’arbovirus
(Bonizzoni et al., 2013; Izri et al., 201 ).

Afin de mieux comprendre la biologie d’4e. Albopictus, Hawley (1988) évoque le principe de
la variabilité génétique. dedes albopictus peut transmettre efficacement de nombreux types
d’arbovirus, mais la compétence vectorielle varie d’une population 3 1’autre. Cette espece
s’est adaptée tant aux régions tropicales qu’aux régions tempérées en colonisant une grande
variété de gites larvaires principalement en extérieur mais occasionnellement en intérieur.
C’est dans ce contexte que des approches d'investigations biochimiques et moléculaires ont
eté appliquées au cours des derniéres décennies faisant appel a la génétique des populations.
Cette derniére a pour objectif de comprendre 1’évolution de la différentiation génétique au
sein des espéces pour mieux comprendre les fluctuations génétiques auxquelles sont soumises

les populations de vecteurs. Elle permet en outre d’émettre des hypothéses sur les voies
d’invasion.

L’¢lectrophorése des iso-enzymes sur gel épais d’amidon a largement contribué dans les
¢tudes de 1’évaluation du polymorphisme génétique & travers I’utilisation des marqueurs
biochimiques (Ward., 1981et Pessons., 1991). Les iso-enzymes sont définies comme &tant
des protéines dont l'action enzymatique catalyse une méme réaction au sein d'une espece
animale ou végétale mais dont les propriétés physico-chimiques et par conséquent les
structures moléculaires sont différentes (Ward., 1981et Pessons., 1991). Les marqueurs
enzymatiques présentes plusieurs avantages (Murphy ef al ; 1990) : ils ont un pouvoir de
discrimination plus €levé que les critéres morphologiques, ils sont utilisés comme marqueurs
pour les génes qui les codes, ils sont neutres et peuvent é&tres révélés a différents stades de
développement. Néanmoins cette technique présente des inconvénients comme la faiblesse
du nombre moyen d’alléles visualisé, la présence de mutations silencieuse et d’alléles nuls,
’expression de certaines enzymes en fonctions du stade de développement.

Plusieurs études sur la diversité génétique chez les populations d’4edes ont été réalisées par
I’utilisation de I’électrophorése des iso-enzymes. Parmi elles, I’étude de la diversité génétique
chez des populations d’dedes aegypti et sa relation avec la transmission du virus de la dengue
(Paupy, 2000). Dans cette étude, les auteurs ont montrés que le mouvement des personnes
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semble €tre le mécanisme favorisant la propagation du virus de la dengue entre les iles
polynésiennes. Ainsi les épidémies de la fiévre de la dengue sont survenue en Polynésie
francaise 4 cause de la croissance du voyage aérien local et international des personnes
infestées par le virus et non pas 4 cause de la migration des Aedes infectés par le virus (Paupy,
2000). Une autre étude basée sur des marqueurs iso-enzymatiques suggére que les populations
issues des Etats-Unis et du Brésil seraient originaires du Japon (Kambhampati e al., 1991).
Une étude similaire, montre que des populations issues de zones tempérées (ltalie, Japon et
Etats-Unis) formaient un groupe distinct de populations issues d’Asie tropicale
(Indonésie),(Urbanelli et al., 2000). Une autre analyse basée sur I’étude du polymorphisme
enzymatique a pu montrer que les traitements insecticides, dirigés contre les adultes d’4edes,
effectués lors des périodes épidémiques (saison des pluies) réduisent les densités de

moustiques ainsi que leur dispersion et, par voie de conséquence, amplifient la différenciation
génétique (Failloux 1999).

Dans cette optique, afin de vérifier la diversité génétique chez les populations d’Ae.
Albopictus récemment capturés en Algérie, une électrophorése des iso-enzymes sur un gel
¢pais d’amidon a été utilisé. Les populations d’insectes ont étaient capturées dans deux dtages
bioclimatiques différents : la région de « Ain El Tiirk », située 4 une quinzaine de kilométres
au nord-ouest d'Oran et la région de « Birkhadem » située dans la proche banlieue Sud
d’Alger.

La variabilit¢ génétique a été évaluée aussi bien au sein de la méme population (intra-
population) qu’entre deux populations (inter-population).

D’autres objectifs secondaires ont été ciblés :

Maitriser I’utilisation de la technique de I’¢lectrophorése des iso-enzymes sur gel épais
d’amidon.

Déterminer les systémes enzymatiques existants chez les populations d’Aedes albopictus
Déterminer le profil électro-phorétique.

Cibler les enzymes les plus polymorphes.

Déterminer les marqueurs biochimiques spécifiques impliqués dans 1’étude de la variabilité
génétique

Utiliser le logiciel « Biosys.2 ».
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Généralités
A. Taxonomie d’Aedes albopictus

En 1758, linné a insaturé une nomenclature méthodique binomiale donnant le nom
scientifique de chaque animal. Ce dernier se compose de deux mots latins : le premier
désignant le genre, et le second indiquant I’espéce .Ainsi le moustique faisant ’objet de
ce meémoire est universellement répertorié et défini en tant qu’dedes albopictus .cette

espece décrite en 1894 par Skuse A partir des spécimens originaires de Calcutta (vacus
Gérard.2012)

Tableau I: classification d’dedes albopictus au sein de la régne Animal (vacus
Gérard.2012)

_ Classification

1. Critéres de classification

Les moustiques de la famille Culicidae sont distribué dans le monde entier et comprend plus
de 3500 especes (Le Goff et al ., 2012).

Pour identifier ’espéce il convient de prendre en compte : le milieu -le comportement -
I’alimentation et la différence morphologique.

Les critéres morphologiques sont multiples : la longueur des palpes, la taille de 1’abdomen et
du tronc, présence de soies de topographie précise, les nervures et taches des ailes ainsi que
les organes génitaux.

En Asie de sud-est Aedes albopictus est trés proche morphologiquement d’dedes scutellaris
malayenisis, Aedes seatoi et d’autre membre de méme genre ; I’identification est réalisé a
’aide de la méthode de huang.



Les adultes doivent étre distingués a I’aide de la méthode de tanka ; pour distingue les larves
d’Aedes albopictus des autre espéces on doit se réferes a la méthode de huang et tanaka et al.
En général les caractéristiques des formes adultes sont les plus facilement identifiables que les
larves des déférentes espéces de stégomya (1985) (ancienne appellation de moustique tigre).
D’autre criteres peuvent étre utilisé dans la classification de /’4dedes albopictus ; les analyses
moléculaire, la fréquence des alloenzymes et la différence physiologique qui désigne la
capacit¢ de diapause, I’aptitude & résister aux températures glaciale, et les taux de
développements larvaire. (Hawley ., 1988).

2. Caractéristique morphologique

Aedes albopictus, « moustique tigre » ou moustique tigre d’Asie, présente un corps ponctué
de taches blanches, des pattes rayées et une bande blanche sur le thorax (figure 1).(Hawley,
1988). 11 mesure a I’age adulte de 5 & 10 mm de longueur 11 se distingue des moustiques du
méme genre par la présence d’une ligne longitudinale blanche sur son thorax noir, visible a
I’ceil nu.(Eritja.,2014).

Les méles sont Iégérement plus petits que les femelles mais présentent la méme morphologie
générale a I’exception des antennes et des pieces buccales. (Museum de Zoologie.,2014)

Figurel :Vues macroscopiques de moustiques Aedes albopictus femelles gorgée . La ligne blanche présente sle
thorax des Aedes albopictus, est caractéristique de I’espéce, (le gros .2014)

Comme tous les Insectes, le corps d’Aedes albopictus est divisé en trois parties
distinctes : la téte, le thorax et I’abdomen.(GAUMONT.1985),(figure 2)

a) Téte
Elle est globuleuse et dégagée du thorax. Elle comporte une paire d'yeux trés grands, et une

paire d'antennes implantées dans la région faciale formées de plusieurs segments :
- le scape.



- le torus qui renferme l'organe auditif de Johnston (plus développé chez le male).

- le flagellum composé d'articles en nombre variable selon le sexe (figure 3). Entre chaque
article s'insérent des soies courtes chez les femelles (antennes glabres) et trés longues chez les
maéles (antennes plumeuses),

La trompe est un organe impair situé dans la partie inféro-médiane. Sa structure est différente
selon les sexes ; chez la femelle, hématophage, la trompe est composée :

- de trois pi¢ces impaires: 1'épipharynx, I'hypopharynx et le labium.

- de quatre piéces paires et symétriques : deux mandibules en haut, deux maxilles en bas.
Chez les méles qui ne se nourrissent pas de sang, mais de sucs végétaux, seuls persistent
I'épipharynx et le labium ( Darnis ;2012).

b) Le thorax

Est formé de 3 segments, le mésothorax qui prend une extension considérable en raison du
grand développement des muscles alaires des ailes antérieures fixées sur ce segments, le
prothorax et le métathorax s’en trouvent considérablement réduits.(Gaumont et al.,1985
insecte) ;(Gaumont ef al., 1985 dipteres) .

Une paire de pattes se fixe sur chacun des 3 segments, (Gaumont ef al., 1985 diptéres) ,une
paire d’ailes fonctionnelles fixées au mésothorax, sont extrémement mobile et ont un role
sensoriel. (Gaumont et al ., 1985 insecte) ; elles sont écailleuses, caractérisées par la présence
de nervure. (Roth ef al.,1974).

La répartition de ces agréments joue un role déterminant en morphologie systématique.

c) Abdomen

C’est la partie postérieure de corps, il contient la plus part des organes de I’insecte. (Gaumont
et al .,1985 insecte)

Formé de dix segments dont huit sont visible, les deux derniers segments formant les
appendices génitaux, le deuxiéme segment porte le pénis chez le mal et le cerques chez la
femelle.

Le corps et recouvert d’un tégument composé de la plaque rigides appelées sclerité, Elle
sont reliées par une membrane chitineuse souple qui permet leur articulation, (Legros ;2014).
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Figure 2 :Schéma de la morphologie d’un 4edes albopictus adulte (le gros .2014)
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Figure 3 : Dimorphisme sexuel de la téte de moustiques males et femelles. Chez la femelle, les
antennes sont presque glabres alors que chez le male, elles arborent de longues soies qui leurs donnent
un aspect touffues (Institut pour la recherche et le développement), (le gros .2014)
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3. Biologie et cycle de développement

Le moustique tigre asiatique, est un moustique agressif fortement anthropophile et exoophile.
(Yiji Li et al ., 2014), avec un matériel diploide qui consiste en 3 paires de chromosomes avec
Pun d’elles plus courtes que les 2 autres, ces 3 chromosomes sont métacentrique,
(HAWLEY.1988), La paire 1 héberge le locus Sex (Mutebi er al., 1997), qui assure le
déterminisme sexuel chez les Culicinae (Rai et Black.,1999).

Aedes albopictus présente de fortes propriétés de plasticité physiologiques et €cologiques, ce
qui lui permet de prospérer dans un large éventail de climats et Habitats. Connu sous le nom
d'une espéce selvatique en Asie, dedes Albopictus a Maintenant adapté aux environnements
humains et se trouve préférentiellement dans les zones de banlieue, bien qu'il ait également
eté enregistré de fagon dense dans les zones urbaines peuplées.( Basile Kamgang e al.,201 D
De nombreux facteurs influent sur la répartition géographique, les voyages humains,
l'urbanisation et les changements climatiques.(Lee et al.,2012).

Aedes albopictus, comme toutes les espéces de moustique passe par plusieurs étapes de
transformation morphologique au cours de sa vie (valerie ef al ., 2008),sont cycle de vie
parcourt deux milieu totalement différentes : (académie de réunion ;2006)

— une phase aérienne ou terrestre lieu de vie de moustique adulte

— une phase aquatique lieu de développement depuis la ponte jusqu’a la libération de
I’imago.

Ils se développent en 4 étapes : ceuf, larve, nymphe et adulte (imagos : males et femelles), ils
effectuent cette métamorphose compléte entre 5 jours et 90 jours en fonction des conditions
environnementales. (figure 4)(EID ATLANTIQUE 2017).

REID

Repos sanguin

Adulte

Ponte X 5 dans

% s } Oeufs X 150
N % F JF ¥ par pante

' Larves du stade 1 ad

Figure4 : cycle biologique d’Aedes albopictus (EID ; 2017).
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Les femelles ne s’accouplent qu’une seule fois au cours de leur existence. (Nuraida et al .,
2008).L’appareil buccal des femelles est adapté a la prise d’un repas de sang sur un héte
vertébre. Celui ci permet au moustique tigre femelle d’obtenir les nutriments indispensables &
la maturation des ceufs, 48 heures aprés le repas de sang, les femelles fécondées pondent leurs
ceufs sur les parois séches de gites larvaires .(Hawley., 1988),Les gites larvaires sont
extrémement nombreux et il en existe de deux types, les gites naturels ( Les trous dans la
terre, Le creux des arbres, Les fonds de ravines....) et les gites artificiels.(Gabrielle ;
2009),(figure 5) .

Les femelles peuvent faire jusqu’a 5 pontes de 150 ceufs. (EID ATLANTIQUE 2017),
(figure6) les ceufs sont entourés d'une épaisse coquille pourvue au plle antérieur d'un
micropyle. (Gubler e al 1971), Ces ceufs peuvent résister 4 la dessiccation pendant environ 6
mois (Hawley et al ., 1989). Ils éclosent alors 24 4 48 heures aprés la ponte en fonction des
conditions météorologiques et libérent des larves mobiles (figure 7) qui s’alimentent ou se
maintiennent au repos sous la surface de 1’eau.( Museum de Zoologie.,2014).

Les larves ont une croissance discontinue et subit trois mues successives. Il existe donc 4
stades poste embryonnaires (L1, L2, L3 et L4) tous aquatiques.(Robert et al., 1989), qui dure
de 4 4 10 jours, en fonction de la température et de la compétition intra spécifique. (Costanzo
etal .,2011). La larve a une taille d'environ 2 4 12 mm. Elle est mobile et respire a la surface
de l'eau par l'intermédiaire d'un siphon respiratoire (Robert et al ., 1989)

Elles se nourrissent des débris organiques et des micro-organismes (Rodhain ef af ., 1993).
Les males présentent par ailleurs un temps de développement larvaire inferieur a celui des
femelles,( Hawley .1988).« Au stade L4, la larve cesse de se nourrir et subit une quatriéme
mue donnant une nymphe. » (Darnis., 2012)., La nymphe est une pupe mobile, en forme de
virgule (figure 8),vivant dans I'eau, caractérisant le stade de repos qui s'intercale entre la larve
et 'adulte. La nymphe ne se nourrit pas. Elle est formée d'un abdomen et d’un céphalothorax
globuleux. Ce dernier porte les ébauches des yeux et des appendices. On note aussi I'existence
de deux trompes siphonothoraciques respiratoires par lesquelles la nymphe respire l'air
atmospherique ou l'air des plantes aquatiques (Lachmajer et al., 1975).Elles effectuent leur
mue imaginale en 24 & 48 heures et libérent 2 la surface de I’eau un moustique adulte méle ou
femelle (Museum de Zoologie.,2014)

I’émergence des males se fait avant celle des femelles, et les accouplements ont
principalement lieu dans les 5 a 10 premiers jours de 1’imago, en vol et souvent a proximité
des hétes utilises pour le repas de sang (Ali ef al ., 1973 ; Estrada et el., 1995 ; Boyer et al,
2011). « Le moustique méle est attiré par les vibrations des ailes de la femelle en vol »
(Gabrielle ., 2009).Le sperme du male est stocké dans les spermathéques , assurant a la
femelle une fécondation des ceufs tout au long de sa vie. (Oliva ef al. 2013).Durant le stade
imago, le moustique se nourrit de nectar de fleurs (Hawley 1988) . Dans un climat tempéré
avec une humidité relativement élevée, les femelles ont une durée de vie moyenne entre 30 et
40 jours (Museum de Zoologie., 2014).
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Figure 5: sites de reproduction pour /’Aedes albopictus . Les exemples comprennent (A) les
conteneurs métalliques, (B) le terrarium, (C) les trous de pierre, (D) les récipients en céramique, (E)
les récipients en plastique, (F) les gouttiéres, (G) les décharges de pneus usées, (H) (I) les conteneurs
Jetables, (J) les battements de stationnement, (K) les plateaux de pot a fleurs et (L) les conteneurs
métalliques. (Mariangela Bonizzoni et al ;2013)

Figure 6:Vue macroscopique d’oeufs d’Aedes albopictus (le gros 2014)
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Figure 7 : Vue macroscopique de larves Aedes albopictus respirant 2 la surface de I’eau(le gros.2014)

S e N S O G R AR =
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Figure 8 : Vue macroscopique d’une npe Aedes albopictus respirant a la surface de 1’eau
(le gros .2014)

4. Répartition géographique de I’Aedes albopictus
a. Dans le monde

Le moustique tigre asiatique Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse,

1894) a été décrite comme I'une des 100 espéces les plus pires envahissantes dans

le monde (figure 9). .

Originaire d'Asie du Sud et de 1'Est, cette espéce s'est répandue dans le monde principalement
depuis la seconde moitié de vingtiéme siécle, et on le trouve maintenant sur tous les
continents, a l'exception de I'Antarctique. Les nouvelles zones colonisées par A. albopictus
comprennent des environnements aussi disparates que I'Amérique du Sud tropicale, 1'Afrique
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et les régions principalement tempérées de 1'Amérique du Nord et de 1'Europe ;( Goubertlet
al ;2016).

Au cours de la derni¢re décennie, Aedes albopictus a été implanté Elle-méme dans la plupart
des pays au nord de la Méditerranée (Espagne, France, Italie, Gréce, Croatie, Bosnie, Albanie
etMonténégro) . Cependant, la présence d'de. Albopictus n'a pas été reconnu dans les pays au
sud de la Méditerranée, y- compris ceux qui forment la région du Maghreb. (Izri et af .,2011).

Figure 9: Carte globale de la distribution prévue de I’Ae. Albopictus. La carte représente la
probabilité d'occurrence (de 0 bleu & 1 rouge)(Moritz UG Kraemer et al ,2015).

b. En Algérie

En aolt 2010, dans la région de Larbaa-Nath-Iraten, Wilaya de Tizi-Ouzou (Algérie), une
femelle Aedes albopictus a été piégée en vie et Partiellement engorgé, C’est le premier
rapport d’Ae. Albopictus au Maghreb et plus particuliérement au Algerie. .(Izri ef al 2011).

Et en décembre 2015, des spécimens d'de. Albopictus (2 males, 3Femelles et 3pupac) ont été
collectées. dans L'ouest de 1'Algérie (oran) confirmant sa présence et son établissement en
Afrique méditerranéenne (Benallal et al ;2016),(figure 10).
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Figure10 : Lieu de capture d’dedes albopictus en Algérie .,(Benallal KE e al 2016).

B. L’Aedes albopictus et la transmission des maladies

Le moustique asiatique Stegomyia albopicta (Skuse, 1894), est une grave nuisance et elle est
responsable de la transmission des arbovirus d'importance pour la santé publique.( A. Ben
nouna et al 2a016), s'est montré capable de Transmission de 26 virus.(tableau II),( Paupy et
al., 2009). comme la dengue(DENV), chikungunya (CHIKYV) et virus Zika, (Grard et al .,
2014).

La dengue et le chikungunya augmentent les préoccupations mondiales en matiére de santé

publique en raison de leur rapide Répartition géographique (figure 13) et augmentation de la
charge de morbidité (Kraemer ef al ., 2015)

1. La dengue

La dengue est la maladie la plus répandue des arthropodes a 1'échelle mondiale. Selon
I'Organisation mondiale de la santé, 2,5 milliards d'étres humains vivant dans des régions
tropicales et sous-tropicales risquent d'avoir contracté une infection a la dengue, avec environ
390 millions de cas par an ( Dinu ef al.,2014).

L'infection & la dengue est causée par la transmission aux humains de l'un des quatre
serotypes du virus de la dengue (figure 11). (DENV1, DENV2, DENV3 et DENV4) a travers
la morsure des moustiques Aedes, Le spectre clinique de cette maladie varie de formes non
adoptées ou asymptomatiques & sévéres et des résultats fatals.

La maladie se caractérise par la présence de figvre, céphalée frontale, myalgie, arthralgie et
éruption cutanée, généralement limitées & une semaine.

Des infections Iégéres ou asymptomatiques sont souvent associées a des infections primaires.
Les formes sévéres sont caractérisées par la présence de hémorragies, d'hypotension, de
thrombocytopénie et fuite plasmatique, accompagnée également de modifications
neurologiques, ( Carabali et al.,2015).
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Entre 2015 et 2016, seuls quelques cas importés de dengue ont été rapportés en Algérie (
Failloux et al, 2017) .

M protein
E dimer |

_ Capsid protein

Genomic RNA

T=3-like organization
of surface dimers

Figurel1 : la structure De dengue virus (le gros .2014)

Génome de la dengue

Le génome de DENV se présente sous la forme d’un ARN simple brin de polarité

Positive et d’une longueur d’environ 10 700 paires de bases. Deux régions non-codantes
situées aux extrémités 5” et 3’ entourent un unique cadre de lecture codant une polyprotéine
unique (back et al ; 2013).

Cette polyprotéine est ensuite clivée Co- et post-traditionnellement par des protéases virales et
cellulaires et permet la synthése des différentes protéines virales (Leopoldo G ; 2011).

2. La chikungunya

Un alphavirus de la famille Togaviridae, est un virus (figure12). Propagé par les moustiques
qui cause une maladie fébrile Caractérisé par des arthralgies sévéres.

La présentation clinique de Chikungunya est similaire A la dengue et 3 Zika , Cependant,
contrairement a ces autres maladies, la majorité des personnes infectées par chikungunya Sont
symptomatiques, La fiévre est généralement de haute qualité avec un début soudain.
L'arthralgie est présente dans presque tous les cas et peut étre invalidante. La douleur est
généralement symétrique, pire Le matin, soulagé par un léger exercice mais aggravé Par une
activité intense. Les articulations les plus communes impliquaient Sont des chevilles, des

poignets et des doigts. Polyarthrite migratrice. Des effusions peuvent également se produire
(Patterson et al 2016).
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Figure 12 :la structure de la chikungunya virus(le gros .2014))
Génome de la chikungunya

Le genome de CHIKV est constitué par un ARN simple brin de polarité positive d’une
longueur d’environ 11,8 kb, Il posséde une coiffe et une queue polyadénylée. L’ARN du
virion est infectieux et sert 4 la fois d’ARN génomique et d’ARN messager, Il est traduit
selon deux cadres de lecture non-chevauchants qui permettent la synthése de poly protéines.
Le premier cadre de lecture & partir de ’extrémité 5° aboutit a la formation d’une polyprotéine
nsP123 et de la protéine nsP4.

Le second cadre de lecture permet la synthése d’une autre polyprotéine a partir d’un
intermédiaire appelé ARN 26S. Celui-ci est un ARN subgénomique de polarité positive qui
sert de matrice a la synthése de la poly protéine (Sinch ez al ., 2011).
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Tableau II : les arbovirus transmis par /'dedes albopictus (C. Paupy et al , 2009 )

Tahleau - Aedes albopictus et Virus, isolements en milieu naturel ot compelencas vectonelias

Isolement Compétence vectorelle
en milien natorel Infection Transmission
Flavvindae
Genre Flavivims DENV-1.2.34 + & =
YEV & +
WNY & = =
JEV + = -
St-Louts Encephatilis V = -
Uentu vimes #* ? ?
Togaviridae
Genre dlphaviras CHIEV - = = £
EEEV + = -
VEEV = =
WEEV = +
REWV = +
Siedbis vimus + =
Mayaro vims = +
Gerah vinzs & L
Brnyavinidae
Genre Bunyavirus
Groupe Bunyamraera Potosi vims + = =
Cache Valley virus + 2 ?
Tepsaw virus F ? ?
Groupe California Esystone vims & = =
San Angslo vimes - =
La Crosze vins + & &
Jamestown Capyon viras & o =
Trivittams vims = -
Groupe Simba Oropouchs virus = -
Genre Phicbovirns BVFV = =
Reovividas
Genre Orbfvirus Orunge vims {Aique) - =
Nodaviridae
Genre Picaraaviris Modammra vimes i ?
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. Zika Dengue Chikungunya

~ Zika and Dengue Zika and Chikungunya  « Dengue and Chikungunya
& Zika, Dengue and Chikungunya

Figure 13 :Carte montrant la répartition mondiale estimée de la dengue, Zika et Chikungunya (Jessica
Patterson et al 2016).

Cette expansion rapide d’dedes albopictus peuvent étre retracé grice a la génétique des
populations.

C. Rappel
1. : Génétique des populations

La génétique des populations a pour objectif I’étude de la fréquence des genes et des
geénotypes, et des facteurs susceptibles de modifier ces fréquences au cours des générations
successives. Certains de ces facteurs comme la sélection, les mutations, la dérive génétique et
les migrations, peuvent changer la fréquence des génes et des génotypes.

La consanguinit¢ (union entre sujets apparentés) peut modifier la fréquence des génotypes
sans influencer la fréquence des génes.

Les relations entre les fréquences génotypiques et les fréquences alléliques est décrit par la loi
de Hardy-Weinberg.

La loi de Hardy-Weinberg Propose en 1908 indépendamment par le mathématicien anglais
Hardy et le médecin allemand Weinberg se définit comme suit:

Dans une population de dimension infinie, ou les unions se font au hasard (panmixie), ou il
n’existe ni migration, ni sélection contre un phénotype particulier, et ou le taux de mutations
est constant, les proportions des différents génotypes restent constantes d’une génération
a P’autre et la population est dites en équilibre de d’Hardy-Weinberg.

Il est possible aussi de vérifier si 4 I intérieur d’une population donnée, les croisements se
font de maniére aléatoire ou non, en comparant les fréquences génotypique observées a celles
attendues sous I’hypothése de 1’équilibre d’Hardy-Weinberg par une statistique de type X2

La génétiques des populations recherche les variation génétique & I’intérieur d’une population
et entre les populations d’une méme espéce a partir des paramétres développé par Wright
pour évaluer la structure génétique est le Fy; (Wright., 1965-1978) et le Fis (Wright ., 1969) .
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Ces variations génétique peuvent étre estimé par plusieurs techniques tels que 1utilisation de
PADN mitochondrial, les microsatellites, les RAPD (Random Amplified Polymorphism
DNA), les RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) et les régions ITS (Internal

Transcribed Spacer) et les alloenzymes qui sont les plus sollicité dans 1’étude de la structure
génétique des insectes (failloux e al .,1999).

Dans I’étude de la génétique des populations, les insectes ont été utilisé comme un modéles,
se qui permis 1’étude de la variation génétique des insectes dans des habitats naturel.

Cette variation qui peut étre lie par exemple au fractionnement d’un milieu insulaire ou méme
a la particularité de certain biotypes (les caves, les mares...), comme elle peuvent étre du a la
disponibilité des ressources de I’habitats.

La génétique des populations chez les insectes permis ainsi de renseigné sur la capacité de
dispersion du vecteur qui un élément clé dans la lutte anti-vectorielle et la résistance ou
insecticides.

La génétique des populations chez les insectes est trés sollicitée pour affiner la taxinomie & un
niveau infra-spécifique et la dynamique des populations, et ainsi mettre & jour des problémes
liés aux variations de capacité vectorielle, de résistance aux insecticides ou encore de suivi
d’insectes transgéniques (failloux et al.,1999).

2. les enzymes

Un enzymes est un catalyseur biologique, thermolabile, produit par les organismes vivants,
qui agissent sur la vitesse de réaction biochimique et ne modifie pas I’équilibre final.

I agit en faible quantité et effectue la transformation d’un grand nombre de molécule.
L’activité enzymatique d’un enzyme ne s’exerce qu’un type particulier de substrat de réaction
biochimique défini.

La demi-vie de I’enzymes dépend de la vitesse de sa dégradation, (Plummer ez al .,1989).

les enzymes de méme fonction qui migrant différemment 3 I’électrophorése, sont des
isoenzymes .
un systtme isoenzymatique correspond 4 I’ensemble des bandes dont chaque bande
correspond & une isoenzyme (boulanger ef al .,1973).
Les isoenzymes peuvent étre classe en deux grands groupes : (Tibayrenc., 1979).
1).Isoenzymes unigéniques
2).Isoenzymes multigenique

Et se distinguent par les propriétés physiquo-chimique (louisot.p ;1983)
_ La charge électrique.
_ PH optimum d’action.
_ Thermolabilité.
_ Mobilité électrophorétique.
_ Comportement vis-a-vis des inhibiteurs.
_ Comportement vis-a-vis de la concentration variable de substrat.
_ Activité en présence d’analogues de coenzymes.

L’identification de I’activité des isoenzymes dépend du comportement vis-a-vis de I’analogue
de substrat
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II. Matériels et méthodes

A. Matériel

Pour étudier la diversité génétique des populations d ’Aedes albopictus, une électrophorése des

isoenzymes sur gel épais d’amidon a été réalisée. Un matériel biologique et non biologique

était nécessaire.

1. Matériel biologique

2.1 Aedes albopictus

Les ¢levages des moustiques ont étaient réalisées au niveau de 1’unité d’Entomologie
Médicale de I'Institut Pasteur d’Alger (IPA) a partir des ceufs d’Aedes albopictus récoltés
en 2015 dans la région d’Ain El Tiirk. Région située a une quinzaine de kilométres au
nord-ouest d'Oran. 11 descendances de la premiére génération (GO) avaient été obtenues et
conservées & -80°C dans des tubes coniques étiquetés portant toutes les informations
nécessaires & savoir : la date de la capture, la région et le numéro de la génération. Chaque
génération comporte un nombre importants d’adultes d’Adedes albopictus. Dans cette
études seules les générations G1, G2, G3, G10 et G11 ont étaient étudiées (tableau II: les
différents générations étudiées avec le nombre d’adultes). D’autres spécimens d’Aedes
albopictus (24 adultes) d’une seule génération ont étaient également étudiés. Ses
spécimens ont étaient capturés en 2016 dans la région de Birkhadem située dans la proche
banlieue Sud d’Alger (figure 14).

2.2 Culex pipiens

Des spécimens de culex pipiens (36 spicimens) ont étaient également utilisés dans cette
étude (tableau III)

Figure 14 : une femelle culex pipiens

Tableau III : les générations et le nombre des spécimens utilisé dans 1’étude de la variabilité

génétique.
Moustiques Génération
Gl G2 G3 G10 Gl1 Ge | C
Aedes albopictus (Oran) 24 24 24 30 24 24 12
Aedes albopictus (birkhadem) | 24 24 24 24 24 24 12
Culex pipiens (Alger) 12 12 12 12 12 12 12
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Figure 15 : zones de captures des ceufs d’4edes albopictus (Birkhadem & Alger et Ain El Tiirk 4 Oran).

2.3 Systémes enzymatiques

16 systémes enzymatiques ont été testés durant ce travail ou 8 systtmes ont été
reproductibles. Certaines des ces enzymes interviennent dans le cycle de Krebs, d’autres dans
le cycle de pentose et dans le métabolisme du glucose (annexe4). Il s’agit de :

- Diaphorase (DIA) EC.1.6.2.2

- Enzyme malique (ME) EC.1.1.1.40

-  Fumarate déshydrogénase (FH) EC.4.2.2.2

- Glucose 6-phospho-déshydrogénase (G6PD) EC.1.1.1.49
- Glucose phospho-isomérase (GPI) EC.5.3.1.9

- Glutamate déshydrogénase (GLUD) EC.1.4.1.3

- Glutamate oxaloacetate transaminase (GOT1 ,GOT2) EC.2.6.1.1
- Hexokinase (HK) EC 2.7.1.1

- Isocitrate déshydrogénase (ICD) EC.1.1.1.42

- Malate déshydrogénase (MDH) EC .1.1.37

- Mannose phosphate Isomerase (MPI) EC.5.3.1.8

- Nucleotide purine phosphorylase (NP2) EC.2.4.2*

- Nucleotide purine phosphorylase (NP1) EC.2.4.2.1

- Phosphogluconate déshydrogénase (PGD) EC.1.1.1.44

-  Phosphoglucomutase (PGM) EC.2.7.5.1

B. Méthodologie

1. Electrophorése sur gel épais d’amidon

1.1Principe

La migration électrophorétique se fait en gel d'amidon, milieu poreux qui permet la
progression des protéines vers I'un ou l'autre pdle selon que la charge électrique nette est
positive (migration vers la cathode) ou négative (migration anodique). La vitesse de migration
et par conséquent, la distance parcourue dans ce gel d'amidon dépendent surtout de I'intensité
de cette charge électrique nette, mais aussi du poids moléculaire de la protéine et de
l'orientation spatiale de cette molécule; cette migration est également influencée par la force
ionique, la viscosité et les propriétés chimiques des tampons utilisés ainsi que par la force du
champ €lectrique et la durée d'application de ce champ. (Didier Gauthier.,2009)
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2. Mode opératoire

2.1 Préparation des solutions tampon

Les solutions tampon sont des solutions ionisantes des protéines permettant leur migration sur
le gel. Le systéme tampon comprend :

2.1.1 Le tampon du gel : c’est le tampon utilisé pour la préparation du gel, son pH et sa
composition dépendent du systéme enzymatique a révéler.

2.1.2 Le tampon de migration (tampon pont): est un tampon qui sert 2 relier les électrodes
avec le gel, il est de méme pH que le tampon gel.

Quatre solutions tampon sont préparées permettant de révéler des systémes enzymatiques
spécifiques (tableau III):

- TRIS MALEATE EDTA pH 7.4 (TME 7.4)
- TRIS MALEATE pH 7.4 (TM 7.4)

TRIS CITRATE EDTA pH 9.5 (TCE 9.5)
TRIS CITRATE pH 8.6 (TC 8.6)

Tableau IV: les systémes enzymatiques révélés et leur solutions tampon adéquate.

Solution tampon gel Systémes enzymatiques révélés

TME 7.4 + NADP G6PD, PGD, GOT1

TME 7.4 + NAD GPI, PGM, HK

TME 7.4 FH

TC 8.6 + NADP NP1, NP2, MPI, GOT1, GOT1, GLUD, DIA
TC 8.6 + NADP + MnCl, ICD

TC9.5 + NADP MDH, ME

2.2 Préparation du gel d’amidon

La préparation du gel d'amidon s'effectue 1'aprés-midi (sauf pour la MDH qui se fait le matin).
40 g de la poudre d'amidon sont dilués dans 400 ml de la solution du tampon gel adéquate
(tableau IV). Ce mélange est porté & une température précédant immédiatement 1'ébullition
(apparition des premiéres bulles), dégazé (4 I'aide d'une pompe 4 vide) et coulé dans un moule
en plexiglas (aux dimensions intérieures de 20 cm X 20 cm x 1cm) en évitant la formation des
bulles d’air qui pourraient géner la migration protéique. Le gel est alors laissé une nuit
polymérisé a température ambiante et ensuite couvert d'un film en cellophane afin d'empécher
la déshydratation du gel.
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2.3 Introduction des extraits protéiques dans le gel

Le lendemain matin, ce gel est mis & 4°C pendant une demi-heure afin d’éviter la dénaturation
des protéines. Durant cette demi-heure, le matériel 2 analyser est préparé (F igure.15). Chaque
specimens est broyé dans 30ul d’eau distillée stérile puis lysé dans de I’azote liquide et
centrifuger & 12000 tr durant 5 mn. Le gel est par la suite creusé a 1’aide d’un peigne en acier
de 12 dents (puits). Le surnageant récupéré aprés centrifugation contenant les protéines est
imbibé avec du papier Whatman n° 3 (de 8 x 8 mm) et introduit dans le puit du gel d’amidon
a I’aide d’une pince fine (figurel5).

Pour suivre I’évolution de la migration les dents du peigne sont imprégnées avec une solution
de Bleu de Bromophénol qui indique 1’évolution de la migration.

Le gel est placer par la suite entre deux bacs remplis avec du tampon pont (adéquat). Deux
éponges plates sont mises dans les bacs d’électrophorése qui servent de pont entre le tampon

pont et le gel. Le systéme est placé dans une chambre froide durant la migration pour éviter la
dénaturation des protéines.

2.4 La migration électrophorétique

Une fois le systéme prét, les électrodes sont branchées correctement au générateur. Ce
dernier est maintenue a environ 90V, I’ampérage se fixera au alentour de 55-65mA.

Le temps de migration est variable, généralement il dure 6 4 8 heures sauf pour la MDH ou la
migration est laissée toute la nuit.

2.5 La révélation enzymatique

2.5.1 Principe

Le terme «iso-enzyme» a été crée par Markeat et Moller (1959), pour désigner toute bande
apparaissant au sein d’un systéme enzymatique donné sur un gel.

La majorité des iso-enzymes solubles sont incolores, la visualisation de leur emplacement sur
le gel aprés électrophorése, se fait par des procédés histochimiques spécifiques qui (Gennady
et Manchenko., 2003).

Le gel est traité par une solution de révélation qui contient :
- Un substrat spécifique de I’enzyme & analyser.
- Des co-facteurs: co-enzymes, ions et autres corps chimiques éventuellement
nécessaires a 1’activité de I’enzyme en cause.
- Un sel coloré, susceptible de réagir avec le produit de la réaction catalysée.
Donc, il y aura une réaction biochimique & 1’endroit o1 I’enzyme spécifique a migré (Pasteur
etal., 1987).
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2.5.2 Préparation des solutions de révélation

Il existe pour chaque systéme enzymatique étudié une fiche technique (Annexe 3), adaptée
selon la méthode de Rioux et al. (1990).

Les solutions de révélation sont préparées 30 min avant la fin de la migration.

2.5.3 La révélation

Lorsque le front de migration atteint 8cm, le courant est débranché. les papiers wattman sont
Otés des puits, et le gel est couper de facon & obtenir une tranche rectangulaires. Le coin
supérieur droit du gel est coupé pour marquer I’ordre des extraits déposés. Le gel est ensuite
transféré sur une plaque a découper (figure 17).

Le gel est coupé ensuite horizontalement en 3 tranches de 2mm d'épaisseur chacune. Les
tranches de gels sont placées dans des bacs de coloration.

La solution de révélation est par la suite verser sur la surface du gel délicatement et laisser 4
37°C a’obscurité jusqu’a apparition des bandes bleues.

Dés que les bandes apparaissent, la réaction est bloquée avec une solution de fixation pour
éviter la diffusion des bandes.

2.6 Lecture des zymogrammes

Le terme zymogramme, désigne I’ensemble des bandes colorées apparaissant sur le gel.
Chaque bande correspond & une protéine distincte codée par un, deux ou plusieurs génes. Les
phénotypes enzymatiques observés sur les zymogrammes peuvent donc étre traduits en termes
de génotypes, de génes et d’alléles. Ainsi, ’analyse des phénotypes permet de préciser le type
structural de I’enzyme et de définir le nombre de locus codant cette enzyme.

Sur chaque €lectrophorégramme (gel), le nombre de bandes ainsi que la distance parcourue
ont €t¢ calculés pour chaque échantillon, ensuite un code est attribué pour chaque alléle selon
les deux paramétres décrits ci-dessus (nombre de bandes et distance). Les différentes étapes
de la réalisation de I’électrophorese sont illustrées dans les (figures 16).
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C. Analyse des données

Une analyse de la variabilité génétique des données 2 été réalisé par I’utilisation de logiciel
Biosys ( Swofford et Selander 1981) :

Ce logiciel permis d’analyser plusieurs paramétres permettant d’étudier la variabilité
génétique au sein de la région (intra population). qu’entre deux & plusieurs régions (inter
population). Les paramétres calculés sont :

le coefficient de différenciation génique (Gyy), 1a valeur de coefficient de consanguinité (Fx) et
la variance standardisée de Wright (F;)(Goudet.,1995) .

le taux du polymorphisme, les fréquences alleliques, tester l'écart des fréquences
génotypiques dans les conditions de Hardy-Weinberg, calculer les F statistiques, effectuer une
analyse chi-carré d'hétérogénéité, calculer les indices de coefficients de distance et de

similarité. Il permet aussi de construire les dendrogrammes 3 I'aide de l'analyse en grappe.
(Nicole Philip ;2011).

- La proportion de locus polymorphes, encore appelée taux de polymorphisme ou plus
simplement polymorphisme (P), rend compte de la proportion de protéines variables
par rapport & ’ensemble des protéines étudiées. Une population sera dite polymorphe
pour un locus donné, si la fréquence allélique de I’alléle le plus fréquent est inférieure
a0,95.

- Le nombre moyen d’alléles par locus (A), appelé également taux d’allélisme ou
richesse allélique, est défini pour ni alléles au locus i et pour L loci comme :

Z.
A=t

7=1

- Le degré d’hétérozygotie a été calculé a partir des fréquences moyennes théoriques
des individus hétérozygotes (He) et des fréquences alleliques observées (H,) de la
population en équilibre de hardy-weinberg.les taux d’hétérozygoties théoriques et
observés ne sont pas significativement différents. L’équilibre génétique de Hardy-
Weinberg ne peut étre estimé que si les locus comparés sont polymorphe & 95%.

Le parametre Fys de Wright, dénommé aussi indice de fixation et appelé

Auparavant coefficient de consanguinité (Wright, 1969). 11 refléte la différenciation des
individus & DPintérieur des populations (Fis = 1 signifie fixation compléte (cas
d’autofécondation), Fis inférieur 4 1 : hétérozygotie excédentaire, Fis =0 : population en
¢quilibre de Hardy-Weinberg. Fis < 0 : hétérozygotie excédentaire.

La valeur du coefficient de consanguinité Fis (Weir et Cockerham, 1984) représente le
deficit en hétérozygotes par population sur chaque locus. Six mécanismes différents peuvent
expliquer un déficit en hétérozygotes:

- laprésence de nombreux alléles nuls;

- un mélange de populations génétiquement différentes (“effet Wahlund™);

- une sélection favorisant les homozygotes;

- une homogamie génétique,

- une sélection de I’habitat par des génotypes différents.

L’index de fixation Fst de Wright, (1969) mesure le déficit en hétérozygotes entre les
populations et refléte la différenciation génétique. Wright, (1978) propose les critéres
suivants pour une interprétation qualitative de Fst

- Wright (1965-1978) a défini I’indice Fsr (variance standardisée) comme
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L’hétérogénéité des fréquences alléliques entre subdivisions d*une population. Il représente la
corrélation entre alléles & I’intérieur d’une sous-population par rapport & ’ensemble des sous
populations.

D’aprés Wright, 1978 :
0 <Fs7 < 0,05 : différenciation faible
0,05 <Fs7 <0,15 : différenciation modérée
0,15 <Fst < 0,25 : différenciation importante
Fst> 0,25 : différenciation trés importante

- Le coefficient (Fj) traduit le déficit global d'hétérozygotes dans I’ensemble des
populations.

- DPindice de distance de Nei (Nei, 1978) mesure &galement la différenciation
génétique. Le dendrogramme utilisant la matrice de distances de Nei est construit
d’aprés la moyenne arithmétique des distances: UPGMA (“unweighted pair group
method arithmetical”, Sneath et Sokal, 1973).

- DPindice de distance de Rogers (Rogers, 1972) permet la construction d’arbre
phylogénétique selon la méthode d’analyse de Wagner.

Dans ce travail L’hypothése nulle Hy tester : population en panmixie (en équilibre de HW).
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creusé le gel avec une peigne
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I’arrét de I’électrophorése découpage de gel

Figure 16 : les étapes de I’électrophorése
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Révélation de systéme enzymzifique

résultats de la révélation

Figure 17 : Les étapes de la révélation
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I11.

Résultats

Nous présentons ici, les résultats de la premiére caractérisation isoenzymatique des
populations d’Ae. albopictus . Nous avons utilisé I’outil enzymatique pour comparer d’une
part, les populations naturelles du nord (Birkhadem) et celle de 1’ouest algérien (population
d’Oran). D’autre part nous avons effectué une comparaison avec une population naturelle
externe (out-groupe) de culex pipiens du nord d’ Alger.

A. Analyse iso-enzymatique

L’¢tude de la variabilité génétique des iso-enzymes des 450 spécimens de 6 Génération
d’Aedes albopictus et 12 spécimens de culex pipiens a été réalisée sur un gel épais d’amidon
pour les locis les plus reproductible (HK ,GPLPGM,PGD,G6PD,MDH). Le profil
isoenzymatique & montré une caractérisation de 4 locus pour I’enzyme HK. 11 s’agit de HK1,
HK,, HK3, HK4 avec des distances de migration bien distinctes représentée chacune par une
seule bande occupant ainsi 4 niveaux de migration (figurel8 ; Aj). La plus anodique est
commune 4 tous les spécimens des différentes populations (Birkhadem et Oran). Les résultats
de ’analyse 4 montré que la structure des enzymes chez I’4edes albopictus des deux zones est
monomeérique , une seule bande pour HK; ,HK; et HK, et 2 bandes pour HK; (figure 18 ; Aj).

Deux isoenzymes pour la GOT ont été trouvées chez les Aedes dans la présente étude .ceux ci
peuvent &tre notée GOT-1 et GOT-2(figure 18 ; Dy). Le locus GOT; code une isoenzyme a
mobilité électrophorétique vers I’anode (+) qui manifeste une coloration intense en forme de
tache (bandes). Toutes les populations de /’dedes étudiées ont présenté le méme phénotype a
une seule bande (GOT1). Le locus GOT-2 code une isoenzyme isoélectrique : la bande est au
niveau du dépét d’insertion (2 I’endroit ou le morceau de papier-filtre imbibé de I’homogénat
du moustique a ét¢€ inséré). La lecture de cette bande et son interprétation son délicates (il ne
sont pas pris en compte dans cette étude) .la méme constatation a était observé pour la MDH
présentant deux isoenzymes (MDH; et MDH,).seule la MDH; de structure monomeérique chez
tous les spécimens est analysée vu que la MDH, migre vers la cathode (-), (figure 18.B ;) .
Ainsi les spécimens d’Aedes montrent des GOT; et MDH; monorphiques mais migre & des
vitesses différentes

L’enzyme ME est monomérique chez tous les spécimens étudiés avec des distances de
migration différentes (figure 18, C,).

L’enzyme GPI et ME montrent 2 loci apparemment monomorphes. Pour la ME, I’isoenzyme
le plus lent est parfois moins intense. Cependant L’enzyme GPI montre une bande nette de

faible distance de migration surmontée plus haut d’une bande de coloration plus intense
(figurel8, F).

La structure tétramérique celle-ci est observé au niveau des enzymes (G6PD, PGM et PGD)
(figures 17(E; ,G; ,Hy). la PGM un exemple d’un profile enzymatique ou on a pu observé
I’hétérozygotie (figure18, Gy).

Les profiles enzymatiques pour la population de culex pipiens sont pochent de celle de Ae.
albopicus pour ’ensembles des enzymes (HK;, HK, HK; HK,4 GPL PGD, MDH et ME).
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Cependant nous avons constaté 1’apparition d’un seul locus (GOT1) chez les spécimens de
culex contrairement & de. Albopictus qui a montré les deux locus de ’enzyme GOT.

Trois bandes ont étaient détectées pour PGM chez les culex pipiens alors qu’on a observé la
présence de 4 bandes chez A4e. albopictus .(figurel9).

Une comparaison peuvent étre ainsi maintenue entres les mémes enzymes de deux régions
(Oran et Birkhadem) par exemple pour I’ensembles des locis HK , la présence des cing alléles
(A, B, C, D, E ) chez les populations d’Oran , mais chez la population de Birkhadem
’absence de I’all¢le B s’est remarqué. comme chez la GPI de la population de Birkhadem
sauf 4 alleles (D , E ,J, K) sont détecté. Cependant des points de similarité existe entres les
enzymes de deux régions comme la présence d’homozygotie(MDH) (figurel8, B1) et
I’hétérozygotie (PGM)(figure18,G1).
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HK: G10 (4edes albopicus),

ME: G2 (dedes albopictus),

ST B AR s

G6PD: G10 (dedes albopictus) GPI: G10 (4edes albopictus)

N 7 " :

M PGD: G10 (dedes albopictus

PGM: G10> (Aédes albopfctus) |

Figure 18: Profil électrophorétique des enzymes étudiés chez Ae. Albopictus dans deux régions (A;:
HK , B;: MDH ,C; : ME ,D; : GOT, E, : G6PD, F; :GPL G; : PGM, H; : PDG)
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MDH : Culex pip

GOT :Culex pipiens,

HK : Culex pipiens , | PGM : Culex pipiens ,

PGD : Culex Dpipiens .

Figure 19 : Profil électrophorétique des enzymes étudies chez Culex pipiens (a; :MDH, b, : GOT,
¢1 :HK, d; :PGM, el PGD.f; : GPI)
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B. Analyse de la diversité génétique

le logiciel Biosys-2 nos a permis d’analysé la diversité génétique par les différents
parametres : les fréquences alléliques, le taux de polymorphisme, 1’équilibre génétique de
Hardy-Weinberg, les degrés d’hétérozygotie, Les valeurs du coefficient de consanguinité,
ainsi que les indices de diversité génétique de Nei (197 8).

C. Les fréquences alléliques

Le test exacte de Fisher & permit de vérifier 1’équilibre de Hardy —Weinberg ou I’hypothése
nulle testé est I’indépendance de la distribution allelique dans chaque locus.

Le tableau V montre les fréquences alléliques pour chaque locus des populations des deux
régions (Oran et Blirkhadem), qui varie entre 0 et 1.ainsi I’hétérozygotie attendue H*pour
chaque générations.

Selon les résultants obtenus (tableau IV) dans les 5 générations d’Oran un équilibre de HW a
cté observé pour la HK; au niveau des génération (1,2,10 et 11) , dans la génération(3 et 11)
pour le loci HK5, la HK;3 un équilibre est montré dans la génération (1,2 et 11) ainsi pour la
GOT dans la génération 2 , mais aucun équilibre de HW dans les autres locis (HK4 ,GPI,
PGM, PGD, MDH, ME, et G¢PD ) , un équilibre est remarqué dans les 4 locus de HK.

pour la population de Birkhadem.

Tableau V : Fréquences alléliques, taille des échantillons (N) et I’hétérozygotie moyenne (H')
par locus des populations d’études.

population
Ae. albopictus Cx. pipiens
Oran Birkhadem Alger
Locus G’l Gz G3 GlO G11
HK1
(N) 1 1 20 12 9 19 4
A 1.000 1.000 0.150 1.000 1.000 0.000 0.000
B 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
€ 0.000 0.000 0.850 0.000 0.000 0.000 1.000
D 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.000
H* 0.000 0.000 0.262 0.000 0.000 0.000 0.000
HK2
(N) 24 23 15 36 24 24 3
A 0.688 0.609 0.000 0.778 0.000 0.000 0.000
B 0.042 0.261 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000
(6 0.271 0.130 1.000 0..222 0.000 1.000 1.000
H* 0.462 0.557 0.000 0.351 0.000 0.000 0.000
HK3
(N) 24 24 24 36 22 h | 4
A 1.000 1.000 0.542 0.667 1.000 1.000 1.000
B 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
C 0.000 0.000 0.458 0.333 0.000 0.000 0.000
H* 0.000 0.000 0.507 0.451 0.000 0.000 0.000
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24
0.500
0.000
0.000
0.500
0.000

0.511

24
0.062
0.083
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.312
0.479
0.062
0.000

0.672

23
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.087
0.022
0.000
0.717
0.174
0.000
0.000
0.000
0.000

0.457

23
0.261
0.000
0.196
0.543
0.000

0.612

10
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000

24
0..250
0.500
0.000
0.250
0.000

0.638

24
0.042
0.396
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.083
0.438
0.042
0.000

0.655

24
0.000
0.250

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.417
0.083
0.250
0.000
0.000
0.000

0.708

24
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000

0.000

12
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000

12
0.958
0.000
0.000
0.042
0.000

0.083

24
0.000
0.271
0.000
0.000
0.042
0.042
0.208
0.042
0.208
0.188
0.000

0.816

24
0.250
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.250
0.000
0.292
0.188
0.021

0.770

23
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000

0.000

24
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000

24
0.500
0.000
0.000
0.500
0.000

0.511

35
0.386
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.171
0.000
0.171
0.100
Oed a1

0.764

36
0.306
0.194

0.000
0.000
0.000
0.167
0.000
0.028
0.000
0.000
0.000
0.139
0.167
0.000
0.000
0.000

0.804

36
0.153
0.000
0.847
0.000
0.000

0.263

36
0.000
0.000
0.167
0.000
0.167
0.167
0.000
0.167
0.167
0.125
0.042

12
0.500
0.000
0.000
0.500
0.000

0.522

24
0.292
0.188
0.000
0.000
0.000
0.000
0.333
0.000
0.000
0.188
0.000

0.749

20
0.275
0.200

0.000
0.000
0.000
0.000
0.025
0.300
0.000
0.000
0.000
0.000
0.200
0.000
0.000
0.000

0.773

23
0.000
0.109
0.413
0.478
0.000

0.602

24
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000

24
0.000
0.000
0.000
1.000
0.000

0.000

24
0.188
0.250
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.083
0.396
0.083
0.000

0.747

24
0.292
0.271

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.167
0.000
0.000
0.000
0.000
0.271
0.000
0.000
0.000

0.756

23
0.304
0.674
0.000
0.022
0.000

0.463

23
0.000
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000
0.500
0.000
0.000
0.000
0.000

12
0.500
0.000
0.000
0.000
0.500

0.522

11
0.000
0.000
0.000
0.045
0.409
0.000
0.000
0.000
0.000
0.227
0.318

0.710

12
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0:333
0.250
0.083
0.000
0.333
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.739

0.000
0.000
0.000
0.000
1.000

0.000

1.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
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H* 0.526 0.522 0.511 0.856 0.511 0.511 0.000

PGD
(N) 24 24 23 35 24 24 12
A 0.000 0.000 0.022 0.171 0.000 0.000 0.000
B 0.000 0.250 0.239 0.257 0.292 0.000 0.000
c 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.542 0.500
D 0.500 0.000 0.239 0.000 0.208 0.000 0.000
E 0.000 0.042 0.000 0.071 0.000 0.000 0.000
F 0.000 0.083 0.000 0.014 0.000 0.458 0.000
G 0.000 0.083 0.000 0.000 0.250 0.000 0.000
H 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
I 0.000 0.000 0.261 0.000 0.000 0.000 0.000
J 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
K 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
L 0.083 0.250 0.065 0.014 0.250 0.000 0.000
M 0.000 0.000 0.174 0.314 0.000 0.000 0.000
N 0.417 0.000 0.000 0.157 0.000 0.000 0.500
0 0.000 0.188 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
P 0.000 0.104 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
H*® 0.582 0.831 0.800 0.787 0.762 0.507 0.522

MDH
(N) 23 24 23 23 24 23 9
A 0.087 0.042 0.435 0.000 0.000 0.000 0.000
B 0.130 0.458 0.043 0.000 0.083 0.000 0.000
& 0.174 0.458 0.000 0.217 0.333 0.000 0.000
D 0.087 0.042 0.130 0.174 0.167 0.000 0:333
E 0.130 0.000 0.130 0.217 0.333 0.000 0.222
F 0.000 0.000 0.174 0.130 0.083 0.522 0.444
G 0.391 0.000 0.043 0.174 0.000 0.478 0.000
H 0.000 0.000 0.043 0.043 0.000 0.000 0.000
I 0.000 0.000 0.000 0.043 0.000 0.000 0.000
H* 0.785 0.589 0.757 0.843 0.752 0.510 0.680

ME
(N) 24 24 24 15 18 24 3
A 0.000 0.000 0.167 0.000 0.000 0.000 0.000
B 0.146 0.000 0.083 0.000 0.000 0.000 0.000
c 0.042 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
D 0.042 0.500 0.167 0.200 0.083 0.000 0.000
E 0.000 0.000 0.333 0.000 0.111 0.000 0.000
F 0.021 0.000 0.000 0.000 0.000 0.208 0.000
G 0.167 0.000 0.000 0.000 0.361 0.000 0.000
H 0.292 0.271 0.000 0.200 0.056 0.000 0.333
I 0.000 0.229 0.021 6.233 0.083 0.000 0.000
J 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.229 0.667
K 0.021 0.000 0.188 0.133 0.306 0.000 0.000
L 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.292 0.000
M 0.271 0.000 0.042 0.100 0.000 0.000 0.000
N 0.000 0.000 0.000 0.133 0.000 0.271 0.000
H* 0.805 0.637 0.806 0.848 0.768 0.762 0.533

D. Estimation de la diversité génétique intra-population

Les indices de polymorphisme (pourcentage de loci polymorphe, nombre moyen d’alléle par
locus, hétérozygotie observée(Hy) et I’hétérozygotie attendue (He)) sont déterminés pour les
populations dans les deux zones d’études (tableau VI).
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L’ensemble des 11 locis analysés dans les populations d’études (dedes albopictus (Oran ; 5
générations ; une population de Birkhadem et la pop externe) et la génération de culex
Dpipiens, sont polyniorphes vu leur fréquence allélique qui est inferieur 2 95% (tableau VI).

Le taux de polymorphisme moyen de la population d’Ae. albopictus de la région d’Oran
(78.2%) et plus éléve vu celui de la population de Birkhadem (63.6%) et La génération 10
d’Oran montre un taux de polymorphisme le plus éléve (90.9%) contrairement a la
génération 2 et 3 qui présentent un taux de polymorphisme faible (72.7%).

Pour la population de Culex pipiens le taux de polymorphisme est estimé & 54.5%.

L’hétérozygotie observée (H,) et I’hétérozygotie attendue (He) sont caractérisées par une forte
hétérozygotie malgré un faible moyen d’alléle par locus (3 alléles).

L’hétérozygotie moyenne observé chez les populations d’dedes albopictus (H,= 0.432 +
0.138) est trés proche de I’hétérozygotie attendue (He = 0.446 + 0.095) ce qui suggére la
présence d’un léger déficit en hétérozygotie traduisant ainsi un déséquilibre de HW.

Pour la population d’Oran la génération 11 est la plus d’hétérozygote (H¢=0.556), et la
génération 1 présente le taux d’hétérozygotie le plus faible (Hy=0.341).annexe 4

Tableau VI: Paramétres de diversité intra-population chez les populations d’études. (Les
valeurs entre parenthése correspondent & I’erreur standard).

Mean heterozygosity

Mean sample Mean no. Percentage = —=-—————mmmmmm
size per of alleles of loci Direct- HdyWbg
Population Locus per locus polymorphic* count expected**
1. ORAN, Gl 20.4 3.5 81..8 0.341 0.492
(2.3) (0.7) (0.128) (0.081)
2. ORAN, G2 20.7 3.1 72.7 0.451 0.467
(2.2) (0.6) (0.134) (0.094)
3. ORAN, G3 21.5 3.8 T2:7 0.393 0.483
(1.3) (0.8) (0.131) (0.102)
4. Oran, G10 29.5 4.3 90.'9 0.517 0.589
(2.8) (0.7) (0.140) (0.088)
5. Oran, G11 20.4 3.1 72.7 0.556 0.494
(1.6) (0.5) (0.149) (0.100)
Mean (Oran) 22.5 3.5 78.2 0.452 0.505
(2.0) (0.6) (0.136) (0.093)
BirK, bk 21.2 2.4 63.6 0.413 0.387
(2.1) (0.4) (0.141) (0.098)
Mean 27218 2.95 70.9 0.432 0.446
(2.0) (0.5) (0.138) (0.095)
Alger, Cx 71:0 2.0 54.5 0.386 0:.337
(I.3) (0.4) (0.137) (0.100)
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E. Structuration génétique

Les valeurs du coefficient de consanguinité & ’intérieur des populations d’Ae. Albopictus et
culex pipiens,(I’indice de fixation) montre une valeur de (Fis =0.063 ) qui signifie une
différence trés importante.

Tous les locis présentent un déficit en hétérozygotes sauf pour la (HKj, Fii=1) qui est en
équilibre de HW et la GPD,HK4,GPI ,PGD et ME qui présente un excés d’hétérozygotes
(GPD ,Fjs =-0.6780,HK,, Fis = -0.1740, PGD ,Fjs = -0.4190, GPI ,F; = -0.0306, ME ,Fis =-
0.216.

L’indice de diversité Fsr Wright (1978) traduit une différenciation importante entre les
populations étudies (Fs=0.3285 ; (Fsr>0.25)). L’indice de diversité F st le plus élevé est
observé pour les enzymes KH1, HK2 et GOT, alors que la valeur la plus faible sont observés
pour la GPI (tableau VII).

Tableau VII: Estimation de la variabilité génétique intra-population (Fis) et inter-population
(Fst) des populations d’études.

Locus F(IS) F(ST) F(IT)
HK1 0.2157 0.9083
HK2 0.4696 0.8017
HK3 1.0000 1.0000
HK4 -0.1740 0.2490
GPI -0.0306 0.1185
PGM 0.0344 0.2220
GOT 0.8299 0.9175
GPD -0.6780 -0.2761
PGD -0.4190 -0.0920
MDH 0.9805 0.9843
ME- -0.2167 0.0056
Mean 0.0638 0.3285 0.3714

F. Divergence génétique

Les indices de diversité génétique de Nei ont été estimés pour I’ensemble des 11 locis
(tableau VII). Les valeurs des distances (D) et des identités (D) génétiques obtenues entre les
populations étudiées, prises deux a deux, sont présentées dans le tableau VIL.

Au niveau des générations de la population d’Oran, la génération 10 et 2 présente la plus
grande similarté des 5 générations. La similarité est estimée & 0.780.

Et une identité de (0.378) est présentée entre La génération de Birkhadem et la génération 1
d’Oran. le groupe externe de culex pipiens marque une affinité de (0.478) avec la génération 2
d’Oran.

La distance génétique entre les populations est également calculée. La valeur la plus élevée
est observée entre la population de BK d’Alger et la population d’Oran (1.226). Par contre la
distance génétique la plus faible est entre. le groupe externe culex pipiens présente une
distance de (1.440) avec la génération 11 d’Oran.
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Tableau VIII : Matrice des distances D (haut) et des identités I (bas) génétiques non biaisées
de Nei (1978) entre les différentes populations estimées sur la base de 11 locis.

Population Gl G2 G3 G10 Gll bk Cx
1 ORAN, Gl *¥rxkx*k 0,294 0.775 0.338 0.385 0.973 1.209
2 ORAN, G2 0.745 ***%* (0,651 0.249 0.344 1.226 1.564
3 ORAN, G3 0.461 0.521 ***** (0.569 0.749 1.162 0.738
4 Oran, G10 0.713 0.780 0.566 ***x* (0,392 1,031 1.289
5 Oran, G11 0.680 0.709 0.473 0.675 ***x* 1,128 1.440
6 BirK, bk 0.378 0.293 0.313 0.357 0.324 **%x* (_ 959
7 Alger, Cx 0.298 0.209 0.478 0.276 0.237 0.383 **%%x

G. Arbre phylogénétique

A partir des indices de distance et de similarité, deux arbres phylogénétique ont étaient
construis (figure 19 et 20).

la figure 19, montre I’arbre phylogénétique selon les distances génétiques entre les
populations. 4 grands clusters sont observés. La population de Birkhadem et culex pipiens se
distingue de ’ensemble des 5 générations d’Oran. La G3 est la génération la plus variable de
la population d’Oran. Cependant, elle reste apparentée avec les autres générations de la méme
région. ils ont entre eux une distance de (0.52). La génération 11 forme un cluster avec les
générations 1,2 et 10 d’une distance de (0.42). La génération 10 clustérise avec la génération
2 et forme une distance de (0.35) .Une distance de (0.39) entre la premiére génération et le
cluster de la génération (2 et 10).

L’arbre phylogénétique construit & partir des indices de similarités montre aussi que la
population de Birkhadem et culex pipiens ne clustérisent pas avec les 5 générations d’Oran.

la génération 3 présente une similarité de 52% avec le cluster formé par les générations (1,
2,10 et 11) forme un quatri¢éme cluster avec Les 2 cluster de la générations (11et 1 ;2 et10).

D’autre part la génération 11 forme un cluster d’une similarité de 42% avec les cluster de la

génération (1, 2 et 10) , se cluster apparenté avec le cluster formé par la génération 10 et 2 et
1d’une similarité de 0.39%.
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Figure20 : Dendrogramme élaboré a partir des distances génétiques
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Figure21 : Dendrogramme élaboré 3 partir des similarités génétiques
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Discussion




IV. Discussion

Nos résultats ont permis de vérifier le polymorphisme génétique de 10 locis sur 19 étudiés.
L’enzyme HK a montré des fluctuations dans le polymorphisme des 4 locis (voir tableau
fréquence allélique). HK; est polymorphe dans une seule génération (G3 D’Oran) ; HK3 est
polymorphe dans 2 générations (G3 et G10 d’Oran) ; HK; est polymorphe dans 3 générations
(G1, G2 et G11 d’Oran) et HK4 est polymorphe dans les 5 générations d’Oran. Dans la
population d’Aedes de la région de Birkhadem, cette enzyme est monomorphe. Urbanelli et
al. (2000) ont signalé que seule le locus HK; est polymorphe chez les populations d’4edes
albopictus, alors que Paupy. (2000) trouve que le locus HK, est plus polymorphe chez les
populations d’Aedes Aegypti. Failloux en 2002 & constaté que les enzymes HK, HK; et HK;
sont monomorphes pour les mémes alléles.

Le locus qui gouverne Pactivité de la Glutamate oxaloacétate transaminase (GOT) est
dimérique. Les profils obtenus pour la GOT montrent deux zones d’activité représentée
chacune par une seule bande occupant deux niveaux de migration. La plus anodique est
relativement commune aux différents spécimens d’Aedes; la seconde de mobilité plus faible,
n’est pas prise en considération dans cette étude. Nos résultats concordent avec ce qui a était
signalés par Pasteur et al. (1977). Dans son étude il a remarqué aussi que la GOT, migre trés
peu vers la partie anodique du gel, les bandes électrophorétiques s’avérent trés difficiles a
distinguer et le PH de migration est & 7.4. L’utilisation d’un PH plus faible (PH 6) & permis a
Brutus et al. (1994) de visualiser au moins 3 alléles codominant pour ce locus. On peut en
déduire que le point isoélectrique de la GOT, se situe entre 6 et 7,4. La présence de 2 locis
codant la GOT semble une caractéristique des espéces d’Aedes étant donnée que les
spécimens de Culex ne présentent pas la GOT,. Nos résultats sont conformes 2 la plus part
des travaux (Paupy 2000), mais différent de ceux décrits chez les especes d’Ae. aegypti ou la
GOT est contrdlée par un locus polymorphe (Magda et al., 2006). Selon ces résultats, la GOT
est une enzyme particuliérement intéressante qui peut étre utilisée comme marqueurs
biochimique d’identification et qui nécessite des études plus approfondies.

Comme pour la GOT, le locus de MDH est dimérique et contrdlée par deux locis MDH; et
MDH,. MDH,; est généralement polyalléliques (tableau fréquence allélique). La MDH peut
aussi €tre un bon marqueur enzymatique d’identification d’espéce.

ME et GPI sont des enzymes monomériques chez tous les spécimens étudiés avec des
distances de migrations différentes (figure 18, H;) montrant 2 locis apparemment
monomorphes. Pour la ME, I’isoenzyme le plus lent est parfois moins intense. Cependant
L’enzyme GPI montre une bande nette de faible distance de migration surmontée plus haut,
d’une bande de coloration plus intense (figure 18, F, )- Concernant la structure tétramérique.
Celle-ci est observée au niveau des enzymes G6PD, PGD, et PGM. Pour ce dernier nos
résultats ont permis de visualiser 1’aspect de I’hétérozygotie chez les populations étudiés. Des
¢tudes antérieures ont constatés que ses enzymes sont trés polymorphes chez les populations
d’Ae. Albopictus et Ae. aegepti (Magda 2006, Urbanelli 2000) ce qui concorde avec nos
résultats. Ces enzymes ont eu un profil d’une & quatre bandes. Thierry (2012), rapporte
qu’une enzyme dont la structure est tétramérique présente quatre a cinq bandes.
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Ainsi le taux moyen de polymorphisme de I’espéce étudiée dans les deux zones d’études est
¢levé (71%). La population d’de. albopictus de la région d’Oran montre un taux de
polymorphisme moyen plus élevé (0.78) que la population d’Ae. Albopictus de BK (0.63). Les
taux de polymorphisme des locus analysés de la pop d’Oran ne sont pas trés différents d’une
geénération a ’autre. Ils varient de 0.72 (G2, G3 et G11) et 0.91 (G10). Un taux moyen de
polymorphisme égal 4 0.73 a été également estimé par Urbanelli (2000) chez les populations
d’Aedes en provenance de I'Indonésie. Par contre des taux plus faible ont étaient signalés
dans la méme étude chez la méme espéce dans d’autres pays : USA (0.43) ; Italie (0.51) et
Japan (0.58).

A travers notre étude, nous avons détecté aussi que le nombre moyen d’alléle par locus est de
2.9. Le nombre moyen d’alléles par locus est relativement élevé chez les populations d’4e.
Albopictus d’Oran (3.5) par rapport 4 la population d’Ae. Albopictus de BK (2.4). Le nombre
d’alléles le plus élevé caractérise la Gyg (4.3 0.7). Urbanelli. (2000) a constaté aussi que le
nombre moyen d’alléle par locus est plus faible dans les populations d’4edes de I'Italie, les
Etats unis et le Japan (1.8), alors qu’il est plus élevé dans la population d’4edes albopictus de
I'Indonésie (2.2). Les études de Kambhampati. (1991) sur Aedes ont montré aussi une
concordance avec nos résultats. Il a trouvé que le nombre moyen d’all¢éle par locus calculé
varie entre 1.8+0.3 et 3.0+0.3. Une moyenne allélique trés élevé a était aussi observé dans une
¢tude de la structure génétique d’ Aedes albopictus réalisé par Basile et al., 2011.

L’hétérozygotie moyenne observée chez Ae. albopictus de la région d’Oran (Hy: 0.453) est
légérement inférieur de [I’hétérozygotic moyenne attendue (He: 0.505), alors que
I’hétérozygotie observée chez Ae. albopictus de la région de BK (Ho: 0.413) est légérement
plus €levé de I’hétérozygotie attendue (H,: 0.387). Ainsi la valeur de I’hétérozygotie moyenne
observée par population (H, = 0.432) est trés proche de I’hétérozygotie moyenne attendue
dans les conditions de Hardy-Weinberg (H. = 0.44). Cette 1égére différence est peut étre di a
une déficience de I’hétérozygotie au niveau de certains alléles au niveau des 11 locis étudiés
(P<0.05) ou par la présence des alléles nuls. L’équilibre de HW c'est-a-dire la reproduction
panmictique & était constaté seulement au niveau des locis HK; (G3) ; HK,, HK4 (G2, G3) ;
GPI (G10, GBK, GCX) ; PGM (G2, G11, GBK, GCX) ; PGD (G2) et ME (Gl, G10, G11,
GBK).

Ces taux d’hétérozygotie observés chez les populations d’Aedes se révélent, plus élevés en
comparaison avec les valeurs trouvées dans d’autres régions du monde. Urbanelli, 2000
signale a travers son étude que le taux d’hétérozygotie varie entre 0.14 (USA) 4 0.18 (Japan et
Italie). Cependant des valeurs légérement supérieures ont étaient trouvées dans la région de
I’Indonésie (H0=0.245) dans la méme étude.

A travers notre étude la valeur du coefficient de consanguinité des spécimens de 1’ensemble
des populations est relativement élevé (Fi= 0.371), alors que la valeur moyenne du
coefficient de consanguinité des spécimens étudiés & Uintérieur des populations est plutdt
faible (Fis = 0.06) ce qui traduit une déviation des fréquences génotypiques observées dans
les conditions de Hardy-Weinberg. Dans I’ensemble, I’hétérozygotie excédentaire a était
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observé beaucoup plus au niveau de 4 locis: HK3 (Fis=1), MDH (Fis=+0.98), GOT
(fis=+0.83) et KH2 (Fis=+0.46). '

La divergence génétique entre les populations (inter-population) a était évaluée par ’indice de
fixation standardis¢ total (F). Elle est en moyenne de 0.328. Ce qui signifie qu’il existe une
trés grande différenciation génétique entre les différentes populations d’Adedes étudiées. Les
plus grandes valeurs de Fst ont étaient trouvées au niveau des locus HK; (0.88), HK; (0.62),
GOT (0.51), HK4 (0.36) et HK; (0.26). Les 6 autres locis présentaient de valeurs légérement
faible Fst (0.14< Fst< 0.23). L’intérét de 1’étude de I’enzyme KH & bien était déterminé par
plusieurs auteurs. Tabanick en 1978 & étudier I’impact des programmes de lutte anti-
vectorielle 2 Bangkok sur la structure génétique de I’dedes aegypti au cours des différents
stades de développement. L’étude de la variabilité génétique de ’enzyme HK a montrée la
présence des 4 locis et que le locus HK; est beaucoup moins actif que les autres locus.
L'analyse électrophorétique de différents stades de développement & montré que HK; est le
seul locus d'hexokinase actif & tous les stades du cycle de vie (Tabanick, 1978).

Dans notre étude, les valeurs de Fst se révélent plus élevés en comparaison avec les valeurs
trouvées dans d’autres études chez la méme espéce. Kambhampati et al. (1991), en analysant
8 locis enzymatique ont estimé une hétérozygotie observée qui varie de 0.162 et 0.35 chez les
populations d’dedes capturés a proximité les unes des autres et celles des populations
séparées par de grandes distances. Ils ont montré aussi que les populations étaient
génétiquement différenciées les unes des autres a Il'intérieur et entre populations. Ces
différences pourraient étre causés par des phénomeénes génétiques de dérive et / ou de

consanguinité, probablement associés & des différences dans la taille de Ila population
(Falconer, 1981).

Les études de la diversité génétique sur les populations d’dedes aegypti ont montré des
valeurs Fsr encore plus faible. Elles varient entre 0.099 (Tahiti) 4 0.067 (Mooréa) (Paupy et
al.,2000 ) et entre 0.020 (Rio de Janeiro) et 0.059 (Magda et al., 2006). L’influence de la
densité de la population humaine sur la différenciation génétique d’Aedes aegypti dans I’ile
de Tahiti (Polynésie frangaise) était étudiée (Failloux, 1991). Des valeurs élevés de FST ont
ctait estimées (+0.118). Dans cette étude les auteurs ont montrés une différenciation
importante entre les moustiques issus du centre ville alors que ceux de la banlieue sont plus
homogeénes. Ils ont déduit que les traitements insecticides, dirigés contre les adultes, effectuds
lors des périodes épidémiques (saison des pluies) réduisent les densités de moustiques ainsi
que leur dispersion et, par voie de conséquence, amplifient la différenciation génétique.

La population analysée d’dedes albopictus d’Oran se différencie des Aedes de la région de
Birkhadem, non seulement par la présence d’alléles spécifiques, mais aussi par des distances
geénétiques tres élevées. L’indice de similarité est de ’ordre de 31%, ce qui suppose que se
sont 2 populations issus de zones différentes.

Au sein de la population d’Oran (de I’élevage), une divergence de la G3 de celle de la
premiére génération a était remarqué (D=0.775, I=50%). Par ailleurs nous avons constaté que
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la G10 et G1 sont génétiquement les plus proches (D=0.249, I=78%). Les indices de similarité
d’une génération a 1’autre varient entre 52.1% et 74.5%. Des études plus approfondie portant
sur les marqueurs moléculaires peuvent aider dans la compréhension de cette divergence. Ces
techniques ont étaient utilisé pour estimer les variations génétiques en se basant sur le
principe de I’amplification génique par PCR. Parmi elles, quatre techniques sont amplement
utilisées dans I’étude de la structure génétique: les microsatellites (Daibin et al .,2013, Basile
etal .,2011 et Nurul adilah ez al.,2016), les RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA),

les RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) et les régions ITS (Internal
Transcribed Spacer).
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Conclusion




V.Conclusion

La denque et la chikunguniya .maladies potentiellement grave, connu par leur grandes
impacte sur la santé public vu leur morbidité et leur expansion dans le monde entier du a
I’expansion rapide de leur vecteur ;«dedes albopictus » . Moustique tigre, est un vecteur
efficace dans la transmission des arbovirus de ces maladies et plus de 24 autres.

L’Aedes albopictus une espéce parmi les 100 espéces les plus envahissante au monde a cause
de déplacement passifs et le commerce international, mais aussi grice a sa biologie et sa
plasticité qui lui permis de coloniser des milieux trés différentes de son milieu original .

Le moustique tigre est aujourd’hui un modéle biologique suscitant 1’intérét d’un grand
Nombre de chercheurs dans des disciplines aussi variées que I’épidémiologie, 1’écologie, la
génomique ou encore 1’évolution des interactions symbiotiques.

L’intérét de notre travail est d’évaluer la diversité génétique de I’insecte dedes albopictus en
Algérie par I'utilisation de ’approche biochimique « électrophorése des isoenzymes sur gel
épais d’amidon ». Il s’agit d’une premiére approche qui peut contribuer dans la distribution
des arbovirus a travers la répartition géographique des populations d "Ae,Albopictus.

Les marqueurs iso-enzymatique sont assez simple et pragmatique et moins chéres a métre en
travail.sur 16 systémes enzymatiques ( HK , GPI, PGM ,PGD, G6PD, COT;, COT,, MDH,
ME, FH, MPI, NP;, NP,, GLUD et DIA) ,8 systémes ont étaient sélectionnés. Il s’agit de :
MDH, ME, GPI, PGM , HK ,PGD, G6PD et GOT .

Sur le plan intra-population, la valeur du coefficient de consanguinité des spécimens de
I’ensemble des populations est relativement élevé (Fy; =0.371), alors que la valeur moyenne du
coefficient de consanguinité des spécimens étudié a I’intérieur des populations est plut6t
faible (Fis=0.06) ce qui traduit une déviation des fréquences génotypiques observées dans les
conditions de Hardy-Weinberg. Dans ’ensemble 1’hétérozygotie excédentaire a était observé
beaucoup plus au niveau de 4locis :HK3, HK», MDH et GOT

Sur le plan inter-population, cette étude a révélé une trés grande différenciation génétique
entre les différentes populations d’Ae, Albopictus.la valeur de I’indice de fixation standardisé
total est élevé (Fs=32.8%).les plus grands valeur de Fg ont étaient trouvées au niveau des
locus HK; HK, HK; ,HK, et GOT.

Ces résultats préliminaires, ouvrent la voie vers d’autres études plus approfondie faisant appel
aux approches moléculaires qui peuvent non seulement étudier la diversité génétique de
Iinsecte au stade adulte, mais aussi différents stades de développement de cette espéce.

Les variations génétiques et les flux géniques entre populations reflétent les discontinuités
rencontrées dans les habitats naturels des populations d’insectes .les variation temporelles de
la disponibilité des ressources de I’habitat peuvent également affecter la structure des
populations. Les flux de génes renseignent sur les capacité de dispersion du vecteur (distance,
direction et taux) qui sont un élément clé a considérer dans une campagne de lutte anti-
vectorielle.

Il est par conséquent hasardeux de généraliser des données de la biologie d’Ae.Albopictus
obtenues localement 4 I’ensemble des populations présentes dans 1’aire de répartition
geographique de I’espéce. c’est pourquoi des collaborations étroites avec autorités algériennes
de la santé doivent étre mises en place pour déterminer la distribution de I’Ae,Albopictus, afin
d’évaluer le risque et planifie des mesures de surveillance efficace pour contrdler cette espéce
dans le cadre de la lutte anti-vectorielle.
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Annexes
Annexel

A. Appareillage
- Agitateur magnétique vortex
- Appareil d’électrophorése horizontal et accessoire
- Balance & précision
- Chambre froide
- Congélateur -20°C
- Etuve 2 37°C et étuve de 24°C
- Réfrigérateur
- Générateur de courant
- Micropipettes de100,
-  pH métre.
- Ultracentrifugeuse 10000tours/mn

B. Produit chimiques

- Acide acétique : CH3COOH
- Acide chlorhydrique HCL

- Alcool 95°

- Amidon

- Azote liquide

- Bleue de bromothymol

- Citrate : C6H5Na307 ,2 H20
- Hydroxyde de sodium NaOH
- Glycérol C3 H803

C. Additifs

e  Agar noble

e Carbone de sodium anhydre Na2CO

e  Chlorure de magnésium MgCL2,6H20

e DICIP : 2-6 dichlorophénol 60istillé e60 Na salt grade I

e EDTA: Acide ethylene diaminetetracetique C10H14N2Na208,2H20

e Fast blue BB : 4-bbenzoylamino_5diethoxyenzenediazonium chloride salt
C17H18NOCL1/2Zn CL2

e MTT (4-5diméthylthiazol 2)-2,5diphényl tétrazoluim bromide : thiazolul blue

® Natriumdihydrogénophosphate-1-hydrate NaH2PO4

e NBT (nitro blue tétrazolium) C40HOCL2N1006

® PMS(phénésine méthosulfate ) N-méthyl dibenzopyrazine methy sulfate C1H11N2.CHSO4
e  Tris hydroxyméthyl aminomethane C4H11NO
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D. Réactifs

e Acide aspartique C4H7NO4

® Acide fumarique sel monosodique C4H204Na2
e Acide fumarique disodique C4H204Na2

e Acide L glutamique monosodique CSH8NO4

e Acide isocitrique C4H607Na

® Acide malique disodique C4H405

* Acide -6- phosphogluconique ri sodique C6H10010Pna , 2H20
e Alpha ketoglutarate CSH505K

® Fructose-6- phosphate C6H1109PNA2

® Glucose-1-phosphate C6H1109PK2 ,2H20

e  Glucose-6-phosphate C6H1109PNA

e Inosine C10H12N405

® Pyruvique sel monosodique CHONa

E. enzymes

® GOPD : glucose-6- phosphate déshydrogénase
e MDH : Acide malique déshydrogénase

e PGI : phosphoglucose isomérase

e XOD : xanthine oxydase

e Mannose -6- phosphatase sel de BA

F. COENZYMES
e B NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide réduit C21H27N7014P2Na 2

® NAD :Nicotinamide adénine dinucléotide grade I C21H27N7014P2
e NADP : Bicotinamide adénine dinucléotide phosphate C21H26N7017Pna 2
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Annexe2 : Les systémes enzymatiques

L’Union Internationale de Biochimie a codifié la nomenclature et la classification des
enzymes sous une nomenclature dite officielle. Toutes les enzymes actuellement connues sont
répertoriées sous un numéro portant 4 nombres séparés par des points et précédés de EC soit

(EC x1.x2.x3.x4),dont :

_ Xu: Le premier nombre pouvant varier de 1 4 6 indique le type de réactions

_ Xa2: Le deuxiéme désigne la sous-classe de I'enzyme qui est définie
suivant son mécanisme d'action.

_ X5: Le 3e nombre désigne la nature de la molécule qui sert d'accepteur,

lorsqu'il s'agit d'un transfert d'électrons.

_ Xa: Le 4e nombre est un numéro d'ordre dans le groupe et dans le sous-

groupe.

1) Malate déshydrogenase :(MDH) EC .1.1.37

La malate déshydrogénase (MDH) est une enzyme qu’on trouve dans toutes les

cellules,participe a la gluconéogénése.
Ccoo

NATD™ NADH -+ H
CH2 R S e R NS
l malate
COO dehydrogenase

L-NMalate

?OO
O:?
CHo

COO

Oxaloacetate

2) Phosphogluconate déshydrogénase :(PGD)E.C.1.1.1.44

Implique dans la voie des pentoses.

=
“.J::t*; Dehrrdrosernase

T rNeDPE * MaDPHsHY SHa2oH

HO —cH S =
H-:?i — = l—g_C:l — O
=

SCH 2P 22—

=— p]:mmho gl".a-c ozxate

CH o O 2
Al oss— S-rhosohate

3) Glucose 6-phospho-déshydrogénase : (G6PD)E.C. 1.1.1.49
Cette enzyme est la premiére de la voie des pentoses.

lf'“rh.r‘n-r;F--ﬁ—ph nsph Ate
Dehydrogenzse
MADFH +H™*

° 5 A
H /'J'—— . OH nMapp H 1
i, OH H = LQD i OH F

SCHsOP O 57—

OH H
> 2

H oH
ucose-d-phosphate
R Prosh o

6-phoshoguc ono.actone

6-Phospho-

5 zlucono- ol
UH 20PU 5 lactcnase i
> a Hzo H' g, oM
™~ HO —CH
O M
9 HC —oH
GH 3 2 HC —OH
H <H !

= 2
LH 20PO 377
6-phosphogluc onate
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4) Enzyme malique (ME) E.C.1.1.1.40
Intervient dans le cycle de krebs.

Enzyme maligue

OO~
H—C—OH
CH.

COO™

¢ Transférase :

1) Glutamate oxaloacetate transaminase (GOT)E.C.2.6.1.1
2) Glutamate oxaloacetate transaminase (E.C.2.6.1.1)

o

i

[«3 < HO—X‘ o &
HO™ T on T+ S — /l‘\_ «/J\
£ - HO T oH
NH, N L]
=
HO

Giluamnste Oxzlonceinte c-KNetoeluiarale

3) Phosphpglucomutase (PGM) E.C.2.7.5.1
Interviennet dans le cycle des pentoses

r

7 HOCH,
H F 0 1

a4 34
H om 903

HO

Glucose- 1-Phosphate

o
Ho—%"
- S N
4
=0
HO'

Asnariare
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1) Hexokinase(HK)EC 2.7.1.1

Interviennenr dans la premiére étape de la glycolyse

H Hexoldnase H
OH H s —— — OH H
HL OH T T HO OH
H OH -~ ™~
W . H OH
Glucose ATP

ADP  Glucose 5 phosphate

% ISOMERASE:
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ANNEXE 3 : composition des solutions de révélation enzymatiques

enzymes Tampon Substrats et cofacteurs Enzyme et colorants
de reaction
Les Isocitrate PMS1%...c00055¢ 0.5ml
. . déshydrogénase Tampon tric-HCL0.02M | -  MgCL2 ,6H20(0.25m)..1ml AGAR2Y%........... Sml
Déshydrogénase | cp) (8ml) —  Acide isocitrique (0.1M)
EC.1.1.1.42 (0.1032g dans 4ml d’eau distillée)
4ml Révélation a 37°C
- NADP1%.....1ml
- NBT1%......... 1ml
Incbation a 37°C pendant30
minutes
Enzyme malique Tris HCL = PMS1%............ 0.5 ml
ME) (0.2M)PHS8 - AGAR2Y%........... Sml
EC.1.1.1.40 (8ml) -
= Révélation a 37°C
Incubation a 37°C  pendant30 | Apres la revelation de bande ME
Malate minutes gjouté dans la solution B-NAD
déshydrogénase 1%(1ml)
(MDH)
EC.1.1.37
Phosphogluconate Tris HCL - Acide-6-phosphogluconique . | PMS1%.....ccccoovvremmrrrrmrnrnnnnes 1 ml
Déshydrogénase (0.2M)PHS 40mg AGAR2%.....ccommvuerirerrnnnnne Sml
(PGD) (10m) - MgCL2 ,6H20(0.5M).....1ml
- NADPI%...... 1mi Révélation a37°C
S . L2 1 U L ———— Iml
Incubation a 37°C  pendant30
minutes
Glutamate Tris HCL(0.2M)
déshydrogénase PHS8(avec de - Lglutamic acid sel
(GLUD) L’acide citrique ). monosodique
EC14.13 .(8ml) (845mg dans 5ml H20)....5ml Revelation a37°C
= NADP1I%::siins ..2.5ml
= NBT1%..cocourrerrrrnrnn. 2ml
Incubation a 37°C pendant30
minutes
Glucose-6-phosphate Tris HCL - Glucose-6- PMS1%...ocmmrmrrnrrrerennnn. 0.5 ml
Déshydrogénase (0.2M)PHS8 phosphate AGAR2%..ouerereeeeeeere Sml
(G6PD) (10m) - EDTA
EC.1.1.1.49 - NADP1%.. Révélation a37°C
- NBTI1%
Incubation a 37°C pendant30
minutes
NADH Tris HCL - B Ajouter les solutions
Diaphorase (0.2M)PHS NADH........ccuvnn, 10mg | 1+2+3+1+10ml
(DIA) (8mi) Incubation a 37°C pendant30 | AGAR 2%
EC1622 minutes
Révélation a température ambiante
- MTT.....ccounan. 10mg Et al’obscurité
~  20distilke........ 2ml
Bien agiter au vortex
(dissolution longue)
—  Ajouter tris HCL (0.2M)PH 8
2ml
—  DICIP solution (Img/Iml de
tris
PHS)....... 0.5mi
LY ASE Fumarate Tris HCL( - Fumaric acid sel disodique Malic déshydrogénase....200ul
déshydrogénase 0.2M)PHS... 580mg 3 3 b ———— 0.5 ml
(FH) (8ml) - NAD 1%, 3ml
EC4.2.2.2 Pyruvique sel




monosodique
20mg Révélation a 37°C
= NBT1%.orcererne 3ml
Incubation a 37°C pendant30
minutes
z Purine nucléoside Tris HCL(0.2M) —  Inosine................... 40m Xanthine oxydase....... 100ul
Tl‘ aHSfer ase phosphorylase PHS...16ml —  NBT1%. oo 2ml . PMS1%....ovcuvcmricenn. 1ml
(NP) AGAR2%....ccooueeeeern. 10ml
E.C.24.2.1 Incubation a 37°C pendant30
minutes Revelation a37°C
Glutamate Tris HCL(0.2M) - Tris Fast blue BB....... 225mg
oxaloacetate PH8 75ml HCL(0.2M)PHS........ 75ml Tris HCL(0.2M)PH §...... 75ml
transaminase (GOT) ~  Alpha
E.C26.1.1 kétoglutarate.... ... 150mg Révélation a température ambiante.
- Acide
aspartique.......... 300mg
—  Pyridoxal-5-
phosphate.....15mg
Phosphpglucomutase | Tris HCL - MgCL2 ,6H20(0.5M).....1ml | Glucose-6-phosphate
(PGM) E.C.2.7.5.1 (0.2M)PH8 - NADP1%..oeenn..... 0.5ml | déshydrogénase
-10ml -  NAD1%..... ...1ml 50ul
= NBT1%.cooieeeeeen. Iml
—  Clucose-1-
phosphate...... 300mg Révélation a 37°C
Incubation a 37°C pendant30
minutes
Hexokinase Tris HCL = MgCL2 ,6H20(0.2M).....1ml | PMS1%.....oeooooeeeeerrn 0.5 ml
(HK) (0.2M) ~  NADP1%..omooon, 1ml AGAR2%...coeeeeeeeeeean, Sml
EC2.7.1.1 PH8 15ml - Solution A................ 5ml Révélation a 37°C
Incubation a 37°C  pendant30
minutes
Glucose phosphate isom{ Tris HCL ~=  MgCL2 ,6H20(0.5M).....1ml | Glucose-6-phosphate
ISOMERASE "GP (02M)PHS. D NADPI déshydrogénase
.10ml -  NADI%. 1ml 50ul
—  NBT1%ooooo 1ml PMS1%..covmrirreireieereeaan. 0.5 ml
—  Fructose -6- phosphate AGAR2%..........
...10mg s
Incubation a 37°C  pendant30 Révélation a +4°C
minutes
Mannose  phosphate | Tris HCL —~  MANNOSE -6-phosphate sel | Phosphoglucose isomérase...50ul
Isomerase (MPI) | (0.2M)PHS. De Ba ou sel de | Glucose -6-phosphate
EC53.18 .8mi Na........ 10mg Déshydrogénase
- MgCL2 ,6H20(0.2M).....1ml | PMS1%.............
~  NADP1%..cocrom Iml | ACARZK
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ANNEXE 4 : cycle de Krebs et cycle de vois de pentose

[ ACOyI-ToA Jerio
coor T

CHy

[ Citrate "} :
Accmmse

HO

_ﬁ_
§

=t - Citrate
CH . synthase L css-aconltatg /;
doo- [ Oxaloacétate )
NADR
e
Aconitase -
Malate = e G GO
déshydrogénase S "f
e oo or—c—n
9 Malate synthase e — Izocitrate iyase } coor
oo - Uslyoxylate | ST prate
[ Malate TR Y
4 p .
v‘/;cétylr-cg{\} i _ isocitrate
Fumarase déshydrogénase
NADH
<o,
coo-

FAD

Succinate
démhydrogénass

(Succinate )

CHa
I

coo- ATP
Coa

i
[_ccétcgiutarate | T2
__ecetog e

i
c=0

Figurel:cycle de Krebs https:/fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_de_Krebs

Glucose 6-
phosphate

NADP*

E. Jaspard (2013)

-Phospho

———

NADPH + H*

c-cétoglutarate ' ]
déshydrogénase coor
NAD™
CaoA
Succinyl-CoA
synthétase e e iAo
i - ; { Succinyl-CoA cos
?Hz = -?OO: T
'l:"*z
ADZ ?H:
e c—s—coa
[
Voie des pentoses phosphate
2
6 L 6-Phospho 3 Ribulose 5-
gluconolactone ; ; gluconate / N phosphate
H,0 g,
2 H* NADP*  NADPH
ot C()z
6
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2: voie des pentose phosphate

http://biochimej.univangers. fr/Page2/COURS/Zsuite/6BiochMetabSUITE/ IPentosePhosphate/1PentoePhosphate.htm
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Annexe 5

Coefficients de déficience ou excés en hétérozygote

Population: ORAN, G1

Heterozygotes Fizxation Chi-
Locus Observed Expected index (F) D square P
HK2 11 11.085 -0.013 -0.008 0.00 0.9651
HK4 0 12.255 1.000 -1.000 25.03 0.0000
GPI 8 l16.128 0.493 -0.504 15.66 0.0001
PGM 1 10.511 0.903 -0.905 36.29 0.0000
GOT 1 14.067 0.927 -0.929 38.76 0.0000
GPD 10 5.263 -1.000 0.900 8.98 0.0027
PGD 24 13.957 -0.756 0.720 19.09 0.0000
MDH 0 18.044 1.000 -1.000 97.82 0.0000
ME- 21 19.319 -0.110 0.087 0.78 0.3781
Population: ORAN, G2
Heterozygotes Fization Chi-
Locus Observed Expected index (F) D square P
HK2 0 12.800 1.000 -1.000 41.39 0.0000
HK4 12 15.319 0.200 -0.217 2.26 0.1328
GPI 21 15.723 -0.364 0.336 5.98 0.0145
PGM 14 17.021 0.160 =0..177 2.00 0.1578
GPD 12 6.261 -1.000 0.917 10.98 0.0009
PGD 22 19.936 ~0.127 0.104 1.26 0.2620
MDH 2 14.128 0.855 -0.858 28.16 0.0000
ME- 24 15.298 -0.602 0.569 15.52 0.0001
Population: ORAN, G3
Heterozygotes Fixation Chi-
Locus Observed Expected index (F) D square P
HK1 4 5.231 0.216 =0.235 1.16 0.2805
HK3 0 12.170 1.000 -1.000 25.03 0.0000
HK4 1 1.000 ~0.043 0.000 0.00 1.0000
GPI 12 19.596 0.375 -0.388 15.90 0.0001
PGM 13 18.489 0.282 -0.297 6.95 0.0084
GPD 24 12,255 -1.000 0.958 22.99 0.0000
PGD 23 18.400 -0.278 0.250 5.63 0.0176
MDH 0 17.422 1.000 -1.000 93.08 0.0000
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ME- 24 19.340 -0.267 0.241 6.10 0.0135
Population: Oran, G10
Heterozygotes Fixation Chi-
Locus Observed Expected index (F) D square P
HK2 12.620 0.357 -0.366 4.96 0.0259
HK3 0 16.225 1.000 -1.000 37.02 0.0000
HK4 24 12.255 -1.000 0.958 22.99 0.0000
GPI 27 26.739 -0.024 0.010 0.01 0.9125
PGM 36 28.958 =0.261 0.243 8.95 0.0028
GOT 1 9.451 0.893 -0.894 29.60 0.0000
GPD 36 30.803 -0.185 0.169 5.76 0.0164
PGD 35 27.536 -0.289 0.271 9.93 0.0016
MDH 0 19.378 1.000 -1.000 116.77 0.0000
ME- 10 12.724 0.187 -0.214 3.45 0.0634
Population: Oran, G11
Heterozygotes Fixation Chi-
Locus Observed Expected index (F) D square P
HK4 12 6.261 -1.000 0.917 10.98 0.0009
GPI 24 17.979 -0.363 0.335 8.06 0.0045
PGM 19 15.462 -0.260 0.229 3.49 0.0617
GOT 5 13.844 0.631 -0.639 15.61 0.0001
GPD 24 12,255 -1.000 0.958 22.99 0.0000
PGD 24 18.298 -0.340 0.312 7.22 0.0072
MDH 0 18.043 1.000 -1.000 78.04 0.0000
ME- 17 13.829 -0.264 0.229 3.48 0.0621
Population: BirK, bk
Heterozygotes Fixation Chi-
Locus Observed Expected index (F) D sguare P
GPI 21 17.936 -0.196 0.171 2.3% 0.1286
PGM 20 18.149 0. 125 0.102 .76 0.3842
GOT i 10.644 0.904 -0.906 22.69 0.0000
GPD 23 11..756 -1.000 0.957 21.99 0.0000
PGD 22 12.170 -0.846 0.808 16.33 0.0001
MDH 0 11.733 1.000 -1.000 24.03 0.0000
ME- 21 18,277 -0.173 0.149 1.65 0.1992
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Population: Alger, Cx

Heterozygotes Fixation Chi-
Locus Observed Expected index (F) D square P
HK4 12 6.261 -1.000 0.917 10.98 0.0009
GPI 10 7.810 -0.341 0.280 2.17 0.1409
PGM 8 8.870 0.05% -0.098 0.32 0.5709
PGD 12 6.261 -1.000 0.917 10.98 0.0009
MDH 0 6.118 1.000 -1.000 19.38 0.0000

ME~- 2 1.600 -0.500 0.250 0.27 0.6033




